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ABSTRAKT

Predlozena diplomova prace se zabyva studiem vlivu chemického sitovani na zménu reo-
logického chovani roztokil a gela atelokolagenu I. Teoreticka ¢ast je zaméfena na kolagen
a jeho fyzikaln€ chemické vlastnosti. Praktické ¢ast se zabyva ptipravou roztokl kolagentl,
jeho fedénim, sitovanim a ptipravou tablet pro méfeni FTIR metodou KBr diskd. Dal§im
ukolem bylo méfeni viskozit na priitokovém a rota¢nim viskozimetru, zjisténi koncentraci
roztokli pomoci odpatfovani. Dale byla méfena spektra molekul pomoci UV-VIS a obrazo-
va spektroskopie ATR —FTIR. Z naméfenych tdaji byly vypocteny konstanty Markovy-

Houwinkovy rovnice, limitni viskozitni ¢islo a hodnoty Hugginsovy konstanty.

Klicova slova: kolagen, atelokolagen I, viskozita, Hugginsova rovnice, FTIR, UV VIS.

ABSTRACT

MSc. thesis presented studied influence of the chemical crosslinking on rheological behav-
iour of atelocollagen I solutions and gels. Theoretical part is focused on collagen and its
physicochemical properties as observed in the literature. Experimental part is focused on
solution preparation and its dissolution, crosslinking and KBr tablet preparation for FTIR
measurements. As another aim, the viscosity measurements on capillary and rotational
viscometers, concentration determination by means of evaporation. Furthermore UV VIS
and ATR FTIR spectra of the studied solid and liquid samples were performed. From the
measured data the constants of Mark-Houwink equation, intrinsic viscosity and Huggins

constant were determined.

Keywords: collagen, atelocollagen I, viscosity, Huggins equation, FTIR, UV VIS.
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UvVOoD

Kolagen je rozsiten v celé i1 Zivych organismi ovSem s vyjimkou jednobunéénych a také
kterych zajistuje spravnou funkci, nejvice v souvislosti s jejich mechanickymi vlastnostmi.
Je to dané jeho specifickou strukturou, ktera je charakteristickd vysokym stupném vnitini
organizace molekul. Kolagen ptedstavuje v téle 25-30% vSech bilkovin. Je hlavni organic-
kou slozkou kiize, kosti, chrupavek, vaziva a §lach. Ma také opérnou a ochrannou funkci,
nejcastéji jako slozka mezibunécné hmoty. Kolagen je obnovitelna surovina jehoz zdroje

jsou témét neomezené [1].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

12

I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1.1 Kolagen

Kolagen je rozsifen v celé fiSi zivych organizmi. Je hlavni slozkou pojivovych tkanich
jako jsou kuze, chrupavky, cévni stény, rohovky, zuby, kosti, kde zajist'uje spravnou funk-
ci, kterd souvisi s jejich mechanickymi vlastnostmi. Také patii mezi technicky nejdilezi-
t&j81 vlaknité bilkoviny. Je to ddno jeho specifickou strukturou, ktera je charakteristicka
vysokym stupném vnitini organizace molekul. Kolagen tvoii 25 — 30 % vsech bilkovin
v téle. M4 funkci opérnou a ochrannou. Je slozkou mezibunécné hmoty, ktera slouzi jako
zakladni protein zivotnich pochodll ve zdravém i nemocném téle. Kolagen je obnovitelnou
surovinou a jeho zdroje jsou neomezené. Proto je snaha neustdle zdokonalovat preparaty

z n¢ho vyrabéné a stale hledat nové moznosti jeho zpracovani a vyrabéni [1].

Gal-Glu

Typ 11
Gal-Glu - Gal-Glu Gal Gal-Glu Gal-Glu
|:( -
o
|:(l
Gal Gal-Glu Gal-Glu Gal-Glu Gal-Glu
Typ 111
oy
oy
oy
Gal-Glu

Obr. 1. Schéma tfi typa kolagenu [1].

Na obrazku je patrné rozdilné zastoupeni jednotlivych tipti polypeptidovych fetézcu a riz-

ny stupeni glykosylace. Disulfidové sitovani je naznaceno jen u typu III [1,2].
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Obr. 2 . Kolagenova vlakna typu I v transmisnim elektronovém mikroskopu [17].

1.2 Atelokolagen

Atelokolagen je ndzev pro kolagen, ktery je zbaveny telopeptidd, ty maji funkci antigen-
nich determinantli, u nichZ je zachovana trojhelikalni konfirmace, ktera zajistuje zabloko-

vani jeho zbyvajici vnitini antigenni oblasti.

Obr. 3. Tropokolagen - spirdlovité vlakno kolagenu [17].

Hydro-Sorb je vstiebatelné atelo-kolagenové hemostatikum vyrobené z vysoce Cistého
biopolymeru ( kolagen typu I bez telopeptidi ). Vyhodou tohoto materialu je nejvyssi stu-
pent biokompatibility, vstiebatelnost hemostatik po implantaci a vyborna tolerance zivé
tkané. Tyto hemostatika nepodporuji riist mikroorganismil a pouZzivaji se i do infikovanych
ran nebo u medicinsky kompromitovanych pacientii. Mirn¢ piisobi i bakteriostaticky. Sku-
teCnosti je to, Ze aktivuji kaskadu nativnich koagula¢nich faktord v krvi pfirozenym zpu-
sobem. Tim se urychluje cely proces zastavy krvaceni a také se mnohonasobné snizuje

ztrata krve [2].
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Obr. 4. Model krystalové struktury trojité Sroubovice kolagenu Pro-Pro-Gly103 [17].

Hydro-Sorb byva indikovan pro zastaveni chirurgického nebo trazového krvaceni prevaz-
n¢ tam, kde bézné postupy byvaji nedostatecné nebo obtizné¢ proveditelné. Je idealni obvaz
pro povrchova zranéni , pro mista kde byly odebrany kozni implantaty, také pro popaleni-
ny a odfeniny. Hydro-Sorb velmi u¢inné podporuje 1éceni bércovych viedd, dekubiti a

jinych koznich 1ézi [3].
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Obr. 5. Hypro-Sorb R [18]. Obr. 6. Hypro-Sorb R [7].
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1.3 Fyzikalné — chemické vlastnosti

Do téchto vlastnosti zafazujeme polyelektrolyticky charakter, bobtnani, denaturaci a rena-

turaci, hydrotermalni stabilitu, hydrataci kolagenu a pfeménu na zelatinu [1].

1.3.1 Polyelektrolyticky charakter

Kolagen 1 jiné bilkoviny, maji charakter amfoterniho polyelektrolytu. lontové reakce pro-
bihaji v zavislosti na pH prostiedi. Znamena to, ze ¢ast skupin jeho postrannich fetézct se
ionizuje v alkalické a ¢ast v kyselé oblasti pH. Naboj molekuly kolagenu se méni se zmé¢-
nou pH : v siln¢ alkalické oblasti ma naboj zaporny a silné kyselé ma kladny. Izoelektric-
ky bod nezménéného kolagenu je pfi pH 7. Slabymi ucinky chemikalii se méni pH
v rozsahu 4,5 — 8,0. Fyzikaln¢ — chemické vlastnosti v této oblasti vykazuji extrémni hod-
noty. Izoiotovym bodem je oznac¢ovana hodnota pH, u které jsou pocty protonill pfipojené
ke skupindm —NH, bilkoviny, ta se rovnd poctu protoni oddisiciovanych ze skupin —
COOH. Bilkovina se proto Cisti dialyzou, aby tak neobsahovala Zadné jiné ionty. Hodnota

pH se charakterizuje jako izoiontovy bod [1].

1.3.2 Bobtnani

Z fyzikélné — chemického hlediska se kolagen fadi mezi pfechodové koloidni soustavy —
lagenu omezené bobtna, pti tomto procesu dochédzi ke zméné objemu, délky a pruznosti
vlakna. V nabobtnalém kolagenu voda tvoii dvé ¢asti. Prvni ¢ast je tzv. bobtnaci voda,
ktera se d4 mechanickym ucinkem odstranit a druhou ¢ast tvoii tzv. voda hydratacni, ktera
je koloidné vazana a odstranitelna jen suSenim. Bobtnani z mechanického hlediska rozlisu-
jeme na osmotické a lyotropni. Slouceniny, které zptisobuji tento typ bobtnani maji schop-

nost $tépit vodikové vazby a v extrémnich piipadech mohou rozpustén kolagen [1].

1.3.3 Degradace a denaturace

Vlivem n¢kterych chemikalii nebo tepelnym u¢inkem ztraceji bilkoviny své ptivodni ptiro-
zené vlastnosti — denaturuji. Denaturaci vznika zelatina. Mechanismus kolagenu vzniké ve
dvou stupnich. V prvnim nastane zborceni trojité spiraly a makromolekula tropokolagenu
se stahne do statického klubka, které¢ jsou v jednotném fetézci spojeny. V druhém stupni se

klubka rozpadaji na tfi frakce : frakci o - tvofi jeden polypepticky fetézec piivodni spiraly,
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frakci B — tvofi dva doposud spojené fetézce a frakce vy, tu tvofi tfi fetézce v nezménéné
formé statického klubka. Pokud denaturovany roztok tropokolagenu ziistane delsi dobu stat
pii nizké teplot€¢, muze zC¢asti probihat proces denaturace, tzv. zpétna rekonstrukce spira-

lové konfigurace [1].

1.3.4 Hydrotermalni stabilita

Zahtivanim kolagennich vlaken ve vodé¢ nastava k jejich zkraceni asi o 1/3 vldkna ve smé-
ru osy. Termické kontrakce je charakterizovana teplotou smrsténi T Pfi¢inou tohoto smrs-
téni je Stépeni intrermolekularnich pfiénych vazeb a rovnéz vazeb intramolekuldrnich. Ty-
to vazby udrzuji trojité spirdly v nativnim kolagenovém vldkné v natazeném stavu. Ty ko-
lagenu povazujeme za tani kolagenu v krystalickych oblastech. Kontrakci kolagenového

vldkna a snizovani hodnoty T, zplsobuji izotropni ¢inidla, které §té€pi vodikové vazby [1].

1.3.5 Hydratace kolagenu

Proteiny obsahuji dva typy hydrofilnich center, které maji schopnost na sebe véazat vodu
silami elektrostatickymi a vodikovymi vazbami. Prvnim typem jsou polarni skupiny pfi-
tomné v boc¢nich fetézcich nékterych AMK zbytkll druhym typem jsou peptidické vazby
dusiku kysliku. Aby se udrzely fyzikalni vlastnost kolagenu je proto nutna asociace urcité-
ho minimalniho mnoZstvi vody, ktera tvofi pfiblizn€ 20% jeho hmotnosti. V zcela hydra-
tovaném stavu kolagenu se uvoliiuje pohybové omezeni peptidovych fetézci protofibril —
typicky pro suchy stav, tim se vysvétluje elementarni funkce vody pro fyzikalni vlastnosti

proteinu [1].

1.3.6 PFeména na Zelatinu

Jestlize zacneme zahiivat kolagen ve vodném prostiedi, vznikne Zelatina. Z teoretickych
predstav pfemény kolagenu na Zelatinu rozeznavame tfi pochody. V prvnim pochodu do-
chazi ke Stépeni pticnych kovalentnich vazeb na urovni kvartérni struktury, v druhém
denaturace na urovni tercidrni struktury a tietim pochodu vznika hydrolytické stépeni pep-
tidickych vazeb polypeptidickych fetézci na molekuldrni Grovni. Vlastnosti Zelatiny je
prechod sol — gel. Za chemicky velmi ¢istou formu kolagenu z hlediska slozeni AMK po-

vazujeme zelatinu. Vlivem zasahu do struktury polypeptidového fetézce mé charakter de-
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gradace, depolymerace a ta je nezddoucim jevem: ¢im méné je téchto vazeb rozpusténo,

tim lepsi jsou fyzikalné - chemické vlastnosti Zelatiny [1].

1.3.7 Syntéza kolagenu

Syntéza kolagenu z ¢asti probihd uvniti buiky, casteéné extracelularné. Polypeptidovy
fetézec je syntetizovany na hrubém endoplazmatickém retikulu bunky. Vznikly protoko-
lagen je dale vyloucen do extracelularniho prostoru kde z néj enzym prokolagenpeptidaza
odstépi tropokolagen. Ten reaguje s dal§imi molekulami tropokolagenu a za piitomnosti
katalyzatoru lysyloxidaza vytvaii mikrofibrily. Po syntéze prochdzeji molekuly kolagenu
postranslaéni modifikaci, kterd bilkoviné zajisti plnou funkcénost. Mezi tyto modifikace
radime 1 hydroxylace, kde se hydroxylova skupina vaze s ¢etnosti jednu ku tisici aminoky-
selinovych molekul kolagenu. Ptesto jsou hydroxylace kolagenu nenahraditelnd pro jejich
spravnou funkci, jak dokazuje vyzkum choroby osteogenesis imperfekta neboli nemoci
,.kifehkych kosti”" [4].
Sintesi proteica Procollagene
A

Tropocollagene Se i So S o—m
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Obr. 7. Souhrnné schéma syntézy kolagenu [4].

1.4 Chemické modifikace

K modifikaci vlastnosti a chovéani kolagenu se pouziva celd fada reakci s vyjimkou thiolo-
vych skupin. Tyto reakce se déli do nasledujicich kategorii: prvni pfiméa reakce boc¢nich
funkénich skupin s monofunkénimi regenty nebo druhd s polyfunkénimi regenty, vedouci
k polymerizaci, tfeti kategorii jsou oxidacni nebo redukéni reakce ménici povahu fetézct a
posledni kategorie jsou omezené enzymatické degradace, tyto degradace neporusi struktu-
ru hlavniho fetézce. Mimo tyto ptipady ,kdy je degradace zadouci, volime reak¢éni pod-

minky tak, aby hydrolytické reakce byly minimalni béhem chemické degradace [1].
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1.4.1 Degradace kolagenu
Hydrolyticka degradace

Kolagen v roztoku podléha progresivni hydrolytické degradaci, které jsou doprovazené
ztratou mnoha fyzikalnich vlastnosti. Rychlost procesu je zavisla na teploté, pH systému a
v malé mife na vnitinim tlaku roztoku a povaze dalSich rozpoustédel, které mohou byt
pritomny b&hem reakce. S rostouci teplotou roste rychlost hydrolyzy. Degradace postupuje

pomaleji pfi neutrdlnim pH,rychlost roste s pohybem na ob¢ strany [1].

