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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva piipravou kompozitnich filmi na bazi chitosan/Zelatina a naslednou
modifikaci jejich vlastnosti sitovanim pomoci glutaraldehydu a UV zéfeni. V prvni sérii
bylo zjisténo, ze dodatecny ohtev filma pii 60 °C ma velky vliv na jejich vlastnosti. Ve
druhé sérii byly poté vzorky ozafovany UV, ¢imz také doslo k zesitovani filmi a snizeni
jejich botnani. NejnizSich hodnot botnani (248 %) bylo dosazeno u filmu s5 wt%

glutaraldehydu a ozafovanych 6 hodin.

Kli¢ova slova: chitosan, zelatina, kompozitni filmy, sitovani, biopolymer

ABSTRACT

This thesis deals with the preparation of composite films based on chitosan/gelatin and
subsequent modification of their properties by cross-linking using glutaraldehyde and UV
radiation. In the first series, it was found that additional heating of the films at 60 °C has a
great effect on their properties. In the second series, the samples were then irradiated with
UV, which also led to cross-linking of the films and reduction of their swelling. The lowest
swelling values (248 %) were achieved for the film with 5 wt% glutaraldehyde and

irradiated for 6 hours.

Keywords: chitosan, gelatine, composite films, cross-linking, biopolymer
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UvVOD

Hledani udrzitelnych a ekologickych materialti vedlo v poslednich letech k nartstu
zajmu a vyzkumu zamétené¢ho na biopolymery. Tyto biologicky odbouratelné polymery
odvozené z prirodnich zdrojii nabizeji slibnou alternativu ke konvencnim plastim na bazi
ropy. Cimz fesi kritické problémy znedisténi Zivotniho prostiedi a vy&erpavani zdroji.
Jejich jedinecné vlastnosti, rozmanité aplikace a Setrnost k zivotnimu prostifedi vyvolaly
znacnou pozornost napii¢ riznymi prumyslovymi odvétvimi, véetné obalti, biomediciny,

zemeédélstvi a dalSich.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MATERIALY

Hydrogely jsou polymery se schopnosti vazat na sebe obrovské mnozstvi vody — jsou
velmi hydrofilni. Patfi mezi n¢ jak syntetické polymery, tak piirodni proteiny a

polysacharidy zivo¢isného i rostlinného piivodu. Mezi n¢€ patii i chitosan a zelatina. [1]

1.1 Chitosan

Chitosan je piirodni linedrni polymer ziskavany deacetylaci chitinu (kopolymer
slozeny z D-glukosaminu a N-acetyl D-glukosaminu spojeny B-1,4 glykosidickou vazbou),

coz je stavebni jednotka vné&j$i kostry hmyzu, koryst a bunéénych stén hub [2]

Pti deacetylaci chitinu se acetylové skupiny (-CO-CH3) méni na hydroxylové (-OH)
a amino (-NHz) skupiny. Ta se provadi bud’ chemicky nebo enzymaticky. Vlastnosti
vysledného chitosanu se 1i8i podle stupné deacetylace, coz znaci molarni zlomek
deacetylovanych jednotek chitinu — dale DD, kde nad 50 % DD je rozpustny v roztocich
kyselin. Vétsina komeréné dostupnych chitosanti se pohybuje od 60 do 90 % DD [3]

Chitosan je oproti ostatnim polysacharidim unikétni svou kationtovou povahou.
Diky tomu je mozné z néj vyrabét kompozity s ostatnimi negativné nabitymi polysacharidy
¢1 proteiny, jako jsou tkané&, pokozka, vlasy a kosti. Tato vlastnost je velmi cenéna
v biomedicinskych aplikacich. Stejné tak jsou diilezité biodegradabilita, biokompatibilita a
zdravotni nezdvadnost. Diky moZnosti upravovani hydrofobnich skupin lze vytvaret rizné
derivaty. Napt. N-alkylovany chitosan (NACS) dokdze ucinné zastavovat krvaceni diky
rychlému gelovaténi krve. Naopak sulfatovy chitosan ma vlastnosti podobné heparinu.
Chitosan a jeho derivaty se tak rozsifil do farmaceutického primyslu, biomediciny, Gpravy

vod apod. [4]

OH OH OH OH
Ho- g Ho DG 0 HO \zr:”
HO O ()\% /\()
: NH, IIO HO NH, HO NH, \"

OH ()H

Obrazek 1 — strukturni vzorec chitosanu [5]
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1.2 Zelatina

Zelatina je jednim znejvice vSestrannych biopolymert. Roéné je celosvétové
vyprodukovano vice nez 300 000 metrickych tun zelatiny. Pouziti nachdzi od kuchyni
v doméacnostech pres kosmetiku po farmacii a medicinu. Zelatina se ziskava destrukci
sekundarnich a vyssich struktur kolagenu, ktery se nachazi jako hlavni slozka v pojivovych
tkdnich, jako jsou svaly, chrupavky, S$lachy apod. Zatimco proporéni rozdé€leni
aminokyselin zistava u Zelatiny stejné jako u kolagenu, vlastnosti se diametralné lisi.
Ptikladem je rozpustnost ve vod¢, kdy kolagen je nerozpustny, zatimco zelatina se
jednoduse rozpousti pfi teplotach nad denaturaci kolagenu. Vlastnosti Zelatiny se 1i$i podle
zdroje kolagenu, ze kterého je vyrobena. To je ddno rozdilnym sloZenim aminokyselin.

