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ABSTRAKT:

Tato prace pojednava o proteinovych hydrolyzatech a jejich vyuziti v oborech
potravinaistvi, Iékafstvi a farmacii. V Gvodni ¢asti je souhrn obecnych informaci
0 proteinech a jsou zde rozepsany nékteré vlastnosti kolagenu a keratinu, na které je tato
prace cilena. Dale jsou v praci popsany nejbéznéjsi zpusoby hydrolyzy proteini a
informace o aktivnich latkach a nosicich. Stézejni je ¢ast vénujici se vyuziti keratinovych

a kolagennich hydrolyzati v riiznych oborech a aplikacich.

Klicova slova: aktivni latka, nosi¢, keratinovy hydrolyzat, kolagenni hydrolyzat, Zelatina

ABSTRACT:

This thesis discusses the protein hydrolysates and their use in the fields of the food, medi-
cine and pharmacy. The first part is a summary of general information about proteins and
there are specified some properties of collagen and keratin, which is the work focused.
Further, there are described the most common processes for the hydrolysis of proteins and
information active substances and carriers. The main part is dedicated to the use of keratin

and collagen hydrolyzate in various fields and applications.

Keywords: active substance, carrier, keratin hydrolyzate, collagen hydrolyzate, gelatin
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UvoD

Proteiny jsou pfirodni biopolymery sestavajici z n€kolika set aZ tisic aminokyselin.
Proteinogennich aminokyselin je 20 druht, z toho 9 je pro ¢lovéka esencialnich. Proteiny
pIni v lidském téle hned nékolik dilezitych funkci, podileji se naptiklad na hormonalni
regulaci systému, jsou soucasti enzymu, pomahaji pii komunikaci bunék, tvoii nékteré
ochranné a obranné latky, zajistuji aktivni transport molekul pies bunééné membrany,
podili se na vystavbé organismu a v ptfipadé krajni nutnosti mohou slouzit i jako zdroj

energie (po vycerpani sacharidovych a lipidovych zéasob).

V této praci jsou stéZejni dva proteiny, a to kolagen a keratin, které fadime mezi strukturni
proteiny, protoZe jsou nedilnou soucasti bunék. Oba jsou nerozpustné ve vodé a maji
do jisté miry odolnost vici chemikaliim. Kolagen tvoii hlavné chrupavky, vazy, Slachy,
kosti, cévni stény, je soucasti oballl organd, a jiné. Keratin se uplatiiuje zejména pii tvorbé

vlast, nehtti, chlupt, rohoviny a pefi.

Jejich hydrolyzou ($tépeni bilkovin, ptesnéji jejich peptidovych vazeb, coz vede k rozpadu
struktury az na aminokyseliny) je mozné rozsitit jejich uplatnéni v rdznych oborech.
Proteinové hydrolyzaty lze ziskat né€kolika zpusoby, nejpouzivanéj$i je vSak kysely,
alkalicky a enzymovy zpusob. Jak uz je ziejmé z jejich nazvu, 1isi se pouzitym ¢inidlem,
kterym je kyselina, hydroxid, nebo enzym. Vysledné produkty se od sebe 1isi nékterymi
vlastnostmi, coz je dano odliSnymi reakcemi s ¢inidlem a rozSifuje se tak jejich uplatnéni
do nékolika riznych odvétvi. Keratinové hydrolyzaty nasly své uplatnéni v zemédélstvi,

potravindistvi, farmacii, ale hlavné v kosmetickém priimyslu. Kolagenni hydrolyzaty,

zejména Zelatina, maji Siroké uplatnéni ve farmaceutickém primyslu.

Povrchové aktivni latky se dokazou shlukovat na rozhrani dvou fazi a tim ovlivnit
vzajemnou mezifazovou energii. Radime sem vétsinu organickych latek. Tenzidy, jak se
jim jinak fika, maji tendenci shlukovat se v micely, coz je dano tim, ze ve své molekule
maji ¢ast hydrofobni s ¢ast hydrofilni., a proto je pro né tento stav energeticky vyhodny.

Z hlediska schopnosti disociace ve vodném prostiedi se déli na iontové a neiontové.
Aktivni slozky 1éciv jsou latky, které se daji rizné upravovat tak, aby v téle pisobily
specificky v misté¢ uréeni. Svym putsobenim ovliviiuji fyziologické dé&je, mohou tlumit

bolest, nebo jen pomahaji pfi prevenci.
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Naproti tomu aktivni latky hnojiv podporuji rist a vyvoj rostlin. Nejcastéji jsou zastoupeny
prvky dusik, fosfor a draslik, objevovat se vSak ve hnojivech mohou i stopové prvky, jako
je naprtiklad sira, které rovnéz ovliviiuji vyvoj rostliny. Pfidanim proteint se docili lepSiho

vsttebavani vyzivovych a podpiirnych slozek hnojiv.

Nosic¢e jsou latky, které jsou schopné navazat aktivni slozku a napomahaji ji v distribuci
auvoliiovani  vmist¢  uréeni, pfiCemz navazani mize byt  povrchové,
nebo vnitromolekularni. V kapitole o nosicich jsou zminény dvé skupiny, nanonosi¢e a
hydrogely. U obou forem se s vyhodou pouziva jako vychozi material zelatina, protoze je
dostupnd, levna, snadno se zpracovdva a ma dobré vlastnosti, jako je tfeba biologicka

rozlozitelnost a inertnost.

Posledni kapitola této prace se zabyva hydrolyzaty a jejich aplikaci v riznych odvétvich.
U keratini se jednd hlavné o filmy, které mohou byt pouzity jako obalovy material
potravin, ale i 1éCiv, protoze maji dobrou rozpustnost a nemaji zadnou chut’ ani vuni,
kterymi by ovlivnily obalovany materidl. Keratinové filmy, nebo hydrogely lze vyuzit
i jako konstrukci pro buiky pii medicinskych aplikacich. Svij vyznam maji keratiny
i v kosmetickém prumyslu, ve kterém se vyuzivaji hlavné pfi regeneraci a upravé vlasu

a pozitivnimu vlivu na pokozku.

Kolagenni hydrolyzaty, zejména zelatina se nejvice uplatiuji ve farmacii, kde jsou
nedilnou soucasti 1éku, ale i vakcin. V lécich se vyuziva hlavné jako nosi¢, mize mit
dokonce vliv na aktivni latku (upravuje jeji rozpustnost), ale nesmi zadnym zptisobem
ménit jeji biologickou aktivitu. Ve vakcinach se Zelatina pouZziva spiSe jako stabilizator

a ma za tkol uchovat nezménénou aktivitu stézejni latky vakciny.

Cilem prace je vypracovat reser$i o proteinovych hydrolyzatech jako nosi¢ich aktivnich
latek a jejich uplatnéni ve farmacii, lékafstvi, kosmetickém a zeméd€lském pramysl.
Obsahem by mél byt souhrn obecnych informaci o proteinech a jejich hydrolyze,
0 aktivnich latkach a jejich moznych nosicich a konkrétni ptiklady vyuziti proteinovych

hydrolyzatt.
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.  TEORETICKA CAST
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1 PROTEINY

Proteiny, nebo téz synonymné bilkoviny, jsou vysokomolekularni latky-biopolymery,
jejichz relativni molekulova hmotnost je vysS§i nez 10 000. Jejich zakladem je

polypeptidovy fetézec, tvofeny vzajemnou vazbou sta az nékolika tisic aminokyselin. [1]

V buiikach existuje nékolik tisic typt rGznych proteint, které jsou slozeny pouze z 20
proteinogennich aminokyselin. Velky pocet druhti bilkovin je dén riznym poradim téchto

aminokyselin. [2]
1.1 Klasifikace proteint

Proteiny se déli podle ruznych kritérii, zakladni je rozdéleni do ¢tyt skupin podle:

- Specifické funkce
- Chemického slozeni
- Tvaru a rozpustnosti

- Lokalizace v organismu

1.1.1 Specificka funkce

Katalytické bilkoviny (enzymy): Podili se prakticky na v§ech chemickych reakcich v téle.