Enzymaticka degradace

Cast experimentalnich studii ukazaly, Ze pfirozena forma kolagenu je vii¢i plisobeni prote-
olytickych enzymt odolnd, s vyjimkou konkrétnich enzymu bakteridlniho nebo hmyziho
puvodu — koleganas, tyto enzymy specificky §té€pi peptidové fetézce prirozeného kolagenu.
Zatazujeme mezi né€ enzymy izolované zbakterii Clostridium perfringens a
Cl histolyticum. Dalsi situace nastane pii vyssi teploté, kdy sekundarni struktura kolagenu
se v roztoku rozpada. Kazdy peptidovy fetézec je pak schopen zaujmout vEétsi mnozstvi

konfigurace s pfiblizné stejnou energii, ale nema stalou orientaci [1].

Oxidacni Sté€peni

jako jsou napft. peroxid vodiku, jodistan sodny, bromnan sodny a Zelezokyanatam, proka-
zalo, Ze reakce s kolagenem se navzdjem velmi lisi. Degradace je zaloZena na iniciaci pii-
slusného c¢inidla na sacharidy, které jsou obsazené v kolagenu. Rozklad kyselinou jodistou
je doprovazeno malym Ubytkem volnych aminokyselin a silnym poklesem hexosy. Snize-

ny obsah hydroxylysinu v kysele rozpustném kolagenu odpovida ztrata aminokyselin [1].

1.4.2 Sitovani

Sitovany kolagen ma vyssi odolnost vii¢i piisobeni proteds a nizsi stupent nabobtnani opro-
ti nezasitovanému kolagenu. Také ma vyS$i modul pruznosti. Sitovaci techniky se Casto

pouzivaji, jelikoZ kolagenové preparaty pii jejich pouziti maji nejlepsi chemicke, fyzikalni
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1 materidlové vlastnosti a minimalni reaktivitu s vodou, v tomto prostiedi se Casto nachaze-
ji. Kolagenové zesitovani miize byt docileno chemickou upravou — aldehydy, aroleiny,

kyseliny, oxida¢nimi ¢inidly. Dale i fyzikalnimi vlivy — gama zarenim, UV zafenim [1].

1.5 Biochemické vlastnosti

Kolagen se nachazi skoro ve vSech pojivovych tkanich — kiize, chrupavky, kosti. Pojivova
tkan tvori velky podil mezibunécné hmoty, ta je tvoiena prevazné¢ mukopolysacharidy.
Jednotlivé buiiky pojiva zvané fibroplasty odd¢luje mezibunéna hmota, které fibroplasty
produkuji. Mechanické funkce zajiStuje pojivo, které také dava tvar organismu jako celku.
Kolagenova struktura je velmi unikatni, protoZze dokaze vytvaret vlakna s vysokou pevnos-

ti v tahu.

Zakladni struktura vlaken kolagenu je tvofena molekulami tropokolagenu. Molekuly jsou
slozeny ze tfi vzajemné slozenych stejné¢ dlouhych vléken, ty samy agreguji za vzniku ko-
lagennich vldken. Vlakno tropokolagenu obsahuje kolem 1000 aminokyselinovych zbytka
a jejich relativni molekulova hmotnost je 285 kDa. Molekulu tropolagenu tvofi trojvlak-
novy pravoto¢ivy nelokalni prut o délce 300 nm a priméru 1,5 nm. ZvySena stabilita je
zajisténa vzajemnym zapadnutim struktury prolinu a hydroxyprolinu, tvorbu vodikovych

vazeb za ucasti hydroxylovych skupin hydroxylysinu.

Pti nedostatku vitaminu C ( kyselina askorbova ) je vznikajici kolagen nedostatecné hyd-
roxylovan, jeho stabilita klesa a miize dojit az k onemocni kiize a cévnich stén a tim i ke
vzniku krvacivych stavi, typickym onemocnénim je skorbut ( kurdéje ). Oproti dalSim

proteinim obsahuji kolageny abnormalné vysoky obsah glycinu a prolinu.

U savct existuje asi 10 raznych variant kolagent, které jsou slozené minimaln¢ z 18 odlis-

nych polypeptidovych fetézci, ty se vyskytuji v riznych tkanich téhoz jedince.

V klizi a v kostech ma nejveétsi zastoupeni kolagen typu 1., ktery se sklada ze dvou fetézct
a; kolagenu a jednoho fetézce o, kolagenu. Vlakna jsou zpevnéna pificnymi kovalentnimi

vazbami, které se tvofi z postrannich fetézct lysinu [6].
Nejrozsitenéjsi a nejdilezitéjsi je kolagen typu I, ktery obsahuje cennou surovinu pro fadu
technickych obort. Dillezitymi jsou farmaceutické vyrobky, jako jsou hemostatické plsti,

pény, chirurgické nité, kolagenové membrany a filtry. Kolagen nachézi uplatnéni i u potra-
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vinarskych dopliikli, v nichz ma terapeutickou a profylaktickou tlohu u chorob pohybové-
ho aparatu jako jsou klouby a Slachy. Uplatnéni nachézi také v kosmetickém primyslu

v ptipravcich pro potlaceni projevi starnuti pokozky [7].

Kolagen ve svalech je denaturovan kyselinou mlécnou, ktery je hydrolyzovan pii zrani
masa 1 jinymi enzymy. Kolagen denaturovany teplem je mozno hydrolyzovat pepsinem
nebo trypsinem. Charakteristickou vlastnosti je smr§tovani molekuly pii zahtivani na urci-

tou teplotu, tyto zmény mizeme pozorovat pii vareni nebo peceni masa.

Pti teploté kolem 90°C se naruSuje struktura molekul kolagenu, dochazi k k pferusSeni va-
zeb mezi polypeptidovymi fetézci, k uvolnéni molekul tropokolagenu a vznikd sol roz-
pustné Zelatiny. Pfi ochlazeni dochéazi k obnoveni vazby mezi plivodnimi ¢astmi fetéz-

ce.Tyto struktury nasledovné zachycuji velké mnozstvi vody a vznika gel ( Zelatina ) [6] .

H. 0
SRR —= T
AT
KOLAGEN ZELATINA

Obr. 8. Chemicky indukovana pfeména na zelatinu [6,8].

Zelatina vznika pfi vafeni, pedeni a dalsich tepelnych Gpravach masa. Potravinaiska Zelati-
na je vyrobena z kolagenu kizi, kosti a to extrakci vody po ¢astecné alkalické nebo kyselé
hydrolyze. Z kolagenu se také mohou vyrabét klihova stiivka - jedlé obaly pro masné vy-

robky [6,8].

1.6 Aplikace v technické a medicinalni praxi

Biomedicidlni pouziti kolagenu mé svij pivod ve fyziologické blizkosti nebo identité
aplikovaného kolagenu, v jeho resorbovatelnosti, kterda se mtize fidit sitovacimi reakcemi a
vysoké absorp¢ni schopnosti, ta je podporovana vnitinim povrchem a snadno pfistupnymi

reakénimi skupinami.
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Vyhodou kolagenu je, ze ho miZzeme vyrobit velmi Cisty, zejména rozpustné kolageny.
Kolageny, které se nachazeji ve stejné¢ formé u riznych druhl savci, vykazuji velmi niz-
kou tvorbu protilatek i v organismu. Kolagen mizeme povazovat i za nosic 1é¢iv nebo také
stimulujici latku a baktericidni pfisadu. Tyto nosice 1éCiv se dostavaji do rany a postupné

se béhem hojeni uvoliuji.

Velkou nevyhodou systému na bazi kolagenu je jejich nizkd odolnost vic¢i enzymatické
degradaci. Proto se tyto systémy stabilizuji napt. pfidavkem raznych typti zhaseci nebo

lapact reaktivnich radikalovych meziprodukti enzymatickych reakci.

Pro 1ékarské ucely se z kolagenu vyrabi tyto rizné produkty. Ze stifev stocena Sici vldkna,
jejich resorbovatelnost se fidi zesitovanim solemi chromu, vétSinou jsou vyrobeny na bazi
polyamidu, polyesteru nebo polymeri kyseliny mlééné. MlUzeme pouzit i praskovy ko-
lagen ve formé spreje jako bandaz na rany. Také kolagenova vldkna na opravy cév a na-
hrad Slach. VysouSeni brani kombinace Goretexemu a Poromeriksemu. Hemostatika,
membrany a netkané textilie se pouZzivaji v mediciné na zastavu krvaceni a hojeni operac-
nich ran. Netkanou textilii spolu s koznimi Stipenky a fixované pény vyuzivame pro radi-
acné-chemickou sterilizaci na zakryti ran a popalenin. Jako néhrada kosti a kloubli ndm
slouzi kombinace kolagenu s fosforeCnanem vapenatym. Na hojeni ran miizeme pouzit
produkt kolgenu, ktery se aplikuje vstfikovanim mikrokapsli a ty jsou napustény G¢innou
latkou. V chirurgii miZzeme vyuzit i1 kolagenova Ilepidla. Kombinace kolagenu

s polyakrylatem se mohou vyrobit kontaktni ocky [1].
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2  PRIPRAVA VODNICH ROZTOKU KOLGENU

2.1 Odbér vzorku

Odbér vzorki je vzdy smyslové vySetfeni, zaméfené na hodnoceni sledovanych znaka a
specifickych pozadavkl podle druhu suroviny. Smyslové vysetfeni je urcujici pro odbér

vlastnich vysetfovanych vzorku.

Zikladni principy odbéru vzorki :

e minimalné 3 vzorky z riiznych mist suroviny, v ptipadé suchych praskovych suro-

vin se vytvoii smésné vzorky,
o pokud se fixuji, pak je velikost vzorki asi 1 cm’,
e pocet vzorkl se mize zvysit v piipadé vyskytu podezielych mist, které chceme
zkoumat [9].
2.1.1 Priprava mikroskopickych preparati — zakladni schéma
1. Tuhé suroviny, podléhajici kazeni (zejména suroviny zivocisného piivodu) :

e se pted zpracovani uchovavaji ve fixa¢ni tekutin¢ a potom nasleduje postup,
kterym ziskame preparat k posouzeni - odvodnéni, zaliti do parafinu, kraje-

ni, odparafinovéni, barveni a fixovani,
o vzorky se zmrazi a krdji pfimo na fezy, barvi se a fixuji,

2. tekuté nebo roztiratelné vzorky se natiraji v tenké vrstvé na podlozni sklo, nechaji

se zaschnout a zafixuji se,
3. suché materidly nevyzaduji zvlastni podminky pro tichovu :
o lze je rovnéz rozetfit v tenké vrstvé na podlozni sklo,

o dal$i moznosti je jejich rozmichéani v tekutém parafinu a vytvoteni parafi-

nového blocku, ze kterého se kraji fezy, dale postupujeme jako v bod¢ 1.

[9].
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2.2 Fixace vzorku

Fixaci rozumime rychlé vysrazeni (denaturaci) bilkovin protoplazmy bunék a tkéni fixac-
nimi prostifedky, které zabranuji samovolnému rozkladu Zivé tkané - autolyze. Postup fixa-
ce zahrnuje pouziti prosttedkl dvojiho druhu — fyzikalni a chemické. Pfi zpracovani suro-
vin zivo¢iSného plivodu vyuzivame zejména chemické prostfedky. Jsou to roztoky orga-
nickych nebo anorganickych sloucenin, také jejich rizné kombinace nebo smési. Kazdy
chemicky fixacni prostfedek musi spliiovat zakladni podminky - do tkdn€ musi rychle pro-
nikat, nesmi hrub¢ srazet cytoplazmatické proteiny, ale musi s nimi tvofit co mozna nej-

jemnéj$i nerozpustny gel, nesmi ovlivnit dalsi zpracovani vzorku [9].

2.2.1 Zasady pfri fixaci :
e odebrany vzorek musi byt vlozen do fixa¢ni tekutiny co nejdiive po odbéru,
o dodrZeni vzorku krychli¢ka v rozmérul cm’,
e mnozstvi fixacni tekutiny musi pfevySovat 20x az 50x objem fixované¢ho vzorku,

e tekutina musi mit pfistup ke vzorku ze vSech stran, proto je vhodné vzorek podlozit

napiiklad filtranim papirem nebo i vatou [9].

2.2.1.1 Nejpouzivanéjsi fixa¢ni tekutiny

Formol (Formalin) - ktery se dodava ve 40% koncentraci, pouZziva se jako 10% nebo 5%
roztok, fedi se vodovodni vodou. Na svétle se rozklada, proto se musi uchovavat v temnu.
Na dn¢ lahve ma byt asi 20 mm vrstva uhli¢itanu vépenatého pro neutralizaci kyseliny
mravenci. Je také soucasti n¢kterych fixa¢nich smési. Doba fixace je minimaln¢ 24 hodin,
podle velikosti vzorku, jeji délka neni omezena. Po fixaci se vzorky obvykle vypiraji pod

tekouci vodou (zamezeni vyskytu formolpigmentu) [9].
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Dalsi fixa¢ni tekutiny :

Bodianova tekutina- doba fixace 24 - 48 hodin. Obsah : formol 40%, kyselina octova

ledova, etanol 80%.

Carnoyova tekutina - doba fixace 3 — 5 hodin (nesmi se pretdhnout — tkan¢ se po delsi
dob¢ nedaji zpracovat). Tato smés je vhodna pro fixaci tkani, do kterych $patné pronikaji

jiné fixacni tekutiny (vyrobky s obsahem tuku).

Obsah: absolutni alkohol, chloroform, kyselina octovana ledova [9].