Slozeni Zelatiny podle jednotlivych aminokyselin je popsano na obrazku 2. [1]

Amino acid Type | Type A Type B Cold water Warm water
collagen gelatin® gelatin®  fish gelatin®  fish gelatin®
{bovine)"

Alanine 114 112 117 112 123
Arginine 51 49 48 49 47
Aspargine 16 16

Aspartic acid 29 29 46 18 48
Glutamine 48 48

Glutamic acid 25 25 i i 62
Glycine 332 330 335 347 347
Histidine 4 4 4 11 6
4-Hydroxyproline 104 91 93 60 79
Hydroxylysine 5 6 4 5 8
Isoleucine 11 10 11 11 8
Leucine 24 24 24 21 23
Lysing 28 27 28 28 25
Methionine 6 4 e 3 9
Phenylalanine 13 14 14 13 13
Proline 115 132 124 96 119
Serine 35 35 33 63 35
Threonine 17 I8 18 24 24
Tyrosine 4 3 1 9 2
Valine 22 26 22 18 15

* Babel (1996).
® Product information from Norland Products Inc. — cod, pollack and haddock.
© Sarabia et al. (2000),

Obrazek 2 — obsah aminokyselin v kolagenu a ¢tyfech typech Zelatiny [1]
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2 HYDROGELY

Termin hydrogel byl poprvé pouzit v roce 1894 pro vysvétleni koloidnich gela. Poprvé
pak byly pouzity Wichterlem v oblasti biomediciny v 60. letech minulého stoleti. Tyto gely
obsahuji jak pevnou, tak kapalnou fazi a zaroven si udrzuji vlastnosti obou fazi. Obsahuji
hydrofilni funkéni skupiny jako je hydroxylova (-OH), karboxylova (-COOH), amidova (-
CONH-) nebo sulfonicka (-SOsH). Tyto skupiny maji moznost sitovani, ¢imz vznikne 3D
struktura, ktera ma pozitivni vliv na elasti¢nost téchto material. Schopnost vazat vodu
také zavisi na stupni sesitovani. Hydrogely lze délit podle riznych kategorii, napt. zdroje
(ptirodni, syntetické a hybridni), kompozice (homopolymery, kopolymery) apod. Vyrabi se
zriznych ptirodnich ¢i syntetickych polymert pouzitim riznych technik polymerace
(blokové, v roztoku, suspenzi) a sitovani probiha fyzikalné (vodikové mustky) nebo

chemicky (sitovaci ¢inidla). [6]

Idedlni hydrogel by mél mit vysokou moznost absorpce vody, dobrou poréznost,
fotostabilitu, neutralni pH a nesmi byt toxicky. Existuji rtizné hydrogely reagujici na vnéjsi

podnéty, jako je teplota (termogely), pH, elektrické pole, koncentrace soli apod. [7]

2.1 Pouziti hydrogelu

Jak bylo zminéno, hydrogely se pouZzivaji od 60. let minulého stoleti, kdy je poprvé
pouzil Otto Wichterle v oblasti biomediciny pro vyrobu gelovych mékkych kontaktnich
cocek. Jednalo se o poly-hydroxyethyl-methakrylatovy gel (HEMA gel). Od t¢ doby
hydrogely zacaly pronikat do dalSich primyslovych odvétvi a v dnesni dobé se trh
s hydrogely pohybuje v miliardach americkych dolart (4,4 miliardy v roce 2009), s 2-3%
ro¢nim ristem. Diky jejich unikatnim vlastnostem se zacaly pouZzivat v separacnich
metodach pro oddélovani barviv, sloucenin kovii a biomolekul rozpustnych ve vodé. V 90.
letech minulého stoleti se provadély vyzkumy pro vznik komplext hydrogeli s tézkymi
kovy, kdy vznikl akrylamidovy gel pro absorpci uranu, Zeleza a médi. Proto se zacaly
hydrogely vyuZivat v oblasti ¢isténi odpadnich vod pfedevsim u textilniho primyslu, kde
vznikd enormni mnozstvi znecisténé vody barvivy, ktera jsou nebezpecnd pro Cloveéka a
zivotni prostiedi. Hydrogely reagujici na wvnéj$i podnéty zaCaly byt popularni
v biomedicing, protoze diky této vlastnosti dokdZou napodobovat funkce organil a tkéni,
které taktéz reaguji na zmény pH, teploty, elektrického pole apod. Takto zacaly vznikat

umélé ledviny, svalové formace, biosenzory, bioadheziva, materidl pro umélou kuzi,
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hlasivky ¢i jako obvazovy material pro kryti zranéni. V letech 2014 a 2015 byl proveden

vyzkum hybridnich hydrogelt vyuzivanych pfi léceni rakoviny prsu. [6]

Ve farmacii jsou hydrogely vyuzivany jiz delsi dobu pro udrzeni tabletek
v konstantnim tvaru. Zaroven snizuji rychlost degradace u¢innych latek a maji dilezitou

ulohu pfi rychlosti uvoliiovani obsahu xenobiotik do organismu. [8]

Supersavé hydrogely nachazi pouziti v zeméd€lstvi a zahradnictvi. Ovliviuji
propustnost pudy, piedchéazi erozi, zlepSuji odvzdusnéni, mikrobidlni chovani a zvySuji
drzeni vody. Spousta takovych polysacharidl, jako je pektin nebo chitosan se pouzivaji
jako soucast hnojiv. Pouzitim nékterych hydrogelt jako téchto hnojiv Ize snizit spotiebu

vody v zemédélstvi na pétinu [9]

2.2 Hydrogely z chitosanu

Chitosan ma jedinecnou konstituci mezi piirodnimi polymery. Jednad se o jediny
polysacharid kationtové povahy, kterda vznikd diky reakci vodikovych atomi s amino
skupinou (-NHz), ¢imz vznikaji ionty (-NH3") pfimo na makromolekule. Tato
elektrostaticka schopnost podnécuje 1 antibakteridlni vlastnosti hydrogelu, kdy kladné
nabité ionty UspeéSné narusuji bakteridlni buiiky a jejich membrany. Tyto iZasné vlastnosti
jsou ovSem limitovany Spatnou rozpustnosti. Pro vyfeseni tohoto problému zacaly vznikat
chemicky upravované hydrogely, které tento problém castecné fesi. U nékterych vSak
vyvstava problém cytotoxicity, kterda muize byt zptisobena polykationtovym plisobenim

chitosanu na lipidové membrany). [10]