Regula¢ni bilkoviny: Soucast proteohormontl, regulace exprese gend, vytvaieni prostorové

struktury DNA, sbalovani proteinti do nativni formy, pfenos bunééného signalu.

Ochranna funkce: U savci primarné imunoglobuliny rozpusténé v télnich tekutinach.

Zdroj a zasobarna AMK: Napf. kasein je zdroj aminokyselin pro sajici mlad’ata, proteiny

v semenech rostlin slouzi jako nahrada proteint zivo¢isnych (s6jovy protein).

Skladovaci funkce: Proteiny schopné na sebe specificky navazat potiebné

nizkomolekularni latky ¢i ionty (svalovy protein myoglobin na sebe vaze molekulovy
kyslik).

Transportni funkce: Ptenos latek (pteprava kysliku z krve do tkani pomoci hemoglobinu).

Strukturni funkce: Ukolem strukturnich proteinti je podilet se na vystavbé bunék, organi,

ale i celych organismu. Patii sem zejména kolageny a keratiny. [2]
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1.1.2 Chemické slozeni

Proteiny délime z chemického hlediska na jednoduché a slozené (konjugované). Slozené

bilkoviny obsahuji kromé zakladniho polypeptidového fetézce i nepeptidové slozky.

Glykoproteiny: Obsahuji mono nebo oligosacharidy (enzymy, hormony, bilkoviny krevni

plasmy, aj.).
Fosfoproteiny: Obsahuji zbytky H3PO, (esterova vazba, vazany na tyrosin, treonin, serin).

Metaloproteiny: Obsahuji ionty kovi (koordina¢ni vazba, nejcastéji Fe, Zn, Mg, Mn, Ni).

Chromoproteiny: Obsahuji barevnou ¢ast (jsou schopny absorbovat elektromagnetické

zafeni ve viditelné oblasti).
Lipoproteiny: Komplexy s lipidy (v krevni plasmé, cytoplasmé, vaje¢ném zloutku aj.).

Nukleoproteiny: Komplexy s nukleovymi kyselinami (podileji se na procesech ukladani

a prenosu genetické informace). [2]

1.1.3 Rozdéleni podle tvaru a rozpustnosti

Globulérni bilkoviny (sféroproteiny): Maji nepravidelny kulovity ¢i elipsoidni tvar. Jsou

rozpustné ve vodé a ziedénych roztocich neutralnich soli (v podstaté micelarni struktura)

Fibrilarni proteiny (skleroproteiny): Maji vlaknity tvar, jsou nerozpustné ve vodé

a ve ztedénych roztocich soli. Maji vysoky obsah periodickych sekundarnich struktur. [2]

1.1.4 Rozdéleni podle lokalizace v organismu

Ztohoto hlediska se proteiny d¢li predev§im na intraceluldrni (vnitrobunécné)
a extracelularni (mimobunécné). Do tohoto déleni mizeme piidat i podskupinu proteinti
sérovych (plasmovych, plasmatickych), ¢i mléné proteiny (kaseiny a syrovatkové
bilkoviny). [2]

1.2 Strukturni proteiny

1.2.1 Keratiny

Vyznamnd skupina fibrilarnich bilkovin. Jsou nerozpustné ve vodé¢ a odolné wvici
chemickym a fyzikalnim vlivim. Podileji se na vystavbé vlaken cytoskeletu vlasu, chlupi,

nehtt, roht a pefi.
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Hlavni skupinou keratind jsou a-keratiny. Jejich struktura je tvofena zejména o-helixem
(dva a-helixy vytvari levotocivou Sroubovici). Tvrdost, pruznost a nerozpustnost jim
dodavaji cetné disulfidové mustky. Nabotnavani keratinu ve vodném prostiedi zavisi na
jeho slozeni (stupent uspofadani, orientace), pficemz se voda vaze do mist s nejmenSim
pusobenim koheznich sil. V téchto mistech najdeme ptedev§im velké mnozstvi polarnich

zbytk aminokyselin. Keratiny obsahuji vysoky podil glycinu, serinu a cysteinu. [2, 3]

a-Keratin

a-helix

o "AAA"A A4

Vinuti dvou a-helixu

Protofibrily

Eases el

Mikrofibrily

Obrézek 1. Struktura a-keratinu [7]

1.2.2 Kolageny

Kolageny jsou extracelularni bilkoviny fibrilarniho tvaru. Stalé, nerozpustné ve studené
vod¢, roztocich soli slabych kyselin a zasad a organickych rozpoustédlech.
Charakteristicka je pro né vysoka pevnost v tahu (dano jejich strukturou). Jsou zakladem

pojivovych a vazivovych tkani, jako je kiize, chrupavky, kosti, cévni stény, Slachy a zuby.

Kolageny jsou schopny vazat vodu. Tato schopnost zavisi na typu kolagenu a také na pH.

Pisobenim teplé vody se kolageny méni ireverzibilné na Zelatinu ¢i klihy.

Zékladem jsou jednotky tropokolagenu, které se sta¢i do podoby pravotocivého
superhelixu. Navic jsou tropokolagenni jednotky v linearnim sefazeni posunuty o asi %
délky. U kolagenu jsou nejvice zastoupeny aminokyseliny glycin, prolin a hydroxyprolin.
[2.4]
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Obrazek 2. Struktura kolagenu [8]
(a-c) ti podjednotky (vldkna) kolagenu se vzajemné staci do trojité Sroubovice

(d - e) prilehlé kolagenni molekuly jsou rozlozeny svymi konci 67 nm od sebe

Jo 4

(posun o cca Y4 délky), vytvari viditelné pruhy ve struktute kolagenu.

Zelatina

Ziskava se hydrolyzou kolagenu, ktery je obsazen hlavné v kiizi a pojivovych tkanich.
Existuji dva hlavni typy Zelatiny, A a B. Lisi se typem hydrolyzy, coz ovliviiuje vlastnosti
jako je molekulovd hmotnost, isoelektricky bod, slozeni aminokyselin, a viskozitu.
Zelatina je netoxickd, ma nizkou antigenicitu, je dobfe metabolizovatelnd, levna na vyrobu
a snadno se situje. Uvolhiovani 1é¢iva z Zelatinového nosic¢e je ovlivnitelné stupném

zesiténi a zvolenym typem zelatiny (A nebo B). [21]
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1.3 Hydrolyza proteini

Podstatou hydrolyzy bilkovin je $tépeni peptidovych vazeb, coz vede k samotné izolaci
AMK. Proteinovy hydrolyzat Ize ziskat nékolika zptsoby, tfemi nejvyuzivanéj$imi jsou:
Kysela, alkalicka a enzymova hydrolyza. Hydrolyza proteind je obtizna, neni snadné ziskat
¢isté hydrolyzaty. Pfedpokladem je v nékterych ptipadech $patnd rozpustnost pozadované
aminokyseliny ve vodé (zalezi to na druhu aminokyseliny, ktery chceme ziskat). K izolaci
nékterych aminokyselin se vyuZzivd tvorba nerozpustnych sloucenin. Nardz Ize izolovat

jednu nebo jen nékolik aminokyselin z celé smési. [1]

1.3.1 Kysela hydrolyza

Vzorek je uveden do varu spole¢né s kyselinou chlorovodikovou, kterd se z hydrolyzétu
nakonec oddestiluje, nebo kyselinou sirovou, ktera je z hydrolyzatu odstranéna ve formé
siranu. Nevyhodou této metody je destrukce tryptofanu a vznik huminovych latek

odbouravanim cukernych slozek (ovlivnitelné kovovym cinem, kyselinou mraven¢i apod.).