2.2.2 Priklad postupu pro piipravu parafinovych rezi

V riznych laboratotich se mtize v n€¢kterych detailech lisit . Proto je vhodné vzorky umistit

do specialnich kazet, které umoziuji prunik tekutiny, spolu s ¢islem vzorku [9].
Postup zahrnuje:
1. fixaci vzorku v 10% formalinu minimaln¢ 24 hodin,
2. odvodnéni vzorkd:
e rucné (viz tab.1),

Tab. 1. Ru¢ni odvodnéni vorkt [9].

vypirani formalinu vodou | 15 min

alkohol 50% 60 min

alkohol 70% 60 min

alkohol 80% do druhého dne

alkohol 96% 60 min

alkohol 100% 2h

methylsalicylat 3 1azn€ (1 h, 2 h a do druhého dne)
xylen 3 1azné (po 20 min)

parafin 3 lazng
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e v autotechnikonu (viz tab.2),

Tab. 2. Odvodnéni vzorki v autotechnikonu [9].

vypirani formalinu vodou 15 min

alkohol 70% 120 min

alkohol 80% 120 min

alkohol 96% 100 min

alkohol 100% 120 min

alkohol 100% 120 min

xylen 3 lazné (po 20 min)

3. prosyceni parafinem - 3 1azné.

2.2.3 Zalévaci média
Zalévaci média délime podle rozpustnosti ve vodé do dvou skupin :
e ve vodé rozpustna (Zelatina),
e ve vodé nerozpustna (parafin, celoidin).

Zelatinu pouzivame u vzorka, které maji drobivou konzistenci. Zalévaci proces je jedno-
duchy, protoze se vzorek nemusi odvodnovat. Vzorky se postupné se vkladaji do lazni ze-
latiny 10% a 20% (pfi teploté 37 °C), vzdy na 2 hodiny a pak se zalévaji rozehfatym rozto-
kem 20% zelatiny v zalévacich komirkach. Déle se chladi se a nechévaji se ztvrdnout ve

formolu. Blo¢ky upravime a krajime na zmrazovacim mikrotomu.

Parafin povaZzujeme za nejcastéji pouzivané médium. Bod tani je mezi 56 - 58 °C. Pro
histologické ucely je kvalitnéjsi po pridani 5% vceliho vosku (vla¢nost, soudrznost). Para-
fin je nerozpustny ve vodég, proto je cely proces zalévani pomérné dlouhy, musi zahrnovat
odvodnéni vzorku (vzestupna alkoholova tada - 60, 80, 90, 96 a 100%), prosyceni latkou,
ktera rozpousti parafin a je misitelna s alkoholem (napf. xylen, metylsalicylat) - zde do-
chézi k projasnéni vzorku. Dale se vzorky postupné prosycuji parafinem ve 3 laznich pfi

teploté 62°C, aby se odstranil xylen. Tento postup je s v&tsi ¢asti mozno provést automa-
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ticky v pfistroji — autotechnikon. Prosyceny vzorek se pak zaléva v zalévacich komutrkach
parafinem a po zchladnuti se ziska tkanovy blocek, ktery je pfipraveny ke krajeni. Pouzi-

vaji se hotova zalévaci média, vyrabéna komercné.

Celoidin se pouZiva pro zalévani velmi tvrdych tkani [9].

2.2.4 Krajeni blocku

Zalité tkan¢ ve vhodném médiu se kréji zpravidla na mikrotomech saiikovych a rotacnich,
oproti zmrazenych blocku, které krdjime na mikrotomech zmrazovacich (kryostat). Sou-
¢asti vSech uvedenych typti mikrotomu jsou podobné. Zakladni soucésti : podstavec, niiz,
zafizeni na upevnéni bloku a zatizeni na posun bloku proti nozi (saitkovy) nebo naopak
(rotacni). V kryostatu mizeme dosahnout teploty -20 az -60°C. Tloustku fezii volime dle

potieby pouziti. Pro studijni ucely jsou vhodné tenci fezy.

Sériové fezy (pouzivame vSechny ukrojené fezy tak, jak jdou za sebou) - zhotovuji se pro
ziskani predstavy o trojrozmérném usporaddani nékterych struktur v preparatu. Nejlépe se

kraji série z parafinovych blokl na rota¢nim mikrotomu.

Parafinové fezy, které jsou potfizené na rotacnim a sankovém mikrotomu, se napinaji na
vodni hlading a pfenéseji na podlozni skla, kterd jsou opatfena jemnym natérem smesi gly-
cerinu s bilkem, pfipadn¢ s zelatinou. Podlozni skla susime na ploténce vyhtaté na 40°C a
pak v termostatu, az potom se barvi. Mélokdy se zpracovavaji jako fezy — pouzivaji se sil-
né fezy, barvi se voln¢ v barvicim roztoku a pak se teprve zachytavaji na podlozni sklo — je
to t&7ké a Casto se fezy poskodi. Rezy ze zmrazeného materialu ( z kryostatu ) se umist'uji

piimo na sklo [9].

2.2.5 Barveni preparatii — prehledné a cilené barvici posupy

Barvenim ziskavame piehled o vSech strukturach v preparatu (piehledné barveni) nebo
nékteré odlisit jejich zvyraznénim (cilené barveni). Specidlnimi barvivy se barvi histolo-
gické fezy a ty se vyznacuji vysokou afinitou k riznym slozkdm. Zmrazené fezy barvime
piimo, parafinové fezy je nutné pfed barvenim odparafinovat. Parafin se v fetézcich roz-

pousti rozpoustédlem (xylen) a sestupnou etanolovou fadou se fetézce prevedou do vody.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

Histologicka barviva jsou vétSinou rozpustna ve vodé, v neékterych ptipadech 1 v alkoholu.
Barveni se provadi ru¢né ve specidlnich kyvetach, nebo v barvicim automatu. Barviva

aplikujeme postupné nebo se smichavaji do jednoho roztoku [9] .
Prehledna barveni
Jsou zaloZena na spravné diagnostice znalosti barevnych odliSnosti a na znalosti morfolo-
gie :
e hematoxylin —eozin,
e Van Gieson,

e Toluidinova modf.

Cilena (specialni) barveni

Je zaloZeno na barveni jedné nebo vice struktur nebo jsou zvyraznény a ostatni se barvi

slab€ nebo vubec :

Tab. 3. Cilené barveni struktur [9].

Massontv trichrom zeleny a modry
na kolagen trichrom podle Goldnera v modifikaci Charvata
dle Callejy
na elastin orcein
na retikulin GOmori
na tuk sudan III, olejova Cerven
na plisné Grocott
Kossa
na kosti
van Gieson (modifikace)
na polysacharidy | PAS

Zikladni prehledné barveni
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Hematoxylin - eozin se fadi mezi nejpouzivanéjsi barveni, nepiimé, basické. Barvici lat-
kou je hematein (oxidacni produkt hematoxylinu), dilezité je spojeni hemateinu s Al z
kamence draselného (tzv. motidlo). Tak vzniké pottebny barevny lak, je to siln¢ pozitivné
nabité jadrové barvivo. Podle druhu moftidla délime rtizné druhy hematoxylinu (kamenco-
vy Mayertv, zelezity Weigertiv apod.). Eozin je kyselé xantenové barvivo, cytoplasmatic-
ké barvivo, eozinem obarvime vSechno, jadra se pak diferencuji vodou modre. Jedna se o

skupinu barviv a nejéastéji se pouzivji erytrosin a zluty eosin [9].

2.2.6 Uzavirani obarvenych rezi

Dobte obarveny preparat uzavirame mezi podlozni a kryci sklo do vhodného média. Ob-
vykle jsou to latky nerozpustné ve vod¢, a proto je nutno fezy odvodnit a pievést do roz-
poustédla - xylenu. V praxi byl diive pouzival kanadsky balzam. V laboratofich, se dnes
pouzivaji syntetickd média riznych znacek (Solakryl, Eukitt). V urcitych ptfipadech se po-
uziva fixovani do glycerinové zelatiny — napft. pii barveni tuku, protoze fezy nesmi piijit

do styku s organickymi rozpoustédly.
Postup pf¥i fixovani:

Kapka média se umisti na okraji fezu, kryci sklicko se ptilozi v tthlu 45° a opatrné se
spousti (dilezité je, aby nezlstaly vzduchové bubliny). Preparat se necha zaschnout a po-

tom se opatrné ocCisti okraje, naptiklad filtraénim papirem nebo vatou [9].

2.2.7 VySetieni preparata a hodnoceni vysledku

Obarvené tezy vySetiujeme ve svételném mikroskopu pfi mens$im zvétSeni ( napi. 40x ),
pro studium detaili se pouzivaji zvétSeni 100x ptipadné 200x. VétSinou se jedna o kvalita-
tivni vySeteni. Ve vySetfovanych vzorcich popisujeme piitomnost jednotlivych druhti tka-
ni ve zkoumanych vzorcich. Mzeme se zaméfit jen na urcité druhy tkéani, které jsou bar-
veny specialnim postupem. Udaje v literatufe vyhledavame pii identifikaci tkani Zivo&is-
ného a rostlinného ptivodu, pro srovnavéni se pouzivaji vzorky, pfipravené v laboratofi a
dale také schématické obrazky a fotodokumentaci ze starsi literatury. Kvantitativnim vy-
Setfenim se rozumi, pocitani a méteni objektd s cilem vyjadfit jejich pomérné zastoupeni

[9].
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2.2.8 Dokumentace

O vsech vySettovanych vzorcich se vede laboratorni protokol s témito idaji - datum odbeé-
ru, druh vyrobku, vyrobce, slozeni (pokud bylo zndmé), postup zpracovani (fixace, barve-
ni), vysledek vySetfeni. Zamezeni vymény vzork, je tfeba oznacit nddobku nazvem vzor-
ku a ¢islem, pod kterym je vzorek veden v laboratornim protokolu, piipadné i datem odbé-
ru, také i druh pouzité fixacni tekutiny. VSechny zhotovené preparaty se po urcitou dobu

uchovavaji , u nékterych je zhotovena fotodokumentace [9].
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3 EXPERIMENTALNI METODY

3.1

Pristrojova technika a pouzité materialy

Tab. 4. Pristrojova technika a pouzité materialy [12].

Metoda Pristrojova technika Pouziti
ATR FT-IR Nicolet Impact 400 FTIR spektrometr. | Studium chemického slozeni.
UV-VIS U-3300 spektrometr HITACHI. Analyza roztokii oxidovaného kolagenu.
Modifikace Radiofrekvencni plazmovy reaktor. Funkcionalizace povrchu PP.
plazmatu
SEM JEOL JXA 840A. Sledovani zmén morfologie povrchu.
EPR Aspect 2000, X-range Bruker ER Detekce vodnych radikalt.

200E spektrometr.

Méreni kontakt-

Oca 10 (Data Physics Instrument Gm-

Vypocet povrchovych energii — hydrofilni

nich uhli smaée- | bh, Germany). a hydrofobni povaha povrchu.

ni

Peel testy INSTRON 4301 (model TM). Meéfeni pevnosti adhezniho spoje.
DSC DSC-60, SCHIMADZU, Japonsko. | Kilometricka analyza.

3.1.1 Termicka analyza

Je to skupina metod, které¢ zaznamenavaji fyzikalni vlastnosti latek v zavislosti na zvySuji-

ci se teploté.

Fyzikalni vlastnosti zahrnuji specifickou tepelnou kapacitu, energetické zmény, hmotnost-

ni zmény, mechanické vlastnosti (dimense, deformace), optické vlastnosti a analyzu uvol-

nénych plynt.

Do materialovych vlastnosti zafazujeme teplotu tani, teplotu skelného prechodu, expanzni

koeficient, tepelnou stabilitu, krystalizacni chovani, teplotu materidlu a kinetiku, oxida-

ci,Cistotu a viskoelastické vlastnosti [10,11,22] .
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3.1.2 DTA

U této metody zaznamenavame zmény béhem zahtivani vzorku ve srovnani s referentnim
materidlem. Zmény fyzikdlni nebo chemické se projevuji zvySenim nebo snizenym jeho
teploty ve srovnani s referentnim materidlem. V ptipadé srovnavaci latky neprobiha v roz-
mezi teplot zadny z pochodl spojeny s pohlcenim nebo uvolnénim tepla. V piipadé vzorku
mohou probihat déje spojené s pohlcenim nebo uvolnénim energie jako je teplota tani, stu-
pen krystaliniky, ¢istota materidlu, fazové ptechody, polymorfismus, desorpce a odpatova-

ni, chemické reakce, tepelna stabilita.

Zarizeni pro méreni DTA

- zdroj tepla (odporova picka),

- zafizeni pro linearni vzestup teploty (obvykle 5-20 °C/min),

- nosi¢ vzorku,

- srovnavaci latka,

- ¢idlo méfici teplotu a rozdil teplot mezi vzorkem a srovnavaci latkou (termoclanek).
Priprava vzorku

Vzorek by mél mit stejné zrnéni jako latka srovnévaci a podobné fyzikalni vlastnosti. Vzo-
rek se upéchovava do kovovych nebo keramickych kelimki, kde je spolu se standardem
umistén do vyhtatého prostoru, jenz zarucuje jejich regulovany a rovnomérny ohiev

[10,11,22].

3.1.3 DSC

U této metody méfime tepelny tok v mW v zavislosti na teploté¢ nebo Case. Tato métici
technika ma pouziti zejména v plastikarském, chemickém, farmaceutickém, elektronickém,
automobilovém a potravinaiském pramyslu. K méteni se pouziva vysoce citlivy keramicky
senzor, ktery méii diference mezi tepelnym tokem ve vzorku a referentnim materidlem.

Vyuziti aplikaci této metody pii sledovani teploty tani k ovéfeni Cistoty latek, charakteri-
zaci materialu, stanoveni teploty skelného ptechodu Tg, krystalizaci, oxida¢ni stabilité,

kinetiky, Cistoty chemikalii a stanoveni specifického tepla [10,11,22].
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3.1.4 Termogravimetrie ( TG)
Metoda sleduje hmotnost vzorku pti rovhomérném zvySovani teploty.

Aplikace se vyuzivaji k urceni slozeni substanci, v gumarenské a plastikarské analyze,
analyze mineralii a keramickych materialti, nachazi vyuziti i v chemickém a farmaceutic-

kém primyslu [10,11,22].