Hydrogely na bazi chitosanu mohou vznikat nckolika druhy sitovani, jako je
fyzikalni ptes vodikové mustky, nebo jako reakce Schiffovych bazi s jinym polymerem.
Tyto hydrogely lze klasifikovat na reverzibilni (sitovany fyzikdln€) nebo permanentni

(sitovany chemicky). [11]

Fyzikaln¢ sitované hydrogely jsou reverzibilni. Maji vyborné mechanické vlastnosti,
sniZenou toxicitu a maji schopnost obratit proces gelovaténi. Oproti chemicky sitovanym
hydrogelim maji mnohem lepsi biokompatibilitu a mensi zatéZ na zivotni prostfedi. Ve
vodé mohou byt jak ve fazi roztoku, tak gelu diky nekovalentnim interakcim jako jsou van

der Waalsovy sily nebo vodikové mustky. [12]
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Vysoce stabilni struktury mohou vznikat pomoci iontovych intermolekuldrnich
interakci. Touto metodou je mozné regulovat porézni morfologii a vlastnosti povrchu
téchto hydrogeli. Mitsuhashi v roce 2019 dokazal syntetizovat hydrogel se schopnosti

interagovat sionty kovi (Fe’*, A"

), kdy tyto ionty reagovaly s hydroxy a amino
skupinami a vytvotily 3D strukturu. Tyto hydrogely maji nizkou cytotoxicitu, dobrou

strukturni stabilitu, mechanické vlastnosti a vhodnou rychlost degradace. [13]

Diky vodikovym mustktim, které vznikaji mezi pozitivné nabitym atomem vodiku a
negativné nabitymi atomy, jako je dusik, kyslik nebo fluor, vznikaji sitované struktury
schopné reagovat na vné¢jsi podnéty, mezi kterymi je zména pH nebo zména teploty. Diky
moznosti takto reagovat mizou fyzikdln¢ sitované hydrogely fungovat jako biosenzory
v potravinaiském primyslu ¢i biomedicing. Diky své hydrofilni povaze muze samotny
chitosan fungovat jako senzor v kyselém prostfedi do pH 6,2, pomahd ptenaset kladné
nabity vodik H, stejn& tak zaporn& nabitou hydroxidovou skupinu -OH", & protonovat
aminovou skupinu -NH,. Navic tyto hydrogely mohou pii urcitych hodnotach pH
vypoustét aktivni slouCeniny. Zaroveii miiZze fungovat jako efektivni nastroj pro
kontrolovani teploty béhem chemickych reakci. Tato schopnost je idedlni v pfipadé

opravovani tkani a pfi dopravé a efektivnim vypousténi 1é¢iv do organizmu. [14]

Chemickou metodou vznikaji ireverzibilni ¢i permanentni hydrogely. Nukleofilni
adicni kondenzacni reakci mezi aminoskupinou chitosanu a aldehydovou skupinou
sitovaciho €inidla vznika Schiffovou bazi sitovany hydrogel. Vysledkem jsou hydrogely
s vybornymi mechanickymi vlastnostmi a moZnosti pfesné kontroly nad rychlosti a
mechanismem vypousténi 1€¢iv. Tyto hydrogely jsou vybornymi kandidaty pro obalovy
primysl, kde mohou upravovat vlhkost uvnitt vicevrstvych obalti a zaroven fungovat jako
antioxidant a bakteriostatikum. V potravinafském primyslu mize figurovat i jako
adsorbent potravinatskych barviv v odpadnich vodéch. Pro tyto G¢ely byl vyvinut hydrogel
aktivovany oxidem uhli¢itym, ¢imZ vznikly na fetézci tf1 aktivni skupiny — protonovana

amino skupina -NH3", karbamatova a hydrogenuhli¢itanova skupina. [15; 16]
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2.3 Hydrogely z Zelatiny

Hydrogely z zelatiny jsou pouzivany jiz spousty let diky svym specifickym
strukturnim, fyzikalné-chemickym a biochemickym vlastnostem. Ty zlepSuji jak nutri¢ni
hodnoty, tak stabilitu a konzistenci jidel. Kromé& dobrych bariérovych vlastnosti u jidel
dokonce mohou upravovat senzorické vlastnosti. V neddvné dobé se zacaly rozsifovat i do
zeméd€lstvi pro jejich vysokou navlhavost, do biomediciny a farmacie pro jejich

biodegradabilitu, vysokou biokompatibilitu ¢i schopnost sitovani. [17]

Spatna odolnost vii¢i vodé a nizka mechanicka pevnost Zelatiny limituje jeji pouZiti
napft. pii vyrobé obalovych materialti. Proto bylo provedeno nékolik vyzkumi zabyvajicich
se zlepSenim téchto nevyhod. Mezi né patii chemické sitovani, které tyto vlastnosti
vyrazn€ ovliviiuji vytvofenim stabilnich kovalentnich vazeb mezi reaktivnimi skupinami

na zelatinovych fetézcich. [1]

Sitovani glutaraldehydem

Casto uzivanym sitovacim &inidlem je glutaraldehyd, ktery je velmi efektivni a
pomérné levny. Sitovani probihd intra- a intermolekuldrné vznikem kovalentnich vazeb.