1.3.2 Alkalicka hydrolyza

Vzorek je vafen pod tlakem spole¢né s hydroxidem barnatym, ktery je poté z hydrolyzatu
odstranén UCinkem oxidu uhli¢ittho nebo se k vysrdZeni pouZzije piesné vypocitané
mnozstvi kyseliny sirové. Pfi této metodé¢ dochazi k rozkladu sirnych aminokyselin
(cystein), hydroxyaminokyselin (serin, treonin) a argininu. Proto je tento druh hydrolyzy

nejméné vyuzivan.
1.3.3 Enzymova hydrolyza

Nejsetrnéjsi zpisob §tépeni peptidovych vazeb; nedochazi zde k destrukci uvoliovanych
aminokyselin. Metoda je zaloZena na specifickém Stépeni peptidové vazby mezi ur€itymi
aminokyselinami. K tomu se zpravidla vyuZziva smés proteolytickych enzymi. Tato metoda
je velmi citliva, proto se ¢asto provadi ve sterilnich podminkach ¢i za piidani antibiotik

do reakéni smési. [1]
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2 AKTIVNI LATKY
2.1 Tenzidy

VétsSina organickych latek vykazuje v roztocich povrchovou aktivitu, coZz znamena,
7e se dokazou hromadit na rozhrani dvou prostiedi a tim ovlivnit jejich vzajemnou
mezifazovou energii. Existuje vSak skupina latek, kterd ma tyto vlastnosti jiz pti velmi
malych koncentracich ( 10° — 10™ hm. %).

Z hlediska struktury jsou to pfevazné linedrni latky. Vyznamnou vlastnosti je
tzv. amfipatie, coz znamend, Ze molekula obsahuje jak ¢ast hydrofobni, tak ¢ast hydrofilni.
Maji tendenci shlukovat se v micely. Klasifikujeme je zejména z hlediska schopnosti

disociovat ve vod¢ na iontové a neiontové. [5]

Shlukovani v micely

& wana preparator.org - Lizsy Biber
Obrézek 3. Jak tenzidy pracuji [9]
2.1.1 lontové tenzidy

Aniontickeé tenzidy

Nositel povrchové aktivity je zde anion (zaporné nabity ion). V technické praxi jsou

nejrozsifenéjsi. Nejlepsich vlastnosti a nejvysSiho uc¢inku dosahuji v alkalickém prosttedi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Jsou klasifikoviny podle charakteru polarnich skupin a jejich zplGsobu navazani
na molekulu. Ten mize byt bud’ pfimo na hydrofobni ¢ast, nebo je latka navazéna pomoci

mustku.

Vyuzivaji se hlavné kvili smacecim, detergenénim, emulgacnim a suspenzacnim
schopnostem. Radime sem karboxylové kyseliny, derivaty sulfonovych kyselin, derivéaty

kyseliny sirové a derivaty kyseliny fosfore¢né. [5]

Kationtické tenzidy

Nositel povrchové aktivity je zde kation (kladné nabity ion). Do této skupiny fadime
predevsim latky typt primdrnich, sekundarnich a tercidrnich aminti a kvarternich
amoniovych zasad. Lisi se od sebe predevsim rozpustnosti ve vod€. Prvni tii typy se
rozpousti pouze v kyselém prostiedi, kvarterni amoniové soli se rozpousti v kyselém,
neutrdlnim 1 zésaditém prostredi. V odévnim a kozZeluzském primyslu se vyuzivaji hlavné
kvtli zmékcujicim ucinkim na vladkno a velkému antistatickému ucinku. Maji také dobré
antikorozni a antimikrobni vlastnosti. Radime sem zejména aminoslouéeniny s bazickym

dusikem a slouc¢eniny sulfonového typu. [5]

Amfoterni tenzidy

Jedna se o slouceniny s jednou ¢i vice funkénimi skupinami a schopnosti disociovat
ve vodném prostiedi. Podle pH roztoku tvoii kationovy (kyselé pH) nebo anionovy
(zasadité pH) tenzid. Diky svym vlastnostem jsou velmi ¢asto vyuZivany. V alkalickém
prostfedi maji vlastnosti anionickych tenzidl, v prostfedi kyselém zase kationickych.
Nevyhodou miZze byt ztrata vlastnosti v izoelektrickém bodé. Radime sem hlavng

alkylované aminokyseliny a hydrolyzaty proteint. [6]

2.1.2 Neiontové tenzidy

Tyto tenzidy nemaji schopnost disociovat ve vodném prostiedi. Dé€li se na tenzidy
rozpustné ve vodé€ a v olejich, potazmo organickych rozpoustédlech (ve vodném prostiedi
emulguji vodu). Rozpustnost je zavisla na teploté, citlivé reaguji i na pH prostiedi a tvrdost
vody. Polarni skupiny téchto tenzidd tvoii hlavné étericky vazany kyslik a hydroxylova
skupina. Vyuzivaji se v textilnim a kozed€lném primyslu pro své smaceci, emulgacni,
detergencni a mazaci vlastnosti. Rovnéz maji antistaticky ucinek a sniZenou schopnost
vytvatet pény. Radime sem soli karboxylovych kyselin a vicevazebnych kationtd (mydla),

alkoholy (velk& hydrofobni ¢ast), estery, étery. [5]
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2.2 AKktivni slozky 1é¢iv

Aktivni latka je zde jakékoli slozka 1é¢iva vykazujici farmakologickou aktivitu nebo jiny
ucinek pii diagndze choroby, 1é¢eni, zmirnéni ptiznakd, oSetfeni, nebo prevenci. Aktivni
slozky 1é¢iv se mohou podrobit chemickym zménam pii jejich vyrobé a v 1é€ivu jsou

ve své modifikované formé, ktera zajist'uje jejich specifickou aktivitu a ti¢inek. [24]
Aktivni latky Casto obsahuji necistoty, ty se déli do tfech zékladnich skupin:

1) Zbytkova rozpoustédla (jejich mnozstvi je limitovano podle toho, o jaké
rozpoustédlo se jedna. Ke stanoveni se vyuziva plynova chromatografie).
2) Anorganické necistoty (zejmena tézké kovy, jejichz hodnota je rovnéz limitovana).
3) Organické necistoty (ty mohou vznikat pii vyrobé aktivni latky, nebo pfi
skladovani jako produkty rozkladnych reakci).
Lécivo obsahujici aktivni latku prochazi v organismu nékolika fazemi, pfi kterych dochazi
K uvolnéni 1é¢ivé latky z nosice a jeji pisobeni v misté uréeni.
a) Farmaceuticka faze, pfi které dochazi k uvolnéni aktivni slozky z Iéku.
b) Farmakokineticka faze, pii které se rozhoduje o koncentraci latky v misté uréeni.
c) Farmakodynamicka faze, pii které aktivni latka reaguje s pfislusnymi receptory

a projevuje se jeji farmaceuticky ucinek. [25]

Farmakokineticka faze
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Obrazek 4. Faze premén lé¢iva v organismu [25]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

2.3 Aktivni slozky hnojiv

vvvvvv

dusik (rtst listi a produkce proteint), fosfor (podporuje kotfenovy systém) a draslik
(reguluje kolob¢h zivin a vody v rostlin€). Soucasti hnojiv mohou byt i stopové prvky, jako
je napriklad sira (syntéza proteinil) a hoi¢ik (podili se na tvorbé chlorofylu), dale pak
vapnik, sodik, zelezo, mangan, méd’, zinek, kobalt a jiné. Aby mohly rostliny vyuzit latky
z hnojiv, musi mit pro n¢ pfijatelnou podobu. Dusik je ve hnojivech zastoupen jako
dusi¢nan amonny, kombinace dusi¢nanu amonného s vapencem (cca 80 % dusi¢nanu
amonného a 20 % uhli¢itanu vapenatého) nebo ve formé mocoviny. Fosfor se dodava jako
vapenaty dihydrogenfosfat, nebo fosfore¢nan amonny, draslik se aplikuje jako chlorid
draselny a sira v podob¢é siranu amonného a jinych sulfatovych soli, nebo ptimo

elementarni. [26]

Proteinové hydrolyzaty piidavané do hnojiv maji funkci ochranného koloidu, ktery
napomaha udrZovat stabilitu hnojiva a vytvaii na povrchu rostlin tenké ochranné vrstvy.