3.1.5 Termomechanicka analyza

Metoda sleduje dimenzionéalni zmény béhem zahiivani (jako funkce ¢asu). Vyuziti aplikaci

piedevsim v oblasti polymera [10,11,22].

3.1.6 Termicka dilatometrie

Sleduje se zavislost objemu vzorku na teploté — roztaznost v zavislosti na teploté. Metoda
. . r v -4 v 7 wr ’ . . r v ’ w
sleduje velmi malé zmény 10™ cm. MéFici zatizeni sleduje objemové zmény pomoci své-

telného paprsku, kde indikace je fotometrickd nebo fotograficka.
Aplikace se vyuzivaji pti studiu polymert, u objemové nebo dilkové roztaznosti — smérni-
ce termodilatometrické kiivky.

Termicka dilatometrie je standardni metoda pro stanoveni stiedniho soucinitele délkové

teplotni roztaznosti kovovych, keramickych a skeln€ krystalickych materialii [10,11,22].

3.1.7 Termoopticka analyza
Zjistuje optické vlastnosti v zavislosti na ménici se teploté vzorku (Dopplertiv jev).

Vyuziti vlastnosti v méfeni propustnosti nebo odrazivosti interferenéniho méteni difuzni

reflexe, také i pro kontrolované teplotni programovani pro IC spektroskopii [10,11,22].

3.1.8 Spektralni a optické metody

Informace o vzorkuje ziskavaji méfenim intenzit vinovych délek (energii) zareni, které
sledované castice hmoty (ionty, atomy, molekuly) vysilaji, nebo které jsou riznymi in-
terakcemi s témito Casticemi pozménény. Zafeni, které métime se liSi nejen energii, ale
Zasto i povahou &astic, které paprsek vytvateji. Casto jde o zafeni elektromagnetické, kde
nosic¢em elektronického pole jsou fotony. Prakticky se vyuziva celé spektrum od rentgeno-

vych paprskil az k radiovym vlnam [10,11,22].
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3.1.9 Atomova absorpéni spektrometrie

Optickd metoda zalozena na méteni absorpce elektromagnetického zareni v rozmezi vino-
vych délek 190 az 850 nm volnymi atomy. Metoda je vhodna pro kvantitativni elementarni
analyzu asi Sedesati prvki, které jsou prevazné kovové. Pii pouziti této metody se predpo-
kladéa prevedeni této analyzované latky z vodného ¢i nevodného roztoku na volné atomy
v plynné fazi. Energetickd kvanta fotonti, ktera jsou pohlcovana pii absorpci odpovidaji
pfechodu vnéjsich elektrond atomu ze zdkladnich atomovych orbitalli na exitované. Pre-
chody zacinaji u absorpce a respektive konci u emise v zdkladnim stavu atomu, které jsou
oznacovany jako rezonan¢ni. Atomové orbitaly na rozdil od molekulovych orbitalll jsou
zavislé pouze na elektronovém stavu atomu, tyto prechody optického elektronu ve spektru

odpovidaji velmi uzkym frekvenénim pastim, které jsou pozorovany jako spektralni cary.
Vyuziti aplikace

Touto metodou Ize stanovit témét vSechny kovy, pficemz citlivost stanoveni se pro jednot-
livé kovy pomérné 1isi. Dal§Sim vyuzitim této metody Ize u sériového stanoveni kovl pfi-
tomnych v malé koncentraci, kde se mohou aplikovat pti analyze pitnych a uzitkovych
vod, v biochemii, v potravinafstvi, v toxikologii, ke kontrole znecisténi zivotniho prostiedi
kovy a stanoveni kovovych mikroelementt, které se daji urc¢it v ptidach, hnojivech a plas-

tech [10,11,22].

3.1.10 Molekulova absorpéni spektrometrie

Absorpcni spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti zkouma interakce latky s elek-
tromagnetickym zafenim pii vinové délce 180 az 800 nm. V UV-Vis je absorpce zafeni
spojend s prechodem molekuly ze zdkladniho do elektronové exitovaného stavu. Absorpcni
spektrum UV- VIS odrazi elektronovou strukturu molekuly. Absorpci zatfeni molekulami
muzeme sledovat ve vzorcich vSech skupenstvi. Pii pohlceni fotonu dochazi ke zvySeni
celkové energie molekuly a ta prechazi do exitovan¢ho stavu. Energeticky rozdil, ktery je
mezi obéma hladinami musi byt roven pfijatému kvantu zafeni. Podle zakoni elektrické

dynamiky je absorpce zaieni spojena i se zménou elektrické¢ho dip6lu molekuly [10,11,22].
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Pristrojové vybaveni

Absorpcni spektrometry UV — VIS nebo také spektrofometry, kterymi se méii spektra mo-
lekul a stanovi se jejich koncentrace. RozliSujeme spektrofotometry na jednopaprskové a

dvoupaprskové.

Kazdy spektralni absorpc¢ni fotometr se sklada ze ¢tyr zakladnich casti :
e zdroje zafeni,
e disperzniho systému,
e absorp¢niho systému,

o fotometrického systému skladajiciho se z fotoelektrického detektoru zaieni a meé-

fidla absorbance nebo propustnosti.

Obr. 9. Spektrometr Helios Alpha (Thermo) umistény na UFMI FT UTB ve Zlin¢.

Metoda ma rozséhlé pouziti v organické i anorganické analyze, déale se vyuZziva k feSeni
problémi povahy fyzikalné - chemické, ke zjisténi stechiometrie komplexnich sloucenin,
k ur€ovani koncentraci a rovnovaznych konstant pii disociacnich, asocia¢nich a komplexo-
tvornych reakcich. K vypoc¢tim se pifimo nabizi Lambertiv-Beertv zakon, nebot’ absorbanci

Ize relativn€ snadno méfit na zaklad¢ jeji znalosti ¢,, tak je mozné velmi pfesné stanoveni

analytu ve vzorku [10,11,22].

Lambertiv-Beertav zakon : A=¢c-c-d

[10,11]
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3.1.11 ATR - FT IR spektroskopie

Metoda je zalozena na interakci elektromagnetického zafeni o vinoétu v rozmezi 10 az
10 000 cm™ s mé&fenym vzorkem. Energie zafeni je dostatujici k tomu, aby molekuly pfi
absorpci zménily sviij rotacni a vibraéni stav. Infracervenymi spektry se tedy sleduji vib-
racni, rotacni a rotaén¢ — vibra¢ni pohyby molekul. Tyto pohyby se fidi zakony kvantové
mechaniky.

Uplna obrazova spektroskopie (ATR) je metoda, u které infradervené zafeni prochazi krys-
talem o vysokém indexu lomu. Na rozhranni krystalu a jeho okolniho prostiedi dochazi
k tplnému odrazu. Pti odrazu vznikd evanescentni vlna a ta zasahuje do prostfedi vné
krystalu. Infradervené zafeni ze spektrometru, které je vedené kolmo na krystal je zeSik-
meno koncem ATR krystalu. Prochdzejici zafeni krystalem pronikd do vzorku a pokazdé
se znovu odrazi od krystalu. Paprsek je opét vyveden z krystalu jeho zeSikmenym zakon-
cenim.

Pristrojové vybaveni

e IC spektra méfime na dvoupaprskovych piistrojich infradervenych spektrometrech,

e svazek paprskl, ktery vychazi ze zdroje se vétvi na dva rovnocenné svazky,

z nichz jeden prochazi kyvetou se vzorkem a druhy kyvetou s rozpoustédlem.
T¥i zakladni prvky IC spektrometru:

e zdroj infraerveného zéfeni, ktery tvofi tuhy zafi¢ z polovodicového materia-

lu (globar, Nernstova ty¢inka),
e monochromator,
e registracni zafizeni.

IC spektrometrie se vyuziva pro piipady silné absorbujici kapaliny, taveniny, latky citlivé
na zménu struktury, latky praskové a latky nerozpustné. Dalsi zvlaStni vyznam ma pfi

analyze plastl, vlaken, past, tkanin a natéra [10,11,12,22].
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Obr. 10. FTIR — 860 1 PC.

3.1.12 Experimentalni metody

V emisni spektroskopii molekula podstoupi piechod ze stavu s vyssi energii E; do stavu

s niz§i energii E, a rozdil energie se emituje jako foton.

V absorpéni spektroskopii se sleduje absorpce pfiblizn¢ monochromatického zaieni pfti
postupné zméné jeho frekvence v ur€itém rozsahu. Energie hv emitovaného nebo absorbo-
vaného fotonu, je dana frekvenci v emitovaného nebo absorbovaného zareni a je dana

Bohrovym vztahem:
hv=E;-E, [10,11]

Emisni a absorp¢ni spektroskopie dava stejné informace o rozdilech energetickych hladin a
o vSeobecnosti praktické uvahy, ktera urci techniku pouziti. Emisni spektroskopie se oby-
¢ejne pouziva pro spektroskopii ve viditelné a ultrafialové oblasti. Absorpcni spektrosko-
pie ma Castéjsi vyuziti. Také jeji spektra jsou lehce interpretované jako emisni spektra.
Zdroj zareni

Zdroj zéteni obycejné produkuje zafeni, zahrnujici urCitou oblast frekvenci. Pro dalekou
infracervenou oblast je zdrojem zafeni rtutova obloukova lampa v kfemenném skle a vét-
Sina zafeni je generovana pravé timto horkym kifemennym sklem. Pro ziskani zafeni v
blizké infraervené oblasti se pouziva Ernstova tyCinka. Toto zatizeni se skladd ze Zhavené
keramické ty¢inky obsahujici oxidy kovili vzacnych zemin (lantanoidy), které emituji zare-
ni podobajici se zafeni absolutné cerné¢ho télesa. Pro viditelnou oblast spektra se pouziva

wolframova / jodové lampa, kterd dava intenzivni bil¢ svétlo. Deuteriova nebo xenonova
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vybojka v kiemenném skle se stale pouziva pro blizkou ultrafialovou oblast. V nékterych
ptipadech zdroj zafeni generuje monochromatické zafeni, které mizeme menit v urcitém
rozsahu hodnot. Jednim z takovych generatort je klystron, elektronické zatizeni pouzivané
na generovani mikrovin. Na pokryti rozdilnych oblasti elektromagnetického spektra se

pouzivaji riizné typy lasert [10,11,22].

3.2 Reologie

Viskozimetry jsou zafizeni ur¢ena k méfeni hustoty — viskozity kapalin. Viskozita tekutin
je charakteristickou vlastnosti realnych kapalin, oproti idedlnim, u kterych se predpoklada
nulové vnitini tfeni pfi pohybu jednotlivych vrstev kapaliny. To znamena,ze proudi-li ka-
palina, jsou jeji ¢asti v relativnim pohybu, z ¢ehoz plyne, ze dvé po sobé se posunujici

vrstvy maji rtiznou rychlost a dochdzi mezi nimi k vnitfnimu tfeni [13].

3.2.1 Viskometrie newtonskych kapalin
Na viskometrii newtonskych kapalin pohlizime dvojim zpisobem:

e jednd se o stanoveni viskozitni funkce v oblasti, kde je platnd Newtonova viskozit-

ni hypotéza o= v, n je konstantni koeficient,

e jde o stanoveni materidlové konstanty m, kterd je parametrem Navier-Stokesovy

teorie.

V prvnim piipad¢ je cilem stanovit experimentalni méteni smykové rychlosti i smykové
napéti. V druhé fazi se zpracuji tato primarni data a udaje o viskozité, kterou pak ptifadime
k ur¢itému intervalu vychozich proménnych (o, y). Takovy postup lze vyuzit i pii méfeni
limitni viskozity n, psedoplastickych kapalin, nebot’ nedilnou soucasti viskometrickych
dat by mél byt pii viskometrii newtonskych kapalin i odhad proménné oblasti smykovych

rychlosti.

V druhém ptipadé nam staci vyziti skute¢nosti, Ze pti pomalém rezimu proudéni je pomér
(hnaci sila toku)/(rychlost toku) umérny viskozité. Koeficient umérnosti, ktery zavisi pre-
vazné na geometrickych parametrech pfistroje, miizeme stanovit kalibracnim méfenim se
stabilnim vzorkem o zndmé viskozité s viskozitnim standardem. Jako viskozitni standardy
se obvykle pouzivaji izké destilacni frakce alifatickych olejt, jejich viskozita se stanovi na

cejchovnich kapilarnich viskozimetrech v pozadovaném teplotnim rozmezi.
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Pfi peclivéjSim cejchovanim se stanovi 1 zavislost zminéného koeficientu iuméry na Rey-

noldsové Cisle (res. jiné odpovidajici veli¢ing, napt. rychlosti toku) [14].

Tab. 5. Tipy viskozimetrti pro technickd méteni [14].

Viskozimetr: vytokovy s padajici kouli ponorny rotacni

Priklad: Engler, Saybolt, Stokes, Brookfield,
Redwood, Ford Hoppler Ferranti-Shirley

Meéiena veli¢ina: | Objemovy priitok Rychlost padu kroutici moment
(doba vytoku) (doba padu)

Moznost ménit vytokovou kapilaru | kouli otacky, vieteno

3.2.1.1 Kapilarni metoda

Meéfeni viskozity je zaloZzeno na Poiseuillové rovnici. Métime pritok kapaliny kapilarou o

poloméru r a délce ¢:

_ i vf'-: . i‘pj}'?

77 S
SV -1 [15,16]

kde Ap rozdil tlakt, ten je dany hydrostatickym tlakem kapaliny ve svislé kapilafe a je
umérny hustoté kapaliny. V' objem kapaliny, ktery protece kapilarou za Cas 7. Viskozita je
t umérna hustoté kapaliny a dobé pritoku. Obvykle se provadi méfeni relativni, pii kterém
se na stejném viskozimetru porovnava viskozita métené kapaliny # se zndmou viskozitou
srovnavaci kapaliny #.r :

i T 7

‘E?mi’ Cot f)n.-f [15,16]

kde 7, 7er jsou doby pritoku urc¢itého objemu méfené a srovnavaci kapaliny, ty jsou vyme-
zené dvéma ryskami A a B, p a prs hustoty métené a srovnavaci kapaliny. Kapilarni vis-
kozimetry maji pfesnost v rozmezi od 0,01% do 0,1%, ale nemohou byt pouZity pro ne-

newtonské kapaliny, protoze rychlostni gradient neni konstantni — roste se vzdalenosti od
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osy kapilary. K vypoctim byla pouzita Hugginsova rovnice ,kterd popisuje zavislost redu-
kované viskozity h i/c, na hmotnostni koncentraci polymeru c, pro ziedéné roztoky rovni-

ce [15,16].