Ty mohou vzniknout dvéma zpiisoby:

a) Vznikem Schiffovych bazi. Jde o reakci aldehydové skupiny s aminoskupinou
lysinu ¢i hydroxylysinu, kdy se nejednd o stabilni vazbu. Také miiZze reagovat
kondenzaci dvou aldehydt, kdy produkt aldolové kondenzace je stabilni.
Glutaraldehyd nemusi reagovat pouze s aminoskupinou, ale i1 s karboxylovou a

amidovou skupinou.

b) Stabilnéjsi vazby se vytvaii vice pfi polymerovaném glutaraldehydu, ktery vznika
ve vodném prostiedi pfi pH<S5. V tomto pifipad¢ dochéazi k reakci aldehydovych

skupin s amidovymi za vzniku stabilnich iminovych vazeb. [18]

T‘J CHO CHO th)

| |
H~—C~—{CH,35- CH C—(CHQ#CH%:C—{CHE-)Q—C—H + R— NH,

TI) CH=—NR CH=—NR i)

H—C——(CHyJ5- CH%C%(CHE-)Q—CH%:C—(CH;E-)E—C—-H + H,0

Obrazek 3 - reakce polymerovaného glutaraldehydu s primarnimi aminy [18]
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Jeho nevyhodou je toxicita, proto se dale zkouSely i jiné materidly jako
karbodiimidy, epoxidové slouceniny ¢i genipin. Tyto slouceniny sice maji mensi toxicitu,
ale nejsou zdaleka tak efektivni jako glutaraldehyd. Aby se tedy zabranilo toxicité zelatiny
sitované glutaraldehydem, musi se koncentrace glutaraldehydu snizit z bézné pouzivanych
az 20wt% na maximalné S5wt%. Zaroven ovSem nesmi dojit k razantim zméndm

vlastnosti.[19]

2.4 Hydrogely z chitosan/Zelatiny

Samotné proteinové nebo polysacharidové hydrogely jsou pro specifické pouziti
limitovany svymi vlastnostmi. Upravovani jejich vlastnosti chemicky nebo fyzikalné je
mozné, ale Castokrat vede k razantnimu zhorSeni jinych dilezitych vlastnosti ¢i dokonce
k toxicité. Proto je veden diraz na pfipravu vhodnych smési hydrogelti z riznych zdroju,

které tyto nedostatky dokazou eliminovat. [20]

V piipadé chitosan/Zelatinovych hydrogel vznikaji 1 nové vazby. Tyto kompozitni
filmy maji lepSi mechanické a fyzikdlni vlastnosti nez cCisté¢ Zelatinové. Navic diky
unikatnim vlastnostem chitosanu a silnym interakcim mezi témito biopolymery vznika
hned nékolik komplext. V kyselém prostiedi negativné nabité karboxylové skupiny (COO"
) Zelatiny iontové reaguji s kladné nabitymi aminovymi skupinami (NH*') chitosanu.
Navic obrovské mnozstvi polarnich skupin Zelatiny, jako jsou karboxylové (-COOH),
aminové (-NH2) nebo hydroxidové (-OH), jsou schopny vytvafet vodikové mustky
s hydroxidovymi a aminovymi skupinami chitosanu. Tyto vazby zvySuji viskozitu stejné
tak velikost disperznich ¢astic. Jejich misitelnost ovlivituje vysledné fyzikalni vlastnosti.
Chitosan ma navic vliv na renaturaci Zelatiny (obnoveni tropokolageni struktury molekuly)
— ¢im veétsi koncentrace chitosanu, tim huafe Zelatina renaturuje. To je dano
mezimolekuldrnimi interakcemi, které blokuji vznik nukleanich zarodkli a rlst
tropokolageni struktury Zelatiny, a tim snizuji pevnost gelt. [21]

Oproti tomu Liu et al. v roce 2012 zjistil, Ze pfidavek chitosanu zlepSuje vlastnosti
vysledného hydrogelu vcetné pevnosti gela. [22]

Nejnovéjsi poznatky indikuji, ze se hydrogelim na bazi chitosan/zelatina pfi
nizkych teplotich snizuje modul elasticity, zatimco pii vysokych teplotach se modul

elasticity snizuje pomaleji v disledku vzniku komplexi — prodluZzuje hranici vyssiho
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modulu elasticity pii vysSich teplotach. To tedy znamend, ze na jednu stranu diky vzniku
komplexii a mezimolekularnich interakci jsou hydrogely z chitosanu a Zelatiny velmi dobie

misitelné, na druhou stranu se ale snizuje pevnost gelu a celkove schopnost gelovatét. [23]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE

Snaha o udrzitelny rozvoj v oblasti obalovych materiali ptivedla myslenku vytvaret
obaly z odpadnich materialt a biopolymert jako jsou proteiny a polysacharidy. Tato prace
se zabyva modifikaci kompozitnich filml na béazi chitosan/zelatina a navazuje na praci,
ktera se zabyvala vlivem druhu Zelatiny a koncentraci chitosanu na vysledné mechanické
vlastnosti a botnani. Zde jsme se zabyvali vlivem koncentrace chemického sitovaciho
¢inidla — glutaraldehydu — a sitovani na bazi UV zafeni na vyslednych mechanickych
vlastnostech a botndni kompozitnich filma chitosan/Zelatina/glutaraldehyd. Priméarnim
cilem bylo vyhotovit filmy na bazi chitosan/zelatina, sekunddrnim cilem bylo Gspésné
chemicky a fyzikaln¢ sesitovat vyhotovené filmy. Déle byly porovndny mechanické

vlastnosti a botnani filmu.
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4 MATERIALY A METODY

4.1 MATERIALY

Materialy byly vybrany na zdkladé vysledkl pfedchozi prace, kde bylo dosazeno
nejlepSich vysledkli s pouzitim hovézi Zelatiny D529 a nizkomolekuldrniho chitosanu.
K témto zékladnim materidltim byl pfidan glycerol jako zmékcovadlo a glutaraldehyd jako

chemické sit'ovadlo.