Tyto kolagenové filmy umoziiuji pfenaset stopové prvky a pusobi jako biostimulator. [27]

Hydrolyzovany protein slouzi také jako promotor pro zlepSeni vstiebavani vsech
primarnich slozek hnojiva, tedy fosforu, drasliku a dusiku. Zdrojem bilkoviny mohou byt
s6ja ajiné obilniny, nebo jakykoli jiny produkt, ktery produkuje polypeptidy, peptidy
aptirozené¢ se vyskytujici aminokyseliny (alanin, arginin, cystin, glycin, histidin,
hydroxyprolin, leucin a izoleucin, prolin, kyselinu asparagovou, kyselinu glutamovou,
ajiné). Hydrolyza muze byt vtomto piipadé kysela, alkalicka i enzymova. Pouzivané
koncentrace NPK slozek a hydrolyzatu se pohybuji okolo 3% az 4 % dusiku,
16 % az 18 % fosforu, 16 % az 18 % drasliku a1 % az 2 % proteinového hydrolyzatu.
Horni hranice hydrolyzatu je urCena rozpustnosti, s vyhodou se pouziva pomér

polyfosforeénanu na hydrolyzat v rozmezi od asi 200:1 az 20:1. [28]


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=cs&prev=search&rurl=translate.google.cz&sl=en&u=http://www.essentialchemicalindustry.org/chemicals/phosphoric-acid.html&usg=ALkJrhi_f3KRketHhy1agLibp4Ppd_76kw#phosphates
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3 NOSICE AKTIVNICH LATEK
3.1 Proteinové nanodéastice

Nanocastice jsou koloidni castice o velikosti 10-1000 nm. Pii vytvafeni nanocastic
je kontrolovana hlavné velikost ¢astic, jeji povrchové vlastnosti a schopnost uvoliovat
aktivni latku tak, aby méla pozadovanou rychlost rozpousténi a davkovani v ureném
misté. Dal$imi dobrymi vlastnostmi je jejich biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost
aantigenicita. Vyhodou je moznost ptfenosu malych molekul (hydrofilnich,
nebo hydrofobnich), proteind, peptida a nukleovych kyselin. Nanonosi¢e mohou pozitivné
ovliviiovat i prubéh uvoltiovani aktivni latky, jeji rozpustnost a stabilitu. Pro vyrobu nosice

Ize pouzit naptiklad polymery, polysacharidy, lipidy a proteiny.

Proteiny jsou idealnim materialem pro vyrobu nanocasticového nosice, protoze dobie
reaguji jak sl1écivem, tak s rozpoustédly. Jsou snadno biologicky odbouratelné, dobie
zpracovatelne pro povrchové Upravy a umoziuji snadné uchyceni 1é¢iv a jinych cilovych
latek. Pouzit lze napiiklad albumin, elastin, Zelatinu, zein, s@jové proteiny, mlééné

a syrovatkové proteiny, a mnoho dal$ich. [21]

Pfiprava nanocastic je zalozena na vyrovnavani ptitazlivych a odpudivych sil v proteinu.
Protein prochdzi konforma¢nimi zménami v zAvislosti na jeho slozeni, zesiténi a
podminkach ptipravy, jako je pH a typ rozpoustédla. Rozkladani proteinii probiha
naptiklad interakci s thioly. Poté nésleduje tepelné nebo chemické zesiténi, pti kterém jsou

JiZ na povrch zachyceny molekuly aktivni latky.

Pro vyrobu proteinovych nanonosi¢u se hojné vyuziva koacervace. Principialné je zalozena
na rozpustnosti proteint v rozpoustédlech. Pfidavkem ¢inidla dojde ke zméné konformace
a naslednému vysrazeni proteinu. Po vytvofeni nanocastic dochazi k zesiténi chemickymi
¢inidly (napiiklad glutaraldehyd), nebo k tepelnému sitovani. Organickd rozpoustédla,
jako je aceton a etanol, se pouzivaji jako anti-rozpoustédla pro piipravu proteinovych
nanocastic. Hodnota pH pted reakci je kritickym faktorem, ktery urcuje velikost ¢astic

(vyssi hodnota pH umoziuje vyrobu mensich ¢astic).

Aktivni latky mohou byt na povrch ¢astic vlozeny povrchovou adsorpci, nebo jsou

zabudovany do ¢astice béhem procesu piipravy. [21]
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Obrézek 5. Ptiprava proteinovych nanocastic koacervaci [21]

3.2 Hydrogelové nosice

Pouziti hydrogeli jako nosic je vyhodné, protoze jsou inertni vaci latkam, které se na né
vazou. Nevyhodou je v8ak uvoliiovani latky z hydrogelového nosice, které je velmi rychlé
a nemize tak plsobit dlouhodobé, coz je v nékterych aspektech 1écby pozadovano.
K dosazeni prodlouzeného uvoliiovani se vyuziva molekularnich interakci, které znehybni
aktivni latku na nosi¢i. Doba rozpadu muze byt ovlivnéna pouzitim poly-iontového
komplexu (hydrogel reaguje s nabitymi makromolekulami), ktery zajistuje postupné
uvolnovani aktivni latky. Hydrogely se s vyhodou pfipravuji z Zelatiny, kterd ma obecné
velmi dobré vlastnosti. Dalsi jedine¢nou ptednosti je jeji elektricka povaha, které se 1isi
zpusobem zpracovani kolagenu. Alkalickou hydrolyzou se tvofi Zzelatiny, které maji
vysokou hustotu karboxylovych skupin. Ty tvoii molekulu Zelatiny s negativnim nabojem.
Kysela zelatina je chemicky zesiténa pro pfipravu hydrogelu. Obsah vody v hydrogelu se
snizuje zvySovanim koncentrace sitovaciho &inidla. Zelatinové hydrogely jsou biologicky
rozlozitelné, ale nerozkladaji se mimotéln€, protoZze na né neplsobi zaddny enzym.
Hydrogel ztrdci svou hmotnost s narustajicim ¢asem V téle a nakonec zmizi z mista
implantace uplné. Rychlost degradace je dana obsahem vody v hydrogelu (¢im vice vody,
tim rychlej$i degradace). Pro aktivni latky, které by mohly pfi zesiténi hydrogelu podléhat

degradaci, se vyuziva uchyceni na lyofilizovany hydrogelovy nosi¢. [22]
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4 PROTEINOVE HYDROLYZATY JAKO NOSICE
4.1 Keratinové hydrolyzaty

Keratinové hydrolyzaty lze vyuzit v mnoha rGznych oblastech, jako je napiiklad
zemédelstvi, kosmeticky primysl, potravinaistvi a 1€katstvi. Uplatnéni v zemédélstvi nasly
keratiny a jejich hydrolyzaty zejména jako krmiva, protoze jsou to bilkoviny s vysokym
obsahem esencialnich mastnych kyselin. Vysoky obsah dusiku je fadi i mezi dobra hnojiva.
Kosmeticky primysl vyuzivé zejména jejich regeneracnich u¢inka na vlasy 1 kazi, protoze
keratiny jsou zékladni slozkou jak kiize, tak vlasového vlédkna. Jsou soucasti Sampodnd,

balzamu, kondicionérd, nebo naptiklad krémd. [15]

Pro svou schopnost tvofit filmy a folie se keratinové hydrolyzaty vyuZzivaji i jako obalové
materidly potravin. Jsou nezavadné, snadno rozpustné a nemaji vliv na chut, barvu
ani pachy potravin.

Zajimavé je vyuziti keratinovych materidld ve tkanovém inzenyrstvi. Uplatiuji se
jako prostorova sit’” pro hojeni poranéné kuze, nebo jako konstrukce pro jiné latky c¢i
podporu ristu bunék.