Hugginsova rovnice: hi/c=[h]+ kualhJ*c

Obr. 11. Ubbelohduv kapilarni viskozimetr s visaci hladinou, UTB Zlin [16].

Ubbelohde viskozimetr

Je to méfici pfistroj, ktery se pouziva jako méfici metoda zalozena na méfeni viskozity.
Doporucuje se pro méteni celulézovych polymerii. Vyhodou tohoto pftistroje je, Ze ziskané
hodnoty jsou nezavislé na koncentraci. Pistroj vynalezl némecky chemik Leo Ubbelohde

(1877-1964) [15,16].

3.2.1.2 Metoda padajici kulicky

Meéfeni této metody je zalozeno na Stokusové vztahu pro pad koule o poloméru r ve vis-

kozni prostiedi

2 g (g —p)
9 g [15,16]

=

Hoppleriv viskozimetr byva Castou variantou kulickovych viskozimetri. Kulicka se vali

sklenénou trubici o pfesn¢ znamém vnitinim priméru, sklonénou v thlu 10°, naplnénou
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meéienou kapalinou, ktera je obklopena temperacnim plastém. Méfi se Cas, ktery je potieb-
ny k prichodu kulicky mezi horni ryskou A a spodni ryskou B. Obvykle byva métena
srovnavacim zplisobem:

B e (po-py T (p -p)

Ba ¥ (- Pu) T (2, = P ) [15,16]
px je hustota kulicky, p a prr hustoty métené a srovnavaci kapaliny, u a ur rychlosti padu
kulicky, 7 a ter doby pruchodu kulicky mezi dvéma ryskami A a B, tedy ji-li trubice napl-

néna standardni kapalinou [15].

Obr. 12. Hopplertv viskozimetr.

Viskozimetr miize byt pouzit jen v ptipad€ prithledné newtonské kapaliny [15].

3.2.1.3 Rotacni viskozimetry

Rotac¢ni viskozimetry jsou zaloZeny na méteni torzni sily, kterou plisobi rotujici kapalina
na element zavéSeny na torznim vlakné. Rotac¢ni viskozimetr je sloZzen bud’ ze dvou valci,
mezi kterymi je uzka mezera, kterd je vyplnéna bud’ méfenou kapalinou (obr.12) nebo

z kuzele a desky (obr.13) [15].

Jeden z elementl se otac¢i konstantni thlovou rychlosti, s vnitinim tfenim kapaliny je ota-

¢ivy moment piendSen na druhy element, ktery je zavé€Seny na torznim vladkné. Po ustéleni
rovnovahy se méfi uhel pootoceni elementu od plivodni polohy ¢, ten je imérny uhlové

rychlosti w a viskozité¢ kapaliny (K je konstanta piistroje) [15]:

¢=K"]'(I)
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motor

- (a) Systém Couett s ota¢ivym vnitinim valcem [15]
orzni
senzor

(b) Systém Searle s ota¢ivym vnéjsim valcem [15]

(b)

Obr. 13. Schéma rota¢niho viskozimetru se dvéma soustiednymi valci [15].

a’{ﬁe‘-z!.:-rﬂ?ﬁ‘-uu'n'!-f{q'j
b e e

torzni
senzor

i (a) Systém Couett s ota¢ivym kuzelem
motor (b) Systém Searle s ota¢ivou deskou [15]

(b)

Obr. 14. Schéma rotac¢niho viskozimetru kuzel-deska [15].

Rotacni viskozimetry byvaji pouzivané i ke studiu nenewtonskych kapalin, nebot’ nam
umoziuji métit uhel pootoceni (Umérny napéti) v zavislosti na rychlosti otdceni (dmérna
rychlosti deformace.

Rotacni viskozimetry jsou vhodné i ke studiu nenewtonskych kapalin, nebot’ umoziiuji
mefit thel pootoceni (Umérny napéti) v zavislosti na rychlosti otaceni (imérna rychlosti

deformace) [15].
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Obr. 15. Rotaéni viskozimetr Visco Tester 6° VLT — 6 Thermo Haake, UTB Zlin.

3.2.2 Viskometrie nenewtonskych kapalin

Pro viskometrii nenewtonskych kapalin, pro stanoveni viskozitni funkce za podminek

smykového toku, se daji pouzit ptistroje, které:
e umoziuyji realizovat kinetické podminky smykového toku,

e umoznuji stanovit smykovou rychlost a smykové napéti z priméarnich dat experimentu a

kalibra¢nich charakteristik pfistroje.

Dle teorie viskometrickych tokli existuje pomérné rozsihld tfida kinematicky moznych
tokovych situaci, pfi kterych je napetova odezva nenewtonské kapaliny je stejna jako pfi
prostém smykovém toku. Pfi téchto tokovych situaci je mozno vzdy identifikovat varietu
nedeformovanych, vzajemné smykanych materidlovych ploch. Smykova rychlost v okoli
daného materidlového bodu je konstantni, avSak pro riizné materialové body miize byt

rizna. Mezi viskometrické toky patii napt.:

e rektilinearni toky — materidlové body se pohybuji po rovnobéznych piimkach rych-

losti,
e cirkularni toky — materialové body se pohybuji po kruznicich kolem spole¢né osy,
e helikalni toky — materidlové body se pohybuji po koaxidlnich Sroubovicich.

U vétsiny prakticky zajimavych viskometrickych toka jsou materialové plochy identické se
soutradnicovymi plochami kartézského, cylindrického a nebo sférického soutadnicového

systému.
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Ptisn¢ vzato, zadny viskometricky tok nelze realizovat zcela presné — proudéni v kapilare
musi nékde zacinat a také né€kde koncit, rotujici valec musi mit konecné rozmeéry, vlastni
dynamika primarniho proudéni (vliv setrva¢nosti, povrchové napéti, normalovych pnuti,
gravitace), také maze ovlivnit kinetiku (vznik sekundarnich proudéni). Kvantitativni studi-
um proudéni ve viskometrickych pfistrojich se proto vyzaduji pomérné slozité matematic-
ké metody a hlubsi znalost reologickych vlastnosti kapalin pfi neviskometrické kinematice

proudéni [14].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo zméfit vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti roztokl
atelokolagenu I nemodifikované¢ho a zesitovaného glutaraldehydem: koncentra¢ni zavis-
lost viskozity (prutokovym a rota¢nim viskozimetrem), teplotni zavislost viskozity vodnich

roztoki atelokolagenu I, UV VIS a IC spektra.

Aby bylo dosazeno cile této diplomové prace, byly nutné naplnit tyto dil¢i cile:

e zpracovat literarni reSerSi tykajici se kolagenu a jeho fyzikaln€ - chemickych

vlastnosti,
e pfipravit vodni roztoky a filmy atelokolagenu I,

e provést méfeni vybranych fyzikdlné chemickych vlastnosti roztoka ateloko-

lagenu .
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5 METODIKA PRACE

5.1 Priprava roztoki atelokolagenu I

Ptiprava roztoku kolagenu neni technologicky pfili§ jednoduchou zaleZitosti. Pii rozpusté-
ni kolagenu ve vodé¢ jsme velmi omezeni jeho rozpustnosti, ¢imz je odpovédna jeho kom-
paktni struktura. Vlivem mechanického ptlisobeni jako je tfepani a michani miZzeme dosah-
nout omezeného rozpousténi kolagenu i poskozeni vyssSich proteinovych struktur. Lepsi
fyzikalni vlastnosti kolagenni hmoty miiZeme ziskat plisobenim snizeného tlaku. V mnoha

vyzkumech bylo zjisténo, ze v tlakové kolagenni hmoté vznikaji nehomogenni shluky [19].

5.1.1 Koloidni gel atelokolagenu
Koloidni gel kolagenu byl pfipraven ze sterilni hemostatické plsti (Hypro Otrokovice).

4,7 g atelokolagenu I byly pfes noc namoceny v 54 ml destilované vody. Pak byl vzorek
okyselen 0,25 M kyselinou octovou (Uhersky brod) na pH 3 a homogenizovam na pru-
hledny gel (k dikladné homogenizaci byl pouzit ru¢ni mixér), gel byl homogenizovéan na
nejvyssi rychlost po dobu 35 sekund. Nasledné bylo pH zvySeno 2 M NaOH (Uhersky
Brod) na 6,5pH. Byl ziskany koloidni gel o celkovém objemu 250 ml. Ktery byl postupné
rozfedén do Ctyt koncentraci v poméru 1:1, pavodni koloidni gel a destilovana voda, dalsi
vzorky byly fedény z rozfedéného vzorku vzdy 1:1 (fedény vzore:destilovana voda). Dale

byla métena viskozita na Ubbelohde a rota¢nim viskozimetru.

Obr. 16. Pripravené a fedéné vzorky roztoku atelokolagenu.
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5.1.1.1 Méieni viskozity na Ubbelohde viskozimetru

U pfipravenych roztokt atelokolagenu byla métfena viskozita na kapilarnim Ubbelohde

viskozimetru v danych teplotach 25,3°C, 30 °C a 35 °C.

K méfeni byla pouzita tato zafizeni a pomucky:
e ubbelohde viskozimetr, typové oznaceni Ua, o priméru kapilary 0,534mm,
e termostat, stopky , nalevka, balonek,

e pfipravené roztoky atelokolagenu nemodifikovaného a sitovaného.

Postup méteni:

Ubbelohde viskozimetr spolu s danym roztokem byl temperovan na urcitou teplotu po do-
bu 20min. Po temperaci bylo provadéno méieni pritoku kapaliny kapilarou. Kazdy fedény
vzorek byl 5 krat méten. Po zméteni vzorki, byla zvySena zadana teplota termostatu a me-

feni bylo opakovéno i u dalSich dvou teplot.

Vyhodnoceni:

Vsechny priutokové Casy byly zaznamenéany do tabulek a grafii.

Obr. 17. Termostat a Ubbelohde viskozimetr.
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5.1.1.2 Mgieni viskozity na rotaénim viskozimetru Visco Tester 6" VLT — 6 Thermo

Haake, UTB Zlin

Ptipravené a zfedéné roztoky atelokolagenu 250ml, byly méfeny na rotaCnim viskozimetru

Visco Tester 6© VLT. Mé&feni bylo provadéno pii teploté 25,5°C.

K méfeni byla pouzita tato zafizeni a pomicky:

e rotaéni viskozimetru Visco Tester 6 VLT — 6 Thermo Haake, UTB Zlin,
e 250 ml kadinka, teplomér, elektricky ohfivac, ptipravené roztoky atelokolagenu,
e PC piipojeny k Visco Tester 6© VLT — 6 Thermo Haake,
e clement L1.
Postup méfenti:

Na rotacni viskozimetr byl pfipevnén element L1 a byl proveden autotest. Roztoky atelo-
kolagenu byly zahtaty na teplotu 25,5 °C. Poté byl roztok kolagenu v 250ml kéadince vlo-
zen pod rotacni viskozimetr. Do kadinky byl spustén element zavéSeny na torznim vlakné,
dale byly navoleny rychlosti otd¢eni na displeji viskozimetru v rozmezi RPM 0,3 - 200.

Stejny postup byl pouzit i u dalSich fedénych roztoki atelokolagenu.

Vyhodnoceni:

Byly méteny hodnoty smykového napéti na smykové rychlosti, které byly zaznamenany do

tabulek a grafii.
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Obr. 18. Visco Tester 6 VLT — 6 Thermo Haake, UTB Zlin.

5.1.2 Sitovani atelokolagenu

Piivodni roztok atelokolagenu upraveny na pH 6,5, byl sitovany vodnym roztokem GTA
(SIGMA — ALDRICH, Glutaraldehyde Solution, 50 wt.% in H,O) v koncentracich 0,25%,
0,5% a 1% w/v po dobu 3,5 hod pfi laboratorni teploté 22,5 °C.

5.1.2.1 Glutaraldehyd

Bezbarva kapalina Stiplavého zapachu, ktera se pouziva k desinfekci povrcht a predméti.
Také se pouziva pii primyslové Gpravé vody a jako konzervant . Je toxicky a zptisobuje
podrazdéni o¢i, nosu, krku, plic, bolest hlavy, ospalost a zadvraté. Glutaraldehyd je misitel-
ny s vodou, ethanolem, benzenem a pouziva se jako fixativ pro tkané pfi elektronové mik-
roskopii a k balzamovani. Také jako slozka pro ¢inéni kiizi a meziprodukt pfi vyrob¢ né-
kterych primyslovych chemikalii. Casto se pouziva v biochemickych aplikacich jako sit'o-

valo [5].

Glutaraldehyd rychle ni¢i buniky zesitovanim jejich bilkovin a ¢asto se pouziva samostatné
nebo ve smési formaldehydu, kdy je jako prvni ze dvou fixacnich procest ke stabilizaci
vzorkl napf. rostlinnych materiald, bakterii a lidskych bunék. Jako druhy se pouziva oxid
osmicely k sitovani, stabilizaci bun¢k a membranovych lipidli v organelach. Po fixaci na-
sleduje dehydratace tkan¢ bud’ ethanolem nebo acetonem, poté tkan zalijeme do epoxido-
vé nebo akrylové pryskyfice. [zomer polymeru glutaraldehydu, ktery je znamy jako poly-
cykloglutaracetal je fertilizérem vodnich rostlin. Je biologicky vyuZzitelnym zdrojem uhliku
pro vyssi rostliny, ne vSak pro fasy. Jeho pouzivani je zakdzano, proto neni dostupny na

trhu [5].
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Obr. 19. Sitovany atelokolagen v koncentracich 1%, 0,5% a 0,25%.

U sitovanych roztoki atelokolagenu byla métena viskozita na Ubbelohde viskozimetru.