4.1.1 Chitosan

Nizkomolekularni chitosan byl ziskan od filmy Sigma-Aldrich s produkénim ¢islem
448869 (CAS 9012-76-4) ve formé prasku s molarni hmotnosti 50-190 kDa se stupném
deacetylace > 75 %.

Obrazek 4 — chitosan
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4.1.2 Zelatina

Zelatina hovézi typ A D529 spevnosti gelu 260 bloom. Méfenim vlastnosti
v minulém roce byl stanoven obsah bilkovin na 79,75 %, obsah dusiku na 14,37 % a suSina
na 86,25 %. Zelatina slouzi v tomto p¥ipadé jako dobré pojivo vzniklého filmu pro zlepseni

mechanickych vlastnosti.

4.1.3 Glutaraldehyd

Vodny roztok glutaraldehydu (50wt%) byl ziskdn od firmy Sigma-Aldrich
s produkénim c¢islem 340855 (CAS 111-30-8) v kapalné formé s molérni hmotnosti 100,12
g/mol. V tomto kompozitnim filmu funguje jako chemické sitovadlo reagujici s ptedevs§im

s priméarnimi aminoskupinami lysinu a hydroxylysinu v Zelating.

O O

HWH

Obrazek 5 - strukturni vzorec glutaraldehydu

4.2 METODY

4.2.1 Priprava vzorki

Zékladni roztok chitosanu byl pfipraven rozpusténiml1 g chitosanu ve 100 ml 1%
roztoku kyseliny octové za stalého michani a nasledném tfepani pii laboratorni teploté
24 °C po dobu 24 hodin. Soucasné byl pfipraven 1% roztok zelatiny v demineralizované
vode, ktery byl spolecné s glycerolem a glutaraldehydem nasledné ptidavan do roztoku
chitosanu. Ptidavek Zelatiny ¢inil 3,75 % z hmotnosti chitosanu, ptidavek glycerolu Cinil

10 % z hmotnosti chitosanu.

Procentudlni ptidavky glutaraldehydu do prvni série chitosanovych roztoki shrnuje tabulka
1. Roztok se poté nechal dikladné rozmichat pti 1000 — 1500 ot./min po dobu 3 hodin.

Takto smichané roztoky byly uloZeny do exsikatoru, ze kterého byl odsan vzduch, po dobu
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24 hodin, aby doslo k odstranéni bublin vzduchu vzniknutych pti michani na magnetickém
michadle. Nakonec byly roztoky vylity do silikonovych forem 7x12,5 cm a vysuSeny
v susarn¢ po dobu 24 hodin pfi teploté 35 °C.

Vysusené filmy byly popsany lihovym fixem a ulozeny do exsikatoru pii laboratorni

teploté k méfeni mechanickych vlastnosti a botnani.

Tabulka 1 — ptidavky glutaraldehydu v prvni sérii

n GA [%] dodatecné suseni [h]
1 0,5 0
2 0,5 2
3 5 0
4 5 2
5 2,75 1

Nékteré¢ filmy se dodatecné zahtivaly pro lepSi zreagovani glutaraldehydu na 60 °C
2 hodiny a stfedovy vzorek s piidavkem 2,75 % se dodate¢né zahtival 1 hodinu. Tyto doby
zahtivani taktéz popisuje tabulka 1. Na zaklad¢ vysledkd prvni série byl upraven postup
suSeni pro druhou sérii a kazdy jeji vzorek byl podroben dodate¢nému zahtivani 2 hodiny
na 60 °C. Navic byly vzorky druhé série vystavené UV zafenim po dobu 1 az 6 hodin.
Pfistroj byl nastaven na E = 60 W/m?, teplota komory CHT = 25 °C, BST = 50 °C, RH =
50 %, zéteni nastaveno na 300-400 nm. Receptury jednotlivych vzork druhé série
popisuje tabulka 2. Vzorky byly vyhotoveny tak, aby doSlo ke kombinaci v§ech meznich

hodnot obou faktorl a jeden vzorek, aby byl stfedni hodnotou obou faktort.

Tabulka 2 — ptidavek glutaraldehydu a doba UV zateni v druh¢ sérii

n GA[%] UVIh]
0,5
5
0,5
5
2,75

u A W N B
w o O -k -
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Obrazek 6 - vazeni chitosanu

Obrazek 7 — tiepani roztoku chitosanu v kyseliné octové
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Obrazek 8 - ozarovani filmu

4.2.2 Tahova zkouSka

Pro tahovou zkouSku na pfistroji GALDABINI Quasar 25 byly pfipraveny vzorky
7x1 cm ve tvaru pasku s tloustkou okolo 0,10 mm. Tloustka byla zméfena ru¢né na
analogovém mikrometru. Vzdalenost Celisti byla nastavena na 30 mm a rychlost posuvu 10

mm/min. Experiment probihal do pfetrzeni vzorku.
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Obrazek 9 — tahova zkouska

4.2.3 Botnani

Filmy byly nastfihany na 15x15 mm a zvazeny. Vyhotovené vzorky vazily od 0,01
do 0,03 grami. Nasledné byly ponofeny do demineralizované vody na 10 minut, osuseny
papirovym ubrouskem a znovu zvazeny. Poté byly znovu zvazeny a mnozstvi absorbované

vody bylo vypocitano podle vzorce:

W (%) = 100 - (mln:—m") 1)
0

Kde m; je hmotnost vzorku po ponofeni a mo je hmotnost suchého vzorku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

5 VYSLEDKY A DISKUSE

Byly vyhotoveny dvé série glutaraldehydem sitovanych filmG na bazi
chitosan/Zelatina. V prvni sérii byl zjiStovan vliv koncentrace glutaraldehydu na
mechanické vlastnosti a botnani filmt. Zaroven bylo zjistovano, jestli mé vliv na sitovani i
ohtati vyhotoveného filmu na vyssi teplotu. VSechny sitované filmy byly na prvni pohled
pevnéjsi a zabarvené do Zluté, okrové az hnédé, coz je typickym znakem pii vzniku

Schiffovych bazi, viz obrazky 10 a 11 [24]. Navic byly méné zmackané, pouze konce byly

zohnuté dovnitt — to zpiisobil vnitini vétrak v susarné pro cirkulaci vzduchu.