Podle ucelu pouziti je dualezit¢é zkoumat vlastnosti hydrolyzatu, jako je napiiklad

molekulova hmotnost, rozpustnost, schopnost tvofit film, tepelna stalost a dalsi. [15]

4.1.1 Keratinové filmy

Mozn4 vvroba roztoku Keratinu

Tento postup se zamétuje na zisk&ni keratinu z pefi. Peti se o€isti a odmasti v etheru. Poté
se nadrti na mensi kousky a reaguje s mirné kyselym rozpoustédlem po dobu 4-6 hodin pti
teploté okolo 30 °C. Roztok se podrobi filtraci k odstranéni tuhych ¢asti pefi a nasledné
i centrifugaci, aby byly odstranény malé ¢astecky. Do vzniklého supernatantu se po
kapkach ptidava roztok siranu amonného, ktery zapfi¢ini vysrazeni proteinu. Pfidavkem
siranu dochazi k barevnym zménam roztoku, jakmile se barva roztoku ustali, je ukonceno
| pfidavani siranu. Roztok se odstfedi pii 10000 ot/min po dobu 5 minut, pficemz se
separuje srazenina pozadovaného keratinu. Srazenina se promyva deionizovanou vodou a
nasledné se upravuje dle potieby. Muze se susit, lyofilizovat, nebo uchovavat v roztoku.
[19]
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Lécéba rohovky

Keratin obsazeny ve vlasech a viné mize byt vhodnym materialem pro vyrobu filmt nebo
konstrukci pro kultivaci bunék pii opravach ocniho povrchu. Extrahovany Kkeratin je
geneticky upravovan, podroben neutralni a alkalické dialyze, suseni a vytvrzovani. Keratin,
extrahovany z lidskych vlast, tvoii pruhledné a stabilni filmy, které podporuji adhezi a
proliferaci epitelialnich bunék. Vlastnosti filmu mohou byt rizné, ¢ehoz se docili zménou

sloZeni proteinu, ptidanim zmékcovadel, nebo zménou teploty a doby vytvrzovani. [16]

Keratin-zelatinové filmy

Tyto filmy se pfipravuji smisenim roztokl keratinu a zelatiny. Jejich vysledny roztok se
poté nalije na polystyrénovou desku a susi se v peci pii teploté 40 °C po dobu 3 dni, aby
vznikl pozadovany film. Pro dosazeni nejlepSich vlastnosti produktu a také nejlepsi
misitelnosti obou slozek je doporucovan pomér 1:1. Vysledny film je homogenni smési,
kombinujici vlastnosti nativni Zelatiny a nativniho keratinu, zejména v oblasti teplotni

odolnosti a hladkosti filmu. [17]
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Obrézek 6. TG kfivky rtiznych filmi: Nativni keratinovy
film (a), keratin-zelatinovy film v poméru 2: 1 (b),

1:1(c), 1: 2 (d) a film z nativni Zelatiny (e). [17]

Na grafu jsou vidét teplotni kiivky pro dané filmy. Kombinace zelatiny a keratinu,
v poméru 1:1, posunuje teplotni vlastnosti filmu do stiedu, mezi kiivku méné odolného

keratinu a houzevnaté zelatiny. [17]
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Obrézek 7. Povrchova hladkost filmu (SEM mikroskop); (a) nativni

keratin, (b) keratin-zelatina v poméru 1: 1, (¢) 1: 2, (d) 2: 1 a (e)

nativni Zelatina. [17]

Na snimcich pofizenych skenovacim elektronovym mikroskopem je viditelny rozdil
hladkosti (drsnosti) povrchii jednotlivych filmti. Kombinace keratin-zZelatina v poméru 1:1

dava nejhladsi povrch. [17]

4.1.2 Filmy, vlakna, pény a lepidla
Pro tyto aplikace se pouZzivaji sulfonované keratiny.

Keratiny se mohou délit do dvou t¥id: m&kké keratiny (pokozka, tkan¢) a tvrdé keratiny
(drépy, vlasy, rohovina, pefi). Mezi ptedni vlastnosti tzv. tvrdych keratini patii jejich
houZevnatost, odolnost vii¢i degradaci a nerozpustnost, coZ jsou velmi zadand kritéria.
Kromé toho, keratiny jsou biologicky snadno odbouratelné a vyrabi se z udrzitelného
zdroje. To jim déva velky potencidl pro nahrazeni polymerti na bazi oleje v mnoha

aplikacich, jako jsou filmy, vlakna a lepidla.

Keratinovy zdroj je podroben sulfonaci a je nasledné extrahovan do vodného prostiedi.
Extrakce ve vodném prostiedi zajisti separaci rozpustné a nerozpustné casti keratinu.
Nasleduje re-extrakce nerozpustného keratinu za vzniku sulfonovaného keratinového

derivatu. Ten se dale zpracovava a vytvari se z néj folie, pény, vlakna, nebo lepidla. [20]

Filmy:
Pro ptipravu filma je vhodné piipravit 5% roztok sulfonovaného keratinu ve vod¢ a piidat

bazi (hydroxid sodny, amoniak). Takto pfipravena suspenze se micha po dobu asi dvou
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hodin. Po uplynuti této reakéni doby se ptipadné centrifugaci odstrani pevna faze a zbyly
roztok se lije na rovné platy, napiiklad na sklenéné desky, kde je umoznéno odpateni vody
a hydroxidu (amoniaku) a vytvoii se film. Ten ma vysoky stupen jasnosti a zvySenou
pevnost v mokrém stavu, aniz by byla omezena jeho pruznost. Pro zlepSeni vlastnosti
materidlu za mokra se vyrobeny film ponoii na 30 minut do 1M kyseliny chlorovodikové,
nebo je mozné pouzit thioglykoldt amonny, ktery znovu vytvoti disulfidové vazby mezi
vlakny keratinu. Poté se promyje vodou a necha volné uschnout. Mohou se piidavat i rizna
zmekcovadla, jako je napiiklad glycerol nebo polyethylenglykol, které maji za nasledek
plastifikaci filmu a tim i zlep$eni jeho flexibility. [20]

Vlakna:

Roztoky sulfonovaného keratinu se mohou pouzivat k vyrob¢ keratinovych viaken.

Pii pouziti metody mokrého zvlakinovani se materidl vytlaGuje do koagulaéni lazné,
ve které je nerozpustny. Procentudlni zastoupeni sulfonovaného keratinu v roztoku se pii
mokrém zvlaknovani pohybuje mezi 6-15 %, zbytek roztoku tvoii voda a baze (hydroxid
sodny). Hodnota pH je okolo 9-10. V koagula¢ni lazni mohou byt pouzita naptiklad
redukeni Cinidla, ktera vedou ke znovuvytvofeni disulfidovych vazeb mezi vldkny
keratinu, a tim se stava nerozpustnym. Pti pouziti kyselych ¢inidel dochézi k protonaci a
nasledn¢ ke vzniku nerozpustné faze. Koagulaéni 1lazné mohou také obsahovat vysoké

koncentrace soli a rozpoustédel, které podporuji tvorby vlakna.

Pti suchém zvlaknovani se material vytlacuje tryskami smérem dolit do komory. Slozeni
roztoku je typicky 6-10 % sulfonovaného keratinu, 50 % rozpoustédla (aceton, etanol,
izopropylalkohol), 1-3 % zmékéovadla a zbyvajici podil tvoii voda a baze (hydroxid
sodny). Hodnota pH roztoku je i zde okolo 9-10. Takto pfipraveny roztok se vytlacuje do
komory, ve které je zajistén kontinualni proud horkého vzduchu, ktery velmi rychle
odpaftuje rozpoustédlo a dochézi ke vzniku vlakna. [20]

Pény

Vytvoteni pé€ny ze sulfonovaného keratinu je dosazeno lyofilizaci roztoku, pfipraveného
stejn¢ jako pii odlévani keratinovych filmid. Pro vytvofeni pény se roztok nanese na
vhodny povrch a je zmrazen. Po zmrazeni nasleduje lyofilizace, ktera vede ke tvorbé
porézni sit¢ (pény). Stejné jako u filmd, je i zde mozné pouzit redukéni Einidlo
(thioglykolat amonny), které zapiiCini tvorbu disulfidovych vazeb, ¢imz se snizuje
rozpustnost a zaroven zvysuje pevnost pény za mokra. Mozné je i pfidani sitovaciho
¢inidla (formaldehyd, glutaraldehyd). [20]
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Lepidla:
Sulfonované keratiny, ziskané z viny a pefi, maji vyrazné adhezivni vlastnosti, neobsahuji

kovalentni pri¢né vazby a vodikova vazba je vyrazné oslabena. Adhezni vlastnosti mohou
byt zlepseny reformovanim disulfidové pficné vazby, ¢ehoz dosdhneme piidanim

reduk¢niho ¢inidla.