Ziskané hodnoty byly zpracovany do tabulek a grafii

5.1.3 Priprava filmu roztoku atelokolagenu a tablet KBr se vzorkem

5.1.3.1 Nemodifikovany roztok atelokolagen

Z kazdého tedéného vzorku byl odpipetovan 1,5ml roztoku do Petriho misky. Déle bylo
provadéno odpatovani v susarné pti teplote¢ 60°C. Vysledné hodnoty byly zpracovany do

tabulky, byl sestaven graf odpafovani a vypocitané koncentrace roztoki.

Vysusené filmy roztoku kolagenu nebylo mozné odd¢lit z Petriho misek, proto byly filmy

seSkrabany skalpelem a pouzity na vyrobu tablet s KBr na méteni FT-IR.

5.1.3.2 Sitovany roztok atelokolagenu

3 ml sitovaného roztoku bylo odpipetovano do polystyrénové misky. Misky byly ponecha-
ny schnout 3 dny v laboratofi pii laboratorni teploté 22,5°C. Byly ziskany flexibilni filmy,
které nebylo mozné snadno oddélit od polystyrénové misky, proto byly filmy opatrné se-

Skrabany skalpelem a pouzity na vyrobu tablet s KBr na méteni FT-IR.
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Obr. 20. Sitovany roztok atelokolagenu na Obr. 21 Sitovany roztok kolagenu na
polystyrénové misce o koncentraci 0,25%. polystyrénové misce o koncentraci
0,5%.

Obr. 22. Sitovany roztok atelokolagenu na polystyrénové misce o koncentraci 1%.

5.1.3.3 Priprava KBr tablet

K ptipravé byla pouzita tato zafizeni a pomticky:
e KBr, seskrabané vzorky atelokolagenu nemodifikovaného a sitovaného,
e susarna, exsikator,
e analytické vahy, achatova miska, ocelova raznice TRYSTOM Olomouc,

e uzaviraci saCky na tablety.

Postup piipravy tablet:

5g KBr bylo suSeno 4 hodiny v sus$arné pii teploté 120 °C. Poté bylo KBr pfemisténo do

exikatoru a ponechano pies noc.
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e (Odvazeny sypky vzorek byl smiSen s vysuSenym KBr (191mg) a peclivé roze-

tfen v achatové misce.

Obr. 23. Achitova treci miska.

e Do ocelové raznice byl vlozen ocelovy kotoucek hladkou stranou vzhiiru. Na
lesklou plochu byl rovnomérné nasypan rozetieny KBr se vzorkem. Na tuto vrstvu
byl polozZen druhy ocelovy kotoucek opét hladkou stranou k prasku.

e Raznice byla umisténa do lisu, pfesn¢ na stied a rucné byla dotazena az na doraz.
Lis byl zaaretovan (packa vlevo dole byla posunuta doprava).

e Lis byl natlakovan na 40 kN, dale byl dotlacovéan na 70 kN.

e Lis byl uvolnén (odaretovan).

e Raznice byla uvolnéna z lisu pomoci horniho Sroubu. Tableta byla z raznice uvol-

néna pomoci plastového nastavce a umisténa do drzéku pristroje [20] [21].

Obr. 24. Pripravené tablety - Cisty KBr, Obr. 25. Pripravené tablety z KBr a vzorku.

Puvodni vzorek a 1.fedéni.
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Obr. 26. Ptipravené tablety ze sitované¢ho Obr. 27. Ocelova raznice TRYSTOM
kolagenu 0,25%, 0,5% a 1%. Olomouc.

5.1.4 Méreni FT-IR

Metoda IC spektroskopie je zaloZena na méfeni absorpce elektromagnetického zéafeni

v oblasti vinovych délek 0,8-1000 um.
K méfeni byla pouzita tato zafizeni a pomucky:
e FTIR -860 1 PC,

e pfipravené tablety KBr se vzorkem.

Obr. 28. FTIR -860 1 PC.

Postup méteni:

Po zapnuti pfistroje byly zkontrolovany parametry analyzy a bylo pomé&feno pozadi vzorku
— Cisté tableta KBr. Pfi stejném nastaveni pfistroje byly zmétfeny tablety ptipravené z KBr

a vzorku.
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Vyhodnoceni:

Latky byly identifikovany pomoci charakteristickych past, tedy pfifazenim analyzované
latky do skupiny. Byly ziskany IC spektra, kde byly znazornény grafy zavislosti absorban-

ce na vlnoctu.

5.1.5 Méfeni UV — VIS

Metoda je zalozena na interakci elektromagnetického zafeni o vinoétu v rozmezi 10 az

10 000 cm™ s méfenym vzorkem.
K méfeni byla pouzita tato zafizeni a pomicky:
e dvoupaprskovy spektrometr Helios Alpha UTB ve Zling,

e plastové kyvety, pfipravené roztoky kolagenu nemodifikovaného a sitovaného.

Obr. 29. Plastové kyvety. Obr. 30. Spektrometr Helios Alpha
zasobnik na vice kyvet.
Postup méteni:

Byly vybrany dvé Cisté kyvety, do jedné kyvety byla nalita destilovand voda a do druhé
kyvety byl nalit plivodni vzorek kolagenu. Kyvety byly vloZzeny do zasobniku kyvet, mé-
feni bylo provadéno proti slepému vzorku(destilovana voda). Dale bylo navoleno absorp¢-
ni spektrum v rozsahu 190 — 500 nm s krokem 1nm a déale 2nm. U sitovanych roztoki ko-

lagenu bylo navoleno absorp¢ni spektrum v rozsahu 190 — 700 nm, s krokem 1nm, 2nm.
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Obr. 31. Spektrometr Helios Alpha — priitbéh méteni vzorku roztoku kolagenu.

Vyhodnocent :

Roztoky byly nalévany do kyvet od vyssi koncentrace k nizSim koncentracim, aby se za-
mezilo ptfipadné chyby, vzniklé postupnym vyplachovanim starych standardi vyménou za
nové. Ze ziskanych hodnot byly vypracovany grafy v zavislosti absorbance na vinové dél-
ce. Déale byly odecitany hodnoty absorbance vSech fedénych roztokl pti vinové délce 290

nm a vypocteny hodnoty Lambert - Beerova zakona.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky a diskuze odparovani roztokii kolagenu a stanoveni kon-

centrace roztoku

Tab. 6. Hmotnost Petriho misek a vzorku roztoka.

ubytek
Hmotnost Petriho misek (g) | Bez vzorku | se vzorkem 1,5 ml | vzorek(g) | suSenim(g)
H20 15,9554 17,4779 1,5225 | celkové odpareni
Puvodni vzorek 14,7929 16,2004 1,4075 0,1626
1.Fedéni 15,8524 17,3237 1,4713 0,082
2.Fedéni 16,1397 17,6511 1,5114 0,0375
3.redéni 15,7054 17,3316 1,6262 0,0186
4.Fedéni 15,6675 17,1754 1,5079 0,0064
Tab. 7. Namétené hodnoty pfi odpatrovani vzorkl pii 60 C°.
cas(s)/vzorek H,0 Pivodni vzorek | 1. Fedéni | 2. Fedéni | 3. Fedéni | 4. Fedéni
0 1,522 1,408 1,471 1,511 1,626 1,508
120 1,401 1,232 1,272 1,347 1,413 1,320
240 1,287 1,008 1,059 1,132 1,153 1,097
360 1,200 0,788 0,825 0,842 0,964 0,884
480 1,088 0,555 0,628 0,636 0,778 0,700
600 0,999 0,418 0,416 0,432 0,568 0,424
720 0,903 0,328 0,304 0,211 0,386 0,261
840 0,810 0,262 0,223 0,101 0,253 0,160
960 0,718 0,222 0,157 0,049 0,158 0,078
1080 0,626 0,206 0,116 0,048 0,072 0,016
1200 0,551 0,201 0,100 0,046 0,025 0,009
1440 0,428 0,195 0,096 0,044 0,023 0,009
1680 0,317 0,191 0,095 0,043 0,023 0,008
1920 0,212 0,187 0,094 0,043 0,023 0,008
2160 0,138 0,182 0,091 0,041 0,063 0,008
2400 0,090 0,179 0,090 0,041 0,021 0,008
2640 0,066 0,175 0,088 0,040 0,020 0,008
2880 0,033 0,174 0,088 0,040 0,020 0,008
3120 0,012 0,172 0,087 0,039 0,020 0,008
3360 0,000 0,171 0,087 0,040 0,020 0,008
3600 0,000 0,169 0,086 0,040 0,020 0,008
4200 0,000 0,166 0,084 0,038 0,019 0,007
4800 0,000 0,165 0,083 0,038 0,019 0,007
5400 0,000 0,163 0,082 0,037 0,019 0,006
6300 0,000 0,163 0,082 0,037 0,019 0,006
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Obr. 32. Grafické znazornéni odpatrovani roztokl atelokolagenu pii 60 C°.
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Z obrazku lze vypozorovat opafovani roztokti a destilované vody pii 60C°. Po celkovém

odpateni vzorkl roztokd, byly zjistény celkové ubytky hmotnosti vzorkli kolagenu tab. 6.

Z téchto namétenych hodnot byly vypocitany koncentrace fedénych roztok kolagenu

tab.8.

Tab. 8. Vypocty koncentrace roztokl atelokolagenu.

m [g] ¢ [g/ml]
Puvodni roztok 0,163 0,108
1.Fedéni 0,082 0,055
2.fedéni 0,038 0,025
3.fedéni 0,019 0,012
4.fedéni 0,006 0,004

6.2 Vysledku a diskuze Ubbelohdeho viskozimetru

6.2.1 Namétené hodnoty na Ubbelohde viskozimetru pfi 25,3 °C

Tab. 9. Pritokové ¢asy roztoki kolagenu a sitovaného kolagenu, métené na Ubbelohde

viskozimetru pro vzorek temperovany na 25,3 °C.

pritok kapaliny
kapilarou Pivodni | fedéni | Fedéni | Fedéni | Fedéni | sitovani | sit’ovani | sitovani
(s) Voda | vzorek 1 2 3 4 0,25% 0,5% 1%

t1(s) 167,0 | 388,0 | 262,0 | 202,0 | 189,0 | 182,0 | 362,0 363,0 363,0
t2(s) 165,0 | 382,0 | 257,0 | 219,0 | 188,0 | 181,0 | 362,0 363,0 362,0
t3(s) 164,0 | 388,0 | 258,0 | 208,0 | 188,0 | 183,0 | 361,0 362,0 363,0
t4 (s) 165,0 | 381,0 | 255,0 | 210,0 | 188,0 | 180,0 | 363,0 364,0 362,0
t5(s) 163,0 | 378,0 | 260,0 | 207,0 | 188,0 | 179,0 | 361,0 363,0 368,0
Pramér t (s) 164,8 | 383,4 | 2584 |209,2 | 1882 | 181,0 | 361,8 363,0 363,6




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

59

M¢éirenim byly ziskané pratokové casy roztokl kolagenu na Ubbelohde viskozimetru

s prumérem kapilary 0,534 pfi teploté 25,3 °C.

Tab. 10. Vypolet kinematické viskozity v (mm?/s) pro vzorek temperovany na 25,3 °C.

v H,0 V vzorek Vi Va Vi Vg v0,25% | v 0,5% v 1%
k (mm’/s) | (mm’/s) | (mm?s) | (mm*/s) | (mm’/s) | (mm?*s) | (mm?/s) | (mm®*/s) (mm?/s)

0,004993 0,834 1,937 1,308 1,009 0,944 0,909 1,807 1,812 1,812
0,004993 0,824 1,907 1,283 1,093 0,939 0,904 1,807 1,812 1,807
0,004993 0,819 1,937 1,288 1,039 0,939 0,914 1,802 1,807 1,812
0,004993 0,824 1,902 1,273 1,049 0,939 0,899 1,812 1,817 1,807
0,004993 0,814 1,887 1,298 1,034 0,939 0,894 1,802 1,812 1,837

0,823 1,914 1,290 1,045 0,940 0,904 1,806 1,812 1,815

Tab. 11.Vypocty specifické a relativni viskozity pro vzorek temperovany na 25,3 °C.

Vzorek-H,0 |ny Nsp/C clg/ml] |nea In n,o/c
puvodni vzorek 218.,6 1,326 | 12,282 | 0,108 | 2,326 | 7,818
Fedéni 1 93,6 0,568 | 10,327 | 0,055 1,568 | 8,178
Fedéni 2 44 .4 0,269 | 10,777 | 0,025 1,269 | 9,542
Fedéni 3 23,4 0,142 | 11,833 | 0,012 | 1,142 | 11,064
Fedéni 4 16,2 0,098 | 24,575 | 0,004 | 1,098 | 23,441
sitovani 0,25% 197,0 1,195 | 11,068 | 0,108 | 2,195 | 7,281
sitovani 0,5% 1982 1,203 | 11,136 | 0,108 | 2,203 | 7,312
sitovani 1% 198.,8 1,206 | 11,170 | 0,108 | 2,206 | 7,327
241 &
y =2,410x + 11,047 (ml/g)
18 - R2= 0,0258
L
=
R s —
6 4
0

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

c [g/ml]

Obr. 33. Grafické zndzornéni zavislosti ngy/c na koncentraci pro vzorek temperovany na

25,3 °C. Sipka: vynesena data pro sitované vzorky.
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Z linearni regrese byla ziskdna hodnota limitniho viskozitniho Cisla 11,047 (ml/g) a tg a

2,410 ze kterych byla vypoétena hodnota Hugginsova koeficientu 0,0196 [g*/ml’] .

Hugginsova rovnice

kH

_lga

[7]

Tab. 12. Vypocet Hugginsova koeficientu pro vzorek temperovany na 25,3 °C.