Obrazek 10 - kontrolni vzorek s 0,5wt% GA vzorky

Obrazek 11 - kontrolni vzorek s Swt% GA vzorky
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V druhé sérii byl zjistovan vliv dodate¢ného ozatfovani UV zafenim na mechanické
vlastnosti a botnani. Filmy byly pfipraveny stejnym zplGsobem jako v prvni sérii
s dodate¢nym ohtéatim, navic byly snizeny otacky vétraku v susarné, aby nedoslo k ohybani
rohii filmti. Pfi nasledném ozafovani vSak doslo vlivem podminek ozafovani k pokrouceni

a potrhani vzorki, proto nebylo mozné pfipravit vzorky pro tahovou zkousku.

5.1 Tahova zkouska

Tahova zkouska pro prvni sérii ukézala, ze ptidavek glutaraldehydu ma smysl uz pfi
0,5wt%. Navic dodatecné ohtivani na 60 °C po dobu 2 hodin razantné zlepsSuje mechanické

vlastnosti viz obrazek 12.

40
35
30
25
vzorek 1 - 0,5wt% GA
£ 20 vzorek 2 - 0,5wt% GA + 2h
(N
vzorek 3 - 5wt% GA
15 vzorek 4 - 5wt% GA +2h
vzorek 5 - 2,75wt% GA +1h
10
5 /
0
0 2 4 6 8 10

elongation [%]

Obrazek 12 - graf tahové zkouSky pro prvni sérii

Me¢fteni bylo vzdy provedeno alesponi 5x pro statistické zpracovani. Vysledna
tahova kiivka na obrazku 12 je medianem téchto méfeni. Vysledné hodnoty ziskané pfi

meéfeni byly uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3 - hodnoty Fm, Rm a deformace z tahové zkousky

veli¢ina 0,5wt% GA  0,5Wt%GA +2h 5wt% GA 5wt% GA +2h  2,75wt% GA +1h

Fm (N) 6,3 35,9 9,6 34,9 3,3
Rm (MPa) 63,22 358,61 96,42 348,94 32,60
Def %(Fm) (%) 0,81 7,27 5,30 8,66 0,79

Bigi et al. vroce 2001 testoval vliv koncentrace glutaraldehydu na mechanické
vlastnosti Zelatinovych filmi. Dosel k podobnym vysledkiim a to, Ze zvySovanim
koncentrace se zvySuje tuhost vzorku a zvysuje se pevnost v tahu Rm. S jeho vysledky se
rozchazime v pfipadé¢ prodlouzeni, kdy jeho vzorky s nartstajici koncentraci

glutaraldehydu snizuji prodlouzeni vzorku pfi pietrzeni. [24]

Z tabulky 3 je jasné, Zze dvouhodinové zahtivani vzorkl zvysSuje hodnotu maximalni
sily piisobici pfi tahové zkousSce na vzorek az Sestinasobné v piipadé 0,5wt% ptidavku
glutaraldehydu a témé&f Gtyinasobné v pripadé Swt% ptidavku. Cisté zvyseni koncentrace
z 0,5wt% na 5wt% glutaraldehydu pak zvySuje tuto hodnotu o tfetinu. Zajimavé je, ze
stiedni vzorek, ktery by mél byt vlastnostmi nékde spise ke dvouhodinovému ohievu, ma
vSechny hodnoty z tahové zkousky nejnizsi. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim by bylo,
ze vzorek byl nejtenci. Kontrolni filmy, které neobsahovaly zadny glutaraldehyd
vykazovaly hodnoty Fm = 38,7 N pfi obdobné¢ tloust’ce jako sitované vzorky, deformaci
pii Fm = 18,3 %. To znamend, Ze se vzorky sitované glutaraldehydem ptetrhavaly pii
nizsich silach a mensich deformacich. Sily se zahtatymi vzorky jsou srovnatelné, odchylky

mohou byt zptisobeny kondicionaci vzorkt, byt byly uchovavané stejnym zptisobem.
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Vysledky byly statisticky vyhodnoceny metodou faktorovych pokusti 2% s jednim
sttedovym pokusem (design of experiment — DOE) v programu Minitab verze 18.
Statistické vysledky ndm pak prezentuje Paretiv diagram (obrazek 13) a vrstevnicovy

diagram (obrazek 14).

Paretiv diagram
Maximalni sila; o = 0,05

Term 31,45
: Faktor Nazev
l A GA
: B Ohrev
B 1
I
1
1
I
|
I
AB :
1
1
I
1
i
1
A I
1
1
I
1
1

0 5 10 15 20 25 30 35
Maximalni sila [F]

Lenth’s PSE = 2475

Obrazek 13 - Paretiiv diagram pro data z tahové zkousky

Na obrazku 13 je Paretiiv diagram, ktery indikuje, Ze faktor B — doba ohievu
v hodindch, mad mnohem vétsi vliv na maximdlni silu plsobici pfi tahové zkouSce na
vzorek nez koncentrace glutaraldehydu na hladin€¢ vyznamnosti 0,05. Vysledek ovSem
nedosahuje statisticky vyznamné hodnoty, kterou program vypocital na 31,45 N. Pii

zapocitani kontrolniho vzorku by mohlo dojit k posunuti hranice statistické vyznamnosti.
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Vrstevnicovy diagram Maximalni sila vs GA; Ohrev

- 10
- 15
- 20
25
- 30
- 35
> 35

W NN o o
o uvtioutowv
I

00 05 10 15 20
Ohrev [h]

Obrazek 14 - Vrstevnicovy diagram pro tahovou zkousku

vvvvvv

do tmavé zelené s dobou ohfevu kolem 2 hodin se vyskytuje jak u koncentrace 0,5, tak 5

hmotnostnich procent glutaraldehydu.
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5.2 Botnani

Botnani prvni série potvrdilo vliv dodate¢ného ohfevu filmi na vysledné vlastnosti.