Roztok sulfonovaného keratinu o koncentraci 5 % (stejny roztok, ktery je vyuZivan
K piipravé filmi) se muze pouzit k lepeni dievénych tiisek. Miseni je v poméru 1 ml
roztoku na 1 g stépky. Smés se lisuje a zahtiva (3 MPa, 180 °C), stejné jako pii pouziti
jinych lepidel. Vysledkem je pevna, dievottiskova deska. Stejny roztok sulfonovaného
keratinu Ize pouzit pro lepeni vinénych textilii, kdy je roztok nanesen na jednu textilii a ta

se lisuje s dalsi textilii. Po vysuSeni je vysledkem vazana textilie. [20]

4.1.3 Hydrogel pro biomedicinské aplikace

Vyroba hydrogelu

Pro vyrobu keratinové konstrukce lze pouzit jak lidské vlasy, tak i zvifeci srst (pokud
pacient netrpi alergiemi na zivo¢isné produkty). Pti pouziti lidskych vlast je stafi darce 12-
20 let, kvuli niz8i pevnosti struktury keratinu. Vlasy (srst) se promyvaji deionizovanou
vodou a nechaji se uschnout na vzduchu. Pfi zpracovani 30 gramd promytych vlasi se
pouzije 500 ml 32 % kyseliny peroctove, teplota 4 °C a doba trvani 24 hodin. P#i tomto
procesu dochdzi k ¢asteéné oxidaci disulfidovych vazeb. Pouzity mohou byt i jina Cinidla,
naptiklad peroxid vodiku a ménit se mohou i teploty a doba reakce. Vlasy se z roztoku
izoluji filtraci ptes fritu s velkymi pory a dikladné promyji deionizovanou vodou, dokud
promyvaci roztok nedosahne pftiblizné pH 6,0. Vlasy se nasledné dokonale vysusi pfi
teploté¢ mezi 20 °C a 50 °C. VysuSené vlasy se poté drti na jemny prasek, ktery je
suspendovan v thioglykolatu amonném. Suspenze se zahtiva az do UpIného rozpusténi
rozpustnych frakci vlasu (naptiklad pfi teploté 60 °C po dobu 4 hodin), po ¢emz nésleduje
ochlazeni na pokojovou teplotu. Frakce, nerozpustné v suspenzi, se odstrani odstfedénim.
Husty, rosolovity supernatant, ktery obsahuje rozpustné keratinove frakce je oddélen a
Cistén, k cemuz se pouziva dialyza. Takto vznikly a procistény keratin je pfipraven pro
zesiténi a vznik hydrogelu. Oxida¢ni prostfedky, které zajisti sitovani, jsou napiiklad
peroxykyseliny, uhli¢itany a jiné. Zvolené oxida¢ni ¢inidlo se smicha s keratinem, dobfe se
promicha a necha se stat ne¢kolik dni. Tekuty roztok zhoustne a pievede se na zesitény
hydrogel. [18]
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Obrazek 8. Mozny vzhled hydrogelu[23]

Vlastnosti hydrogelu

Keratinovy hydrogel obsahuje zbytky kyseliny sulfonové. Ty jsou hydrofilni a zajistuji
vazani vody v hydrogelu. Ten je vhodny k hojeni ran, pro pouziti jako konstrukce k rastu
bun€k v oboru tkanového inZzenyrstvi a mize byt pouzit i jako Zivny material pro lepsi
proliferaci bunék. Dal$im vyuzitim mize byt péée o plet. Anti-bakterialni piisady, rustové
faktory, kolageny, a mnoho dal$ich, mohou byt pfidany do keratinového hydrogelu a

zlepSovat tak jeho vlastnosti nebo rozsifovat moznou aplikaci. [18]

4.2 Kolagenni hydrolyzaty

4.2.1 Zelatinovy nosi¢ kostnich fragmenti

Kostni roubovani je postup provadény k regeneraci tkdn€ v misté postizeném traumatem,
nemoci ¢i deformaci. Roubované materidly mohou byt vyrobeny z kostniho §tépu pacienta,
z transplantatu kosti darct tkani, nebo ze syntetickych materiald (porézni keramika a
polymery). Nosi¢ by mél byt dobie vstiebatelny v misté urceni béhem nekolika tydnd a
nemél by zadnym zplsobem ovliviiovat ¢i ménit biologickou aktivitu U¢inné latky.

Vyhodou je obsah latek napomahajicich regeneraci. [10]

Ptfedchudce zelatiny-DBM

Demineralizovana kostni matrice (DBM) je zvlastnim typem kostniho $tépu, ktery aktivné
stimuluje tvorbu kosti diky pfitomnosti ristovych faktori ve své struktuie. Jeji ¢asticovy
charakter struktury znemoziuje snadné doruceni a spravné uvolnéni v misté potieby. Pro
zlepSeni manipulace byly vyvinuty produkty kombinujici DBM s gelovitou strukturou.
Prikladem je DBM s glycerolem (tvoti plasticky tmel, ale glycerol je velmi dobfie
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rozpustny ve vodé a dochazi ke snadnému smyti z mista $té€pu), kombinace DBM a tepeln¢
reverzibilniho kopolymeru (lepsi rozpustnost nosice, ale ma proménlivou biologickou
aktivitu) a kombinace DBM se siranem vapenatym, karboxymethylcelul6zou a vodou
(dlouhé resorpce materidlu, ktera mtize zhorSovat hojeni). Témto gelim chybi pfirozené
mineralni slozky nachazejici se v kostech. Buriky, které vytvareji novou tkan, musi tvofit

zralou kost, coz zahrnuje i jeji remineralizaci. [10]

Mineralizovand zelatina a jeji vvhody:

Pouzitim mineralizované kosti ziskame Zelatinu (Zelatinovy nosi¢) obsahujici ionty
vapniku a fosfatd, které jsou dulezité pro remineralizaci Kosti. Proces ziskavani
mineralizovaného Zelatinového nosice je provadén sérii extrakénich kroka (kombinace
kyselin, tepla a ultrazvukového michani). Tyto procesy nejen chemicky a tepelné degraduji
kolagen na Zzelatinové fragmenty, ale také rozpusti vapenaté kostni mineraly. Ochlazenim
roztoku zelatiny dojde k pfechodu v mineralizovany gel, ktery umoziuje efektivni pouziti
jako nosi¢ pro castice DBM (udrzeni $té€pu v misté chirurgického zakroku a podstatna
mineraliza¢ni schopnost). Vyhodné je forma tzv. DBM houby, kde je DBM tmel nebo gel
formovan do pozadovaného tvaru a pak je lyofilizovan. Vysledkem je material schopny
absorbovat dalsi kapalinu (rehydratovat sterilni fyziologicky roztok, krev, plazmu, bunééné

suspenze). [10]

Priprava zelatinového nosice:

Kortikalni kost je smichana s kyselinou chlorovodikou a zahiivana v susarné 1 hodinu pfi
teploté asi 85 °C a poté na ni pusobi ultrazvuk pfi teploté asi 60 °C po dobu 1 hodiny.
To se opakuje dvakrat (celkova doba extrakce je asi 4 hodiny). Extrakéni roztok je oddélen
od zbytkového mnozstvi kosti (dekantace, filtrace), pro ziskani prvniho extraktu. Ten mize
byt zmrazen (zabranéni dalSimu rozdéleni Zelatinovych fragmentl), nebo muze byt
okamzité¢ neutralizovan. Zbytkové mnozstvi kosti je smichano s roztokem Kkyseliny
chlorovodikové a stejné jako prvni roztok je i tento vloZzen do su$arny na 1 hodinu, po
¢emz nasleduje sonikace pii 60 °C rovnéz po dobu 1 hodiny. Takto ziskany druhy extrakt
mize byt zmrazen, kombinovan s prvnim extraktem (pied jeho neutralizaci), nebo mize
byt neutralizovan. Zpisoby provedeni extrakce mohou byt pozménény, a to podle potieby
a pozadovanych vlastnosti (slozeni) nosice. Zménéna mize byt teplota, mnoZzstvi a typ
kyseliny, pouziti soli, doba a intenzita sonikace, pocet extrakénich opakovani. Produkt

muze byt ve formé kapalné, praskové lyofilizované, nebo ve formé chlazeného gelu. [10]
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Obrazek 9. Zelatinovy roztok [10]
Zelatina miize byt pouZita jako nosi¢ pro kostni §tépy kortikalni i spongidzni asti kosti,
syntetické¢ kostni §té€py, rustové faktory (napt. BMP, TGF-B, VEGF, FGF), ¢i bunky
(bunky kostni dien¢, kmenové bunky, bunky chrupavky), a to i v jejich kombinaci.
Tyto latky mohou napomahat k opravé kosti, chrupavek, vazi a Slach, menisku a jiné.
Navic Ize ovliviiovat pouzitd mnozstvi latek a tim vytvofit unikatni $t€p presné¢ podle

potieby pacienta. [10]

4.2.2 Rekombinantni Zelatina ve vakcinach

Pojem vakcina:

Vakciny jsou pouzivany za uéelem zabranit infekci ¢i snizit jeji zavaznost. Jsou to roztoky
mikroorganismu, které jsou modifikovany tak, aby nezpusobili infekci ve svém plném
rozsahu, ale pouze umoznili stimulaci imunitni odpovédi a vytvoreni protilatek. Obsahuji
Casto proteiny, peptidy a nukleové kyseliny. Aktivni vakciny obsahuji mikroorganismy
zbaveny schopnosti vyvolat onemocnéni, ale zustava jim schopnost vyvolat reakci
imunitniho systému. V inaktivovanych vakcinadch jsou mikroorganismy zbaveny své
nukleové kyseliny, aniz by doslo kovlivnéni imunogenecity (vyvolani odpovédi
imunitniho systému) nebo antigenicity (schopnost specificky kombinovat produkty
imunitniho systému). Vakciny obsahuji dalsi latky, které mohou napomahat jejich stabilité,
zachovavat integritu a mohou i podporovat jejich schopnost vyvolat odpovéd” imunitniho

systému. [11]
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V soucasné dobé jsou diky ockovani téméf vymyceny nékteré nemoci, které diive mély
na svédomi velkou uUmrtnost. Je to napiiklad zaskrt, Cerny kaSel, spalnicky, plané
nestovice, zardénky, détska obrna, hepatitida B. Vakciny mohou byt podavany rtiznymi

formami (injekce, oralni podani). [11]

Zelatina je ve vakcinach pouzivana prvotné jako stabilizator v mnozstvi okolo 0,03-
15,5 mg/davka. Stabilizator slouzi k uchovani biologické aktivity uc¢innych latek v takové
podobé, aby dokazaly vyvolat imunitni odpovéd’. Pouzivaji se sacharidy (laktdza, dextrdza,
sachar6za), nebo pravé zelatina. Tyto latky maji schopnost krystalizovat a vytvaii tak

nosnou strukturu pro aktivni slozky. [12]

Vyroba Zelatiny:

v

Zelatina je derivat ziskavany denaturaci kolagenu z ryb, koni, kufat, ale nejéast&jsi je
zpracovani kuzi a kosti skotu a prasat. Déli se na typ A a B. Ty se od sebe 1isi zakladnou a
typem extrakce. Typ A zahrnuje kyselé zpracovani vepiové kuze a typ B alkalické ¢i

vapencové zpracovani hovézi kosti a kiize.

Na zelatinu, kterd je dale pouzivana ve farmacii, jsou kladeny vysoké naroky na jeji Cistotu
a absolutni nezavadnost. Ve vyrobcich ze zvifecich zdroji jsou obsazeny i tzv. Zelatinové
necistoty, jako jsou lipidy, nezadouci proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny a
podobné. Extrahovana zelatina podstupuje chemické zpracovani zahrnujici vystaveni
vysoce kyselym nebo alkalickym roztokam. Cisténi mize také zahrnovat prani a filtraci,
tepelné Upravy a sterilizaci. Nejzavazngjsi je vsak riziko patogent a toxind, které se mohou
vyskytovat v produktu i po vSech extrakénich a Cisticich krocich. Vakciny obsahujici
hovézi zelatinu vyvolavali ¢etné anafylaktické reakce z diivodu alergie subjektd pravé na

hovézi zelatinu, a proto bylo pouzivani hovézi zelatiny zakazano. [11]

Rekombinantni zelatina:

Resenim nedostatkii a rizik spojenych s pouzivanim zvifeci Zelatiny je pouziti
rekombinantni zelatiny. Jedna se totiz o homogenni smés slozenou z polypeptidi jedné
molekulové hmotnosti a neobsahuje zadné patogeny. Vyhodu ptedstavuje také moznost
upravit podminky vyroby a ziskat Zelatiny sruznymi teplotami tani, molekulovou

hmotnosti, pevnosti gelu, nebo slozenim AMK.

Rekombinantni Zelatina se ziskava fizenou expresi polynukleotidovych sekvenci

Vv hostitelské buice, pficemz je exprimovan kolagen jednoho typu. Tato zelatina je tedy
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vyrobena pitimo =z pozménéné kolagenové matrice, ktera muze byt zivocisného,
ale i lidského ptavodu. Pouziti nativni sekvence lidského Kkolagenu snizuje riziko
imunogenicity a antigenicity a fizena vyroba snizuje riziko infekce (bakteriemi i viry),

véetné expozice endotoxind a patogent. [11]

Hostitelskou bunkou muize byt naptiklad termofilni organismus neumoziujici tvorbu
trojitych spiralovych struktur, ale propagujici aktivitu prolylhydroxyldzy (enzym
zodpovidajici za hydroxylaci prolinu na hydroxyprolin). Kolagenovy konstrukt muze

obsahovat mutace, delece nebo inhibitory, které zabranuji vytvofeni trojité Sroubovice.

Jako hostitelskou buniku lze vyuZit i prokaryota, a to diky vysoce vyvinutému expresnimu
systému. Vyhodnéjsi je vSak produkce pfimo z pozménénych kolagennich konstruktd
za pouziti kvasinkového systému. Kvasinky Pichiapastoris maji vyhodu vysoké vytéznosti
kvalitniho rekombinantniho proteinu. Pichia systémy zahrnuji vyhody prokaryotickych
soustav (vysoka Uroven exprese, rychly a levny rust) a eukaryotickych soustav (zpracovani

vysledného proteinu a post-translaéni tpravy). [11]

Rekombinantni Zelatina mlze byt pro zlepSeni svych vlastnosti zesitovéna, a to jak
chemickou (za pouziti sitovadel), tak biologickou cestou. Stupeii zesiténi je libovolny
a ovliviiuje vlastnosti vysledného produktu (bod tani, viskozita nebo pevnost gelu). Lze ji
pouzit ve vSech typech vakcin a navic je Zelatina vyrobena z jiného nez hovéziho a
vepfového materialu, tudiz mize byt podana i lidem, kterym nabozenstvi zakazuje pouziti
téchto Zivocisnych zdroju.