[n] [ml/g]

[n]* [mI*/g’]

tg a

ku [¢*/mI’]

11,047

122,0

2,410

0,0196

6.2.2 Naméiené hodnoty na Ubbelohde viskozimetru pri 30 °C

Tab. 13. Pratokové Casy roztoki kolagenu a sitovaného kolagenu, métené na Ubbelohde

viskozimetru pro vzorek temperovany na 30 °C.

pritok kapaliny
kapilarou Pivodni | Fedéni | fedéni | Fedéni | Fedéni | sitovani | sitovani | sitovani
(s) Voda | vzorek 1 2 3 4 0,25% 0,5% 1%
t1(s) 159,0 316,0 217,0 | 186,0 | 171,0 | 165,0 320,0 320,0 320,0
t2(s) 159,0 | 312,0 215,0 | 186,0 | 171,0 | 164,0 323,0 329,0 329,0
t3(s) 160,0 303,0 215,0 | 185,0 | 170,0 | 164,0 318,0 322,0 319,0
t4(s) 159,0 | 301,0 214,0 | 186,0 | 169,0 | 164,0 325,0 318,0 321,0
tS5(s) 160,0 305,0 215,0 | 185,0 | 170,0 | 164,0 319,0 321,0 323,0
Priumér t (s) 159,4 307,4 2152 | 185,6 | 170,2 | 164,2 321 322 322,4
Meéienim byly ziskané pratokové Casy roztokii kolagenu na Ubbelohde viskozimetru
s pruméerem kapilary 0,534 pfi teploté 30°C.
Tab. 14. Vypocet kinematické viskozity v (mm?/s) pro vzorek temperovany na 30 °C.
v H,O | v vzorek Vi Va Vi V4 v0,25% | v 0,5% v1%
k (mm?/s) | (mm?s) | (mm%/s) | (mm?®s) | (mm?/s) | (mm?*s) | (mm?/s) | (mm%s) | (mm?/s)
0,004993 | 0,794 1,578 1,083 0,929 0,854 0,824 1,598 1,598 1,598
0,004993| 0,794 1,558 1,073 0,929 0,854 0,819 1,613 1,643 1,643
0,004993 | 0,799 1,513 1,073 0,924 0,849 0,819 1,588 1,608 1,593
0,004993 | 0,794 1,503 1,069 0,929 0,844 0,819 1,623 1,588 1,603
0,004993 | 0,799 1,523 1,073 0,924 0,849 0,819 1,593 1,603 1,613
0,796 1,535 1,074 0,927 0,850 0,820 1,603 1,608 1,610

Tab. 15. Vypocty specifické a relativni viskozity pro vzorek temperovany na 30 °C.
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Vzorek-
H,0 Nso Ny/c | ¢ [g/ml] Nrel In n,o/c
piivodni vzorek 148,0 0,928 8,597 0,108 1,928 6,081

Fedéni 1 55,8 0,350 6,365 0,055 1,350 | 5,457
Fedéni 2 26,2 0,164 6,575 0,025 1,164 | 6,087
fedéni 3 10,8 0,068 5,646 0,012 1,068 | 5,463
redéni 4 4,8 0,030 7,528 0,004 | 1,030 | 7,417

sitovani 0,25% 161,6 1,014 9,387 0,108 | 2,0138 | 6,482
sitovani 0,5% 162,6 1,020 9,445 0,108 | 2,0201 | 6,511
sitovani 1% 163,0 1,023 9,468 0,108 | 2,0226 | 6,522

12 -
y =28,076x + 6,023 (ml/g)
R?=0,7297 *

8 |
o L g
B L
2 L 2

4

0 T T 1

0,00 0,04 0,08 0,12
c [g/ml]

Obr. 34. Grafické znazornéni zavislosti ng/c na koncentraci pro vzorek temperovany na

30 °C. Sipka: vynesen4 data pro sitované vzorky.

Z linearni regrese byla ziskdna hodnota limitniho viskozitniho ¢isla 6,023 (ml/g) a tg o

28,281 ze kterych byla vypoétena hodnota Hugginsova koeficientu 0,774 [g*/ml*] .

Hugginosova rovnice

_ga

[n]

Tab. 16. Vypocet Hugginsova koeficientu pro vzorek temperovany na 30 °C.

ky

[n] [ml/g] m]? [m1*/g?] tg o ky [g*/m1?]
6,023 36,281 28,076 0,774
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6.2.3 Naméiené hodnoty na Ubbelohde viskozimetru pri 35 °C

Tab.17. Prutokové Casy roztoku kolagenu a sitovaného kolagenu, méfené na Ubbelohde

viskozimetru pro vzorek temperovany na 35 °C.

pritok kapaliny
kapilarou fedéni | fedéni | Fedéni | Fedéni | sitovani | sitovani | sitovani
(s) Voda | vzorek 1 2 3 4 0,25% 0,5% 1%
t1(s) 150,0 | 261,0 | 209,0 | 169,0 | 154,0 | 146,0 276,0 279,0 278,0
t2(s) 144,0 | 262,0 | 196,0 | 166,0 | 154,0 | 1470 272,0 275,0 279,0
t3(s) 145,0 | 260,0 | 195,0 | 165,0 | 152,0 | 147,0 272,0 279,0 276,0
t4(s) 146,0 | 258,0 | 191,0 | 165,0 | 151,0 | 147,0 271,0 275,0 275,0
t5(s) 145,0 | 257,0 | 191,0 | 166,0 | 151,0 | 147,0 272,0 275,0 279,0
Primér t(s) | 146,0 | 259,6 | 196,4 | 166,2 | 152,4 | 146.,8 272,6 276,6 2774

M¢éirenim byly ziskané pratokové casy roztokl kolagenu na Ubbelohde viskozimetru

s prumérem kapilary 0,534 pfi teploté 35°C.

Tab. 18. Vypocet kinematické viskozity v (mm?/s) pro vzorek temperovany na 35 °C.

vH,O | vvzorek V1 V, V3 Vg4 v0,25% | v 0,5% | v1%
k (mm*s) | (mm*s) | (mm?/s) | (mm?/s) | (mm?/s) | (mm*/s) | (mm*/s) | (mm?s) | (mm®/s)

0,00499 | 0,749 1,303 1,044 | 0844 | 0,769 | 0,729 1,378 1,393 | 1,388
0,00499 | 0,719 1,308 0,979 | 0,829 | 0,769 | 0,734 1,358 1,373 | 1,393
0,00499 | 0,724 1,298 0,974 | 0824 | 0,759 | 0,734 1,358 1,393 | 1,378
0,00499 | 0,729 1,288 0,954 | 0824 | 0,754 | 0,734 1,353 1,373 | 1,373
0,00499 | 0,724 1,283 0,954 | 0829 | 0,754 | 0,734 1,358 1,373 | 1,393

0,729 1,296 0,981 | 0830 | 0,761 | 0,733 1,361 1,381 | 1,385

Tab.19. Vypocty specifické a relativni viskozity pro vzorek temperovany na 35 °C.

Vzorek-

H,0 Nsp Nsp/C c[g/ml] Nrel In n,.q/c
Puvodni vzorek 113,6 0,778 7,204 0,108 1,778 5,329
Fedéni 1 50,4 0,345 6,276 0,055 1,345 5,392
Fedéni 2 20,2 0,138 5,534 0,025 1,138 5,183
Fedéni 3 6,4 0,044 3,653 0,012 1,044 3,575
redéni 4 0,8 0,005 1,370 0,004 1,005 1,366
sitovani 0,25% 126,6 0,867 8,029 0,108 1,867 5,781
sitovani 0,5% 130,6 0,895 8,283 0,108 1,895 5,916
sitovani 1% 131,4 0,900 8,333 0,108 1,900 5,943
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nsp/c

y = 37,899x + 3,922 (ml/g)
R%2=0,8961

c [g/ml]

0,09 0,12

Obr. 35. Grafické znazornéni zavislosti ng/c na koncentraci pro vzorek temperovany na

35 °C. Sipka: vynesena data pro sitované vzorky.

Z linearni regrese byla ziskdna hodnota limitniho viskozitniho ¢isla 3,922 (ml/g) a tg o

37,899 ze kterych byla vypoétena hodnota Hugginsova koeficientu 2,464 [g*/ml?] .

Hugginosova rovnice

B Iga

[7]

kH

Tab. 20. Vypocet Hugginsova koeficientu pro vzorek temperovany na 35 °C.

[n] [ml/g]

[n]* [mI*/g’]

tg a

ku [g*/mI’]

3,922

1,382

37,899

2,464
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6.3 Vysledky a diskuze rotaéniho viskozimetru Visco Tester 6" VLT — 6
Thermo Haake, UTB Zlin

6.3.1 Méreni piivodniho roztoku kolagenu na rota¢nim viskozimetru
Roztoky kolagenu byly méteny pfi teploté 25,5°C.

Tab. 21. Namétené hodnoty zavislosti smykového napéti na smykové rychlosti pro pivod-

ni vzorek roztoku atelokolagenu. Méfeno pfti teploté 25,5 °C.

RPM 7 [s-1] 7[Pa] n[Pas]
1,5 1,500 0,012 0,008
3 3,000 0,132 0,044
12 12,000 0,024 0,002
30 29,999 0,054 0,002
50 49,998 0,126 0,003
60 59,998 0,216 0,004
100 99,997 0,480 0,005
0,6 T T T T T 0,010
— 0,008
- 0,006 =
’:6
QD
-4 0,004 £
- 0,002
0,000
0 20 40 60 80 100 120

Smykova rychlost (s'l)

Obr. 36. Grafické znazornéni zavislosti smykového napéti a viskozity na smykové rychlos-

ti pivodniho vzorku roztoku atelokolagenu I. Méfeno pfi teploté 25,5 °C.
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Z linearni regrese smykového napéti byla zjisténa hodnota viskozity roztoku atelokolagenu

0,004 Pas.

6.3.2 Méreni 1.Fedéného roztoku kolagenu na rota¢nim viskozimetru

Tab. 22. Naméfené hodnoty zavislosti smykového napéti a dynamické viskozity na smy-

kové rychlosti pro vzorek roztoku atelokolagenu 1. fedéni 1:1. Méfeno pfi teploté 25,5 °C.

0,007

— 0,006

0,005

0,004

0,003

— 0,002

- 0,001

RPM 7 [s-1] 7[Pa] n[Pas]
10 10,000 0,048 0,005
30 29,999 0,030 0,001
50 49,998 0,096 0,002
60 59,998 0,186 0,003
100 99,997 0,378 0,004
200 199,990 1,218 0,006

14 T T

1,2 -

10 [ A b[1] 0,005 (Pa s)
g 0,8 - A
a
~— 0,6 -
l_)

0,4 -

0,2 -

0,0 & . | |

0 50 100

Smykova rychlost (s1)

150

200

0,000
250

(sed)u

Obr. 37. Grafické zndzornéni zavislosti smykového napéti a viskozity na smykové rychlos-

ti.
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Z linearni regrese smykového napéti byla zjisténa hodnota viskozity 1.fedéného roztoku

atelokolagenu 0,005 Pas.

6.3.3 Méreni 2.Fedéného roztoku kolagenu na rota¢nim viskozimetru

Tab. 23. Naméfené hodnoty zavislosti smykového napéti a dynamické viskozity na smy-

kové rychlosti pro vzorek roztoku atelokolagenu 2. fedéni 1:1. Méfeno pfi teploté 25,5 °C.

RPM 7 [s-1] 1[Pa] | n[Pas]
10 10,000 0,030 | 0,00301
20 19,999 0,016 | 0,00031
30 29,999 0,024 | 0,00080
50 49,999 0,090 | 0,00180
60 59,999 0,168 | 0,00280
100 99,997 0,348 | 0,00348
200 199,990 | 1,116 | 0,00549

12 | | | | 0,006
=N
1ok -1 0,005
0.8 b[1] 0,005 (Pas) -1 0,004
/(/? =
cu B —~
& 06 FA — 0,003 ;JU
= )
0.4 L 10,002
02| -1 0,001
00 L 00® ! I ' 0,000
0 50 100 150 200 250

Smykova rychlost (s'l)
Obr. 38. Grafické znazornéni zavislosti smykového napéti a viskozity na smykové rychlos-
ti.
Z lineéarni regrese smykového napéti byla zjiSténa hodnota viskozity 2. fedéné¢ho roztoku

atelokolagenu 0,005Pas.
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6.3.4 Méreni 3.Fedéného roztoku kolagenu na rota¢nim viskozimetru

Tab. 24. Naméfené hodnoty zavislosti smykového napéti a dynamické viskozity na smy-

kové rychlosti pro vzorek roztoku atelokolagenu 3. fedéni 1:1. Méfeno pfi teploté 25,5 °C.

RPM 7 [s-1] 7[Pa] n[Pas]
0,5 0,500 0,006 0,012
30 29,999 0,018 0,001
50 49,998 0,096 0,002
60 50,998 0,144 0,002
100 99,997 0,360 0,004
200 199,990 1,056 0,005

12 T T
0P
b[1] 0,005 (Pas)
0,8
0
é_fi 0,6
-

0,4

0,2

0,014

0,012

0,010

0,008

— 0,006

-1 0,004

- 0,002

Smykova rychlost (s'1)

100

150

200

0,000
250

(sed)u

Obr. 39. Grafické zndzornéni zavislosti smykového napéti a viskozity na smykové rychlos-

ti.

Z linearni regrese smykového napéti byla zjisténa hodnota viskozity 3.fedéného roztoku

atelokolagenu 0,005 Pas.
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6.3.5 Méreni 4.redéného roztoku kolagenu na rota¢nim viskozimetru

Tab. 25. Namétené hodnoty zavislosti smykového napéti a dynamické viskozity na smy-

kové rychlosti pro vzorek roztoku atelokolagenu 4. fedéni 1:1. Méfeno pfi teploté 25,5 °C.

RPM 7 [s-1] 7[Pa] n[Pas]
12 12,0000 | 0,0060 | 0,0012
20 19,9990 | 0,0120 | 0,0015
30 29,9990 | 0,0240 | 0,0015
50 49,9990 | 0,0780 | 0,0016
60 59,9990 | 0,1260 | 0,0021
100 99,9970 | 0,3300 | 0,0033
200 1999900 | 1,0200 | 0,0051

12§ : : : : 0,006
1,0 - A {0,005
b[1] 0,004 (Pas) .