Me¢teni bylo provadéno na Sesti vzorcich z kazdého filmu.

Obrazek 15 - botnani vzorku
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600,00
500,00
400,00 mvzorek 1 - 0,5wt% GA
g W vzorek 2 - 0,5wt% GA +2h
£ 300,00 vzorek 3 - 5wt% GA
C
E vzorek 4 - 5wt% GA +2h
200,00 W vzorek 5 -2,75wt% GA +1h
100,00
0,00

Obrazek 16 - hodnoty botnani prvni série

JiZ na prvni pohled na obrazek 16 jde vidét, Ze vyssi koncentrace glutaraldehydu
maji niz§i hodnotu botndni. Navic kazdy vzorek dodatecné zahiaty na 60 °C po dobu
2 hodin ma niz$i hodnotu botndni nez ten bez zahrati. Hodnoty botnani byly vypocteny

podle vzorce 1.

Hodnoty botndni prvni série na obrazku 16 indikuji, Ze zvySenim koncentrace
glutaraldehydu se razantné snizi schopnost filmu na sebe vazat vodu. Kontrolni vzorek
dosahoval hodnoty botnani az na 7681 %. Pfi malém ptidavku glutaraldehydu (0,5wt%) se
hodnota botnani snizila na necelych 500 %. Pti zvySeni koncentrace z 0,5wt% na Swt% se
snizi botnani o 40 %. Zahiatim filmu se taktéZ snizi botnéni a to o necelych 30 % pro
0,5wt% glutaraldehydu resp. o 20 % pro 5wt%. Z tabulky je jasné, Ze pokud by Slo o
snizeni toxicity filmd, dalo by se sniZzeni koncentrace glutaraldehydu kompenzovat prave
zahtatim. To dokazuje stiedni vzorek s koncentraci 2,75wt% a hodinou zahtati na 60 °C,
ktery ma obdobné hodnoty botnani jako 5wt% vzorek se 2 hodinami zahfati. Navic byly
kontrolni vzorky po 10 minutach ponofeni v demineralizované vod¢ témér nepouzitelné,
jelikoZ nevykazovaly prakticky Zadnou pevnost. Po 15 minutich uz dokonce neSly ani
vytdhnout v celku, ani s jistotou zvazit. Oproti nim vzorky sitované glutaraldehydem jiz
pfi koncentracich 0,5wt% byly po 10 minutdch pouze mirn€ zvétSené ve svém objemu, ale

stale pevné jako pted ponofenim.
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Bigi et al. vroce 2001 taktéz testoval botndni glutaraldehydem sitovanych
zelatinovych filmi. Zde dosel k totoznému zavéru, ze se zvySujici se koncentraci botnani
vyrazn€ klesd do 1wt% glutaraldehydu. Posléze nejsou rozdily pfi vysSich koncentracich

tak vyrazné. [24]

Hodnoty botnani prvni série byly statisticky vyhodnoceny stejné¢ jako data z tahové

zkousky.
Paretv diagram
Botnani; a = 0,05
Term 1944
: Faktor Nazev
I A GA
: B Ohrev
A I
i
I
|
i
|
B i
I
I
|
l
|
AB !
I
I
|
l
0 500 1000 1500 2000

Botnani [%]

Lenth’s PSE = 153

Obrazek 17 - Paretitv diagram pro botnani prvni série

Paretliv diagram pro botnani prvni série (obrazek 17) indikuje, Ze zde ma vétsi vliv
koncentrace glutaraldehydu nez doba ozatovani, coz je opacny vysledek oproti tahoveé
zkouSce. Navic se zdaleka nepfibliZzuje hodnoté statistické vyznamnosti, kterou vypocital
software na 1944 %. Tuto hodnotu bychom ziejmé piekrocili zapoc€itanim kontrolniho
nesitovaného vzorku do statistického vybéru, jelikoz ten vykazoval mnohondsobné vyssi

hodnoty botnani.
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Vrstevnicovy diagram Botnani vs GA; Ohrev

Botnani
< 250
[ 250 - 300
[ 300 - 350
Il 350 - 400
Il 400 - 450
| > 450

00 05 10 15 20
Ohfev [h]

Obrazek 18 - Vrstevnicovy diagram pro botnani prvni série

Vrstevnicovy diagram potvrzuje, Ze vé&tsi vliv na botndni ma koncentrace
glutaraldehydu. NejniZ§ich hodnot botnani bylo dosazeno pfi koncentracich kolem 4,5 —
5% GA a ohfevu kolem 2 hodin. Soucasn¢ s tim je vSak patrné, ze pfi této koncentraci

bylo dosazeno relativné nizkého botnani i pii krat$i dobé ohfevu.
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Druha série byla testovana stejné jako prvni s tim, ze se zjiStoval vliv doby UV

zafeni na vysledné botnani filma.