Dalsi vyuziti mize byt u anastomozy (vkladani umélé spojky mezi duté organy, napf. cévy
¢i organy zazivaciho Ustroji), vaskularnich transplantaci, nebo jako material pro obalovani
stenti a $té€pu (rekombinantni Zelatina mize podporovat uchyceni bungk, ale neobsahuje
aktivni latky, které by zapfticinily shlukovani krevnich desticek, a tim vyvolaly nepfiznivou

reakci organismu). [11]
4.2.3 Rychle se rozkladajici 1éky

Zelatiny ziskané ze savéich matric jako je kiZe, lachy, vazy a kosti ma (kromé& jinych
vlastnosti zminénych vyse) nepiijemnou chut’, a proto je nutné pouzit sladidla, aby byla
tato nezddouci pachut’ potlacena. Kromée toho je pii pouziti savci zelatiny nutno ohtat ji na
60 °C, aby vznikl Zelatinovy roztok, do kterého muize byt piimichana aktivni slozka a jiné

sekundarni latky. To zvySuje dobu piipravy a naklady. [13]
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Pti pouziti negelujici rybi Zelatiny, kterd se ziskava ze studenovodnich ryb, tento krok
odpada, protoze je mozné ji uchovavat pti koncentraci do 40 % 1 pfi teplotach okolo 20 °C,
aniz by tvofila gel. Negelujici schopnost méa diky niz§imu procentu prolinu a
hydroxyprolinu, které zpusobuji zesitovani a vytvafeni gelu. Srovnani hovézi a rybi

zelatiny, z hlediska obsahu aminokyselin, je uvedeno v tabulce. [13]

Tabulka 1: Aminokyselinové sloZeni riznych druhi Zelatiny

(v g AMK /kg zelatiny) [13]

AMK Rybi Zelatina Hovézi
Gelujici | Negelujici Zelatina
Asparagovakys. 46,0 52,0 46,0
Threonin 26,0 25,0 16,9
Serin 37,0 69,0 36,5
Glutamovakys. 66,0 75,0 70,7
Prolin 119,0 102,0 129,0
Glycin 343,0 345,0 333,0
Alanin 1210 107,0 112,0
Valin 17,0 19,0 20,1
Methionin 9,5 13,0 5,5
Isoleucin 8,0 11,0 12,0
Leucin 23,0 23,0 23,1
Tyrosin 3,0 3,5 1,5
Phenylalanin 12,0 13,0 12,3
Histidin 9,5 7,5 4,5
Lysin 25,0 25,0 17,8
Arginin 54,0 51,0 46,2
Hydroxyprolin 76,0 53,0 97,6
Hydroxylysin 7,5 6,0 7,5

Vznikl& negelujici rybi Zelatina ma tedy lep$i chut’ (a¢ se tato vlastnost zda nedulezita, je
velkou vyhodou zejména s vyuzitim pro léky podavané détskym pacientim) a rychlejsi
dobu rozpadu. Odpadé zde nutnost ptidavani ndhradnich sladidel a ochucovadel, které byly
nezbytnou soucdasti piipravkli ze savci Zelatiny, coz vede k dalSimu sniZeni celkovych

nakladii na vyrobu Iéku. [13]

Vyroba zelatiny

Prvnim krokem pii vyrobé Zelatiny je ociSténi ryb, separace masa, vnitfnosti a jinych

materidlu, ze kterych se zelatina ned4 ziskat. Smés kize a kosti se podchladi na nizké
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teploty a vystavi se G¢inkim enzymu protedza, ktera zlepSuje fyzikalni vlastnosti a

napomahd k dosazeni ¢istsiho produktu. [14]

Po procis$téni enzymem se roztok promyje vodou a reaguje se zifedénych roztokem zasady
(NaOH, KOH, nebo Ca(OH), o koncentraci 2-5 %) nejmén¢ 2 hodiny. Nasledné se roztok
opétovné promyva vodou. Dalsim krokem je reakce se slabou kyselinou (HCI, H,SO,,
kyselina octova, nebo kyselina citrénova o koncentraci 2-5 %), a to také po dobu 2 hodin a
nasleduje opétovné promyvani. VSechny tyto operace se provadéji za teplot v rozmezi
0d4°Cdo15°C. Poslednim krokem je extrakce zelatiny ze smési pii teploté
od 40 °C do 70 °C a neutrdlnim pH. Tento zpusob vyroby Zelatiny je mozny, ne vsak
jediny. Ostatni extrakce jsou zalozeny na podobnych principech. U této extrakce je stézejni

pusobeni enzymu. [14]

Vlastnosti produktu:

Vznikly farmaceuticky prostiedek obsahuje inertni nosi¢ a u¢innou latku. Ta se velmi
rychle uvoliiuje (do 60 sekund, idedlné do 10 sekund) pti kontaktu s kapalinou (sliny,
télni tekutiny). Vyhodna je tedy aplikace jak oralni, tak aplikace na navlhéenou kizi.
Presné mnozstvi ucinné latky se 1iSi podle zvoleného 1é¢iva. Jeji mnozstvi se muze
pohybovat od 0,2 % do 95 %, typicky od 1 % do asi 20 % (vztazeno na hmotnost susené
I¢koveé formy). Aktivni latky, kterym negelujici rybi Zelatina mize slouzit jako nosi¢, jsou
napt. analgetika, antitusika, antiarytmika, antihypertenziva, antikoagulancia, antidiabetika,
antiepileptika, protinddorové latky, antivirotika, antidepresiva, sedativa, hypnotika, uméle
podavané pohlavni hormony antikoncepce a mnoho dalsich. Do vysledného produktu
mohou byt ptidany také sekundarni slozky — antioxidanty, zivo¢i$né a rostlinné proteiny,
sacharidy, barviva, ochucovadla, konzervaé¢ni latky, povrchové aktivni latky zvysujici
viskozitu, modifikatory pH. Rybi zelatina mtize byt samoziejmé pouzita i ve vakcinach.
[13]
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ZAVER

Cilem této prace bylo vypracovat reSersi o proteinovych hydrolyzatech a jejich vyuziti jako
nosi¢u aktivnich latek. Prace se zabyva shrnutim obecnych vlastnosti proteint, jako je
jejich slozeni a déleni do skupin, a to podle specifické funkce, chemického slozeni,
tvaru a rozpustnosti a lokalizaci v organismu. Popsana je zde i hydrolyza proteind, pti které
dochazi ke Stépeni peptidovych vazeb mezi jednotlivymi aminokyselinami, coz vede
k rozpadu struktury. Stépeni proteinti miiZe byt provadéno nékolika zplisoby, nejéastéjii je

vsak zpusob kysely, alkalicky a enzymaticky.

Dalsi ¢ast prace se vénuje aktivnim latkam a jejich nosi¢im. Mezi aktivni latky fadime
tenzidy, které vykazuji povrchovou aktivitu, mohou se shromazd’ovat na rozhrani dvou fazi
a tim ovliviluji napfiklad prichodnost molekul membranami. Aktivni slozky 1é¢iv jsou
takové latky, které vyvolavaji imunitni odpovéd’, piisobi v organismu na uréeném misté a
Vv urcitém case. Ve hnojivech jsou aktivnimi slozkami prvky, které jsou nezbytné potiebné
pro zdravy riist a vyvoj rostlin. Jejich lepsi uvoliiovani je podpoteno ptidavkem proteini a
jejich hydrolyzati, které mohou mit i biostabiliza¢ni funkci. Nosiéi vSech téchto aktivnich
slozek mohou byt rizné latky, od sacharidt ptes lipidy aZz po proteiny. V této praci jsou

popsany hlavné¢ kolagenni a keratinové nosice v podob¢ nanocastic a hydrogeli.

Posledni ¢ast je vénovana piikladim uplatnéni proteinovych hydrolyzata. U keratinovych
hydrolyzatl je zminéno vyuziti hydrogelti pro biomedicinské aplikace, shrnuta vyroba a
pouziti keratinovych filmu, vlaken, pén a lepidel, pfi¢emz filmy lze pouzit jako materiél
pro podporu ristu epitelialnich bunék o¢ni rohovky, nebo je mozné vytvaiet kombinované
filmy z keratinu a Zelatiny pro ziskani lepSich vlastnosti. Zelatina je hydrolyzatem
kolagenu, ktery se hojné¢ vyuziva ve farmacii. Pfikladem je nosi¢ pro kostni bunky a
minerdly, které jsou nezbytné k regeneraci, nebo jako stabilizator a nosna struktura
aktivnich slozek vakcin. S vyhodou se pouziva do lékovych forem s rychlym nastupem

ucinku, kde nese aktivni slozku a napomahd K jejimu rychlému vstiebavani v organismu.
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