600
500
400 m vzorek 1 -0,5wt% GA + 1h UV
g W vzorek 2 - 5wt% GA + 1h UV
£ 300 vzorek 3 - 0,5Wt% GA + 6h UV
C
§ vzorek 4 - 5wt% GA + 6h UV
200 Hvzorek 5-2,75wt% GA + 3,5h UV
100
0

Obrazek 19 - hodnoty botnani druhé série

Z obrazku 19 je jasné, ze délka doby UV zafeni na filmy ma vyznam. Vzorky
ozafované 6 hodin maji niz§i hodnoty botnani neZ vzorky ozafované pouze jednu hodinu.
U 0,5wt% koncentrace glutaraldehydu se méni botnani s pfibyvajici dobou ozatfovani na
polovinu. U 5wt% koncentrace o 20 %. Vysledky indikuji stejny pfipad jako u prvni série a
to takovy, ze snizujici koncentraci glutaraldehydu lze kompenzovat dobou ozafovani.
Problémem je, Ze se filmy stavaji pfili§ kiehkymi pro realné pouziti, zacinaji se trhat pfi
normalni manipulaci.

Stejné¢ jako u prvni série kontrolni vzorek dosahoval hodnot botnani 7681 %.

Nejlepsi vysledek sitovaného filmu botnal na 248 9% svoji plivodni hmotnosti. To

znamena, ze vzorek nabral pouze 3 % vody oproti nesitovanému vzorku.
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Hodnoty botnani druhé série byly opét zobrazeny v Paretové diagramu pro
posouzeni statistického vlivu obou faktord, a to koncentrace glutaraldehydu a doby

ozarovani UV zafenim.

Paretiv diagram
Botnani; a = 0,05

Term 2297
: Faktor Nazev
I A GA
! B uv
B 1
|
1
1
|
|
|
A I
]
1
1
]
1
|
AB !
1
1
]
:
0 500 1000 1500 2000 2500

Botnani [%]
Lenth’s PSE = 180,75

Obrazek 20 - Paretiiv diagram pro botnani druhé série

Z Paretova diagramu na obrazku 20 je jasné, ze faktor B — délka doby ozatfovani
UV zéifenim ma vétsi vliv na vysledné botndni materidlu. Zaroven ale nedosahuje

statisticky vyznamné hodnoty.
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Vrstevnicovy diagram Botnani vs GA; UV
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UV [h]

Obrazek 21 - Vrstevnicovy diagram pro botnani druhé série

Vrstevnicovy diagram na obrazku 21 potvrzuje vétsi vliv ozafovani na botnani, nez
ma koncentrace GA. I kdyz bylo nejmenSiho botnani dosaZeno pii maximech obou
parametrl, je jasné patrné, ze od doby ozafovani delsi nez 3,5 hodiny nemé zvysSena

koncentrace GA tém¢ét zadny vliv.
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ZAVER
Cilem prace bylo vyhotovit filmy na bazi chitosan/Zelatina a zkoumat vliv pfidavku
glutaraldehydu a ozafovani UV zafenim na vysledné vlastnosti tohoto materialu. Ptiprava

film@ byla rozdé&lena na dvé série po péti vzorcich, naplanovanych faktorovymi pokusy 2° s

jednim stfednim bodem.

Prvni série zkoumala vliv koncentrace glutaraldehydu a nasledného zahtati na
60 °C po dobu 2 hodin. Na mechanické vlastnosti ma vetsi vliv zahiati filma po jejich
vyhotoveni, kdy dochéazi k doreagovani glutaraldehydu v materidlu. Tyto vzorky byly jiz
na pohled tmavs$i nez ostatni, coz dokazuje vznik Schiffovych bazi, pro které je toto
chovani typické. Hodnoty maximalni sily plsobici na vzorek pfi tahové zkouSce byly az
Sestkrat vys8i nez u neohiivanych vzorkl. Také ze statistického vyhodnoceni vyplyva, ze
ohfev ma vétsi vliv, a¢ nebylo nedosazeno hranice statistické vyznamnosti. Na botnéani
prvni série méa naopak vétsi vliv vyssi koncentrace glutaraldehydu oproti dob¢ zahtati. Pti
porovnani nezahtatych, resp. zahtatych vzorkli mezi sebou, dosahujeme rozdilii v fddech
desitek aZ stovek procent. Nejlépe vySel vzorek s 5 wt% glutaraldehydu a dvéma hodinami
dodatecného zahiivani, jehoz mechanické vlastnosti zlstaly oproti kontrolnimu vzorku
témet totozné. Navic botnéni tohoto filmu bylo snizeno na 243 %. To znamena na 3 %

oproti kontrolnimu vzorku.

Druhé série se zabyvala moZnym vlivem UV zéafeni na mechanické vlastnosti a
botnani materialti. Tahové zkousce ovSem podrobena nebyla, nebot” doslo k potrhani filmi
pii ozafovani v xenotestu. Na botnani mélo vétsi vliv ozafovani UV zafenim, kde v ptipade
0,5 wt% piidavku glutaraldehydu pfi ozafovani 6 hodin se dostdvdme aZ na hodnoty
poloviéni oproti stejnému vzorku ozafovanému pouze 1 hodinu. U vzorku s5 wt%
glutaraldehydu tento rozdil neni tak razantni, ovSem stale dochazi ke snizeni botnani o
desitky procent. Nejlépe vySel vzorek s 5 wt% glutaraldehydu a 6 hodinami ozafovani UV
zateni. Jeho botnani bylo pouze 248 %, ale byl natolik potrhany a kiehky, Ze se s nim
nedalo normaln¢ manipulovat. Pro zachovani alesponi n¢jakych mechanickych vlastnosti

1épe vychazely vzorky s pouze jednou hodinou ozafovani.

Jako optimalni film pro dalsi vyzkum se pak jevi ten s5 wt% piidavkem
glutaraldehydu, dodatenym ohfevem a ozafovany 1 hodinu, ktery vykazuje dobré

mechanické vlastnosti a relativné nizké botnani. Naopak, pro ptipadné studium hydrogelii
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by bylo mozné pouzit film s 0,5 wt% glutaraldehydu, dodate¢nym ohfevem a ozatfovany

1 hodinu, ktery mél také dobré mechanické vlastnosti a botnani vyssi nez 500 %.
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