0,8 - {0,004
’J)‘ =
(U | —~~
o 0,6 ~0003
- )

04 0,002

0,2 - -1 0,001

00 i+ 00® | | | ! 0,000

0 50 100 150 200 250

Smykova rychlost (3'1)
Obr. 40. Grafické zndzornéni zavislosti smykového napéti a viskozity na smykové rychlos-
ti.
Z linearni regrese smykového napéti byla zjisténa hodnota viskozity 4.fedéného roztoku

atelokolagenu 0,004 Pas.
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6.4 Vysledky a diskuze méreni FT-IR

6.4.1 FT-IR méreni piivodniho vzorku roztoku atelokolagenu

Zavislost absorbance na vinoé¢tu

Absorbance

1283 1186 1090 993 897 800

vinocet [cm-1]

Obr. 41. Grafické zndzornéni zavislosti absorbance na vino¢tu méfeného u tablet z ptivod-
niho vzorku.
Mg¢teni bylo provadéno na pfedem pfipravenych tabletach z KBr a ptivodniho vzorku ate-

lokolagenu v hmotnostnim poméru 10:1.

Zavislost absorbance na vinocétu

0,8

0,4

Absorbance

0 T T T
2958 2668 2379 2090 1800

vinocet [cm-1]

Obr. 42. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vino¢tu méfeného u tablet z ptivod-
niho vzorku.
Meéieni bylo provadéno na piredem pripravenych tabletach z KBr a ptivodniho vzorku ate-

lokolagenu v hmotnostnim poméru 10:1.
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6.4.2 FT-IR méreni 1.Fedéného roztoku atelokolagenu

Zavislost absorbance na vinoctu

Absorbance
N

1379 1234 1090 945 800

vinoéet [cm-1]

Obr. 43. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 1. fedé-
ného vzorku.
Me¢teni bylo provadéno na predem pfipravenych tabletich z KBr a 1. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.

Zavislost absorbance na vinoctu

0,8 -
o
(8]
c
o
£ 04
)
"
o
<

o T T T T 1
2960 2670 2381 2092 1802
vinocet [cm-1]

Obr. 44. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vinoctu méfeného u tablet z 1. fed¢-
ného vzorku.
Me¢fteni bylo provadéno na pfedem pfipravenych tabletich z KBr a 1. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.
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Zavisloat absorbance na vinoc¢tu

0,8 -
Q 016 ]
(%)
c
©
2 04
o
7]
Ke)
< 0,2

0 T T T T T T 1
3115 3081 3047 3014 2980
vinocet [cm-1]

Obr. 45. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 1. fedé-
ného vzorku.
Meéieni bylo provadéno na predem pfipravenych tabletach z KBr a 1. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.

6.4.3 FTIR méreni 2. Fedéného roztoku atelokolagenu

Zavislost absorbance na vinoétu

1.8 -

0.6 LA_‘AV‘T/\I\ - . | | | /

Absorbance

0 ‘ ‘ \ VasS
0.6 1283 1186 109M v 93 897 800
-1,2 -

vinocet [cm-1]

Obr. 46. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 2. fedé-
ného vzorku.
Meéfieni bylo provadéno na pfedem pfipravenych tabletich z KBr a 2. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.
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Zavislost absorbance na vinoctu

0,5 1

Absorbance

0 T T T T
3012 2988 2963 2939 2915

vinoéet [cm-1]

Obr. 47. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 2. fedé-
ného vzorku.
Meéfieni bylo provadéno na pfedem pfipravenych tabletdich z KBr a 2. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.

6.4.4 FT-IR méreni 3. Fedéného roztoku atelokolagenu

Zavislost absorbance na vinoctu

3 _
[<}]
O
c 2
(5]
o]
[
2
e 17
<

0 T T T T 1

1379 1234 1090 945 800
vinoéet [cm-1]

Obr. 48. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 3. fedé-
ného vzorku.
Meéieni bylo provadéno na predem ptipravenych tabletach z KBr a 3. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.
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Zavislost absorbance na vinocétu
0,6 -
0,4 -

0,2 -

Absorbance

0 T T T T T T
2915 2674 2433 2192 1951

vinoéet [cm-1]

Obr. 49. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 3. fedé-
ného vzorku.
Me¢fteni bylo provadéno na predem pfipravenych tabletich z KBr a 3. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.

6.4.5 FT-IR méreni 4. Fedéného roztoku atelokolagenu

Zavislost absorbance na vinocétu

Rt
<
I

o
N
|

Absorbance

o\

1379 1234 1090 945 800

vino€et [cm-1]

Obr.50. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 4. fedé-
ného vzorku.
Meéieni bylo provadéno na predem ptipravenych tabletach z KBr a 4. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.
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Zavislost absorbance na vinoctu
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Obr. 51. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 4. fedé-
ného vzorku.
Me¢fteni bylo provadéno na predem pfipravenych tabletich z KBr a 4. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.

Zavislost absorbance na vinoctu

0,4
0,3 -

0,2 -

Absorbance

0,1 -

3389 3244 3099 2955 2810

vinocet [cm-1]

Obr. 52. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u tablet z 4. fedé-
ného vzorku.
Mg¢teni bylo provadéno na pfedem pfipravenych tabletich z KBr a 3. fedéného roztoku

atelokolagenu v poméru 10:1.
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6.4.6 FT-IR méreni sittovaného atelokolagenu glutaraldehydem v koncentraci

0,25%
Zavislost absorbance na vinoétu

g 2
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Obr. 53. Grafickd znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu meéfeného u sitovaného

atelokolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0,25%.

Me¢éieni bylo provadéno na predem piipravenych tabletdch z KBr a sitovaného ateloko-

lagenu 0,25% v pomé&ru 10:1.

Zavislost absorbance na vinoc¢tu

0,12 -
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Obr. 54. Grafickd znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u sitovaného

atelokolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0,25%.

Mg¢fteni bylo provadéno na pfedem piipravenych tabletich z KBr a sitovaného ateloko-

lagenu 0,25% v poméru 10:1.
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Zavislost absorbance na vinoc¢tu

L

-

N
I

0,06 -

Absorbance

2680 2535 2391 2246 2101

vinocet [cm-1]

Obr. 55. Grafickd znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu méfeného u sitovaného

atelokolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0,25%.

Meéfieni bylo provadéno na ptedem piipravenych tabletach z KBr a sitovaného ateloko-

lagenu 0,25% v poméru 10:1.

6.4.7 FT-IR méreni sitovaného atelokolagenu glutaraldehydem v koncentraci

0,5%
Zavislost absorbance na vinoctu
2,4 -
Q
(3]
S 1,6
©
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1186 1090 993 897 800
vinocet [cm-1]

Obr. 56. Graficka znazornéni zavislosti absorbance na vino¢tu méfeného u sitovaného

atelokolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0, 5%

Meéfieni bylo provadéno na predem ptipravenych tabletich z KBr a sitovaného kolagenu

0, 5% v poméru 10:1.
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Zavislost Absorbance na vinoétu
1,8 -

1,2 4

Absorbance

0,6 -

0 T T T T T T T T 1
2998 2974 2950 2926 2902 2878

vinocet [cm-1]

Obr. 57. Grafickd znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu meéfeného u sitovaného

atelokolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0,5%.

Me¢éieni bylo provadéno na predem piipravenych tabletdch z KBr a sitovaného ateloko-

lagenu 0, 5% v pomé&ru 10:1.

6.4.8 FT-IR méreni sittovaného atelokolagenu glutaraldehydem v koncentraci

1%
Zavislost absorbance na vinocétu
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Obr. 58. Grafickd znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu métfené¢ho u sitované¢ho
atelokolagenu glutaraldehydem o koncentraci 1%.
Me¢éieni bylo provadéno na predem piipravenych tabletdch z KBr a sitovaného ateloko-

lagenu 1% v poméru 10:1.
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Zavislost absorbance na vinoctu

0,8 -

0,4

Absorbance

0 T T T T T T T T 1
2916 2675 2434 2193 1952 1711

vinoéet [cm-1]

Obr. 59. Grafickd znazornéni zavislosti absorbance na vlno¢tu meéfeného u sitovaného

atelokolagenu glutaraldehydem o koncentraci 1%.

Me¢éieni bylo provadéno na predem piipravenych tabletdch z KBr a sitovaného ateloko-

lagenu 0, 5% v poméru 10:1.

6.5 Vysledky a diskuze méreni UV-VIS

6.5.1 Méreni vzorki roztoki kolagenu po Inm
Lambert - Beertiv zikon :
A=¢€-c-d

Tab. 26. Hodnoty absorbance pro piky pii vlnové délce 290 nm, vysledky vyhodnoceni

parametrt Lambert-Beerova zakona. Méfené hodnoty vzorkt po 1nm.

€

Méi‘eni po 1nm A [nm] Abs tg a c[g/ml] d [cm] g mol'cm™]
piivodni vzorek 290 2,601 0,108 1,00
1.Fedéni 290 1,469 0,055 1,00

. 25,19 233,24

2.iedéni 290 0,865 0,025 1,00
3.fedéni 290 0,488 0,012 1,00
4.Fedéni 290 0,189 0,004 1,00

Namétené hodnoty ze spekter fedénych roztokd.
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Zavislost absorbance na koncentraci

3 -
S 24 tg a = 25,19
g 1 | ‘
®
0 T T T T
1] 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
c [g/mi]

0,12

Obr. 60. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na koncentraci, méfené po Inm.

Z namétenych spekter roztokll byly odecteny absorbance pfi 290 nm a byl sestaven graf

zavislosti absorbance na koncentraci. Z linedrni regrese grafu byl ziskan molarni absorp¢ni

koeficient a byly vypoc¢itdny hodnoty Lambert — Beerova zakona.

6.5.2 Méreni vzorki roztoki kolagenu po 2nm

Tab. 27. Hodnoty absorbance pro piky pti vinové délce 290 nm, vysledky vyhodnoceni

parametri Lambert-Beerova zakona. Méfené hodnoty vzorkli po 1nm.

€
Méieni po2nm | A [nm] Abs tg o c[g/ml] d [cm] g mol'cm™)
ptivodni vzorek 290 2,569 0,108 1,00
1.Fedéni 290 1,445 0,055 1,00
v 1w s 230,28
2.fFedéni 290 0,855 24,87 0,025 1,00
3.redéni 290 0,485 0,012 1,00
4.redéni 290 0,186 0,004 1,00
Zavislost absorbance na koncentraci
3 -
g 2 | tg a = 24,87
P
0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
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Obr. 61. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na koncentraci, métené po 2nm.

Z naméfenych spekter roztokii byly odecteny absorbance pfi 290 nm a byl sestaven graf
zavislosti absorbance na koncentraci. Z linearni regrese grafu byl ziskan molarni absorp¢ni

koeficient a byly vypocitdny hodnoty Lambert — Beerova zakona.
6.5.3 Mérena spektra sitovaného atelokolagenu glutaraldehydem

6.5.3.1 UV-Vissitovany atelokolagen glutaraldehydem o koncentraci 0,25%

Zaislost absorbance na vinové délce

Absorbance
N

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
190,0 240,0 290,0 340,0 390,0 440,0 490,0 540,0 590,0 640,0 690,0

A [nm]

Obr. 62. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlnové délce méfené po 1 nm u si-

tovaného kolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0,25%.

Zavislost absorbance na vinové délce

Absorbance
N

190,0 250,0 310,0 370,0 430,0 490,0 550,0 610,0 670,0

A [nm]

Obr. 63. Grafické znazornéni zavislosti absorbance na vlnové délce méfené po 2 nm u si-

tovaného kolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0,25%..
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6.5.3.2 UV-Vis sitovany atelokolagen glutaraldehydem o koncentraci 0, 5%

Zavislost absorbance na vinové délce

1

Absorbance
N

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
190,0 250,0 310,0 370,0 430,0 490,0 550,0 610,0 670,0

A [nm]

Obr. 64. Grafické znadzornéni zavislosti absorbance na vinové délce méfené po 1 nm u si-

tovaného kolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0,5%..

Zavislost absorbance na vinové déice

Absorbance
N

190,0 290,0 390,0 490,0 590,0 690,0
A [nm]

Obr. 65. Grafické znazornéni zévislosti absorbance na vlnové délce mefené po 2 nm u si-

tovaného kolagenu glutaraldehydem o koncentraci 0,5%.
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6.5.3.3 UV-Vissitovany atelokolagen glutaraldehydem o koncentraci 1%

Zavislost absorbance na vinové délce

Absorbance

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
190,0 240,0 290,0 340,0 390,0 440,0 490,0 540,0 590,0 640,0 690,0

A [nm]

Obr. 66. Grafické znazornéni zévislosti absorbance na vlnové délce mefené po 1 nm u si-

tovaného kolagenu glutaraldehydem o koncentraci 1%.

Zavislost absorbance na vinové délce

190,0 290,0 390,0 490,0 590,0 690,0
A [nm]

Obr. 67. Grafické znazornéni zévislosti absorbance na vlnové délce méfené po 2 nm u si-

tovaného kolagenu glutaraldehydem o koncentraci 1%.
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ZAVER

V ramci této diplomové prace bylo provadéno méteni kinematické viskozity pfipravenych
roztokli atelokolagenu I nemodifikovanych a sitovanych glutar aldehydem v rozmezi tep-
lot 25,3°C, 30°C a 35°C. Ve vsech studovanych piipadech a koncentra¢nich rozmezi 0,108
— 0,004 [g/ml], byla zji§té€na platnost linearni zavislosti nsp/c = f(c) vodnich roztokl biopo-
lymeru. Ze ziskané hodnoty useku a smérnice pak byly stanoveny: limitni viskozitni ¢islo
[nl, jehoz hodnoty ze zvySujici teplotou klesaly, hodnoty Hugginsovy konstanty kg
[¢*/mI*], jejiz hodnoty ze zvy3ujici teplotou naristaly. Tyto zmény svéd&i o nartistu molar-

ni hmotnosti v disledku vzniku pti¢nych vazeb.

Déle byla provedena méfeni dynamické viskozity vzorkli na rotacnim viskozimetru pti
teploté 25,5°C. Byla zjisténa linearni zavislost T[Pa] a n[Pas] na smykové rychlosti [s”] a
ze ziskanych hodnot byly stanoveny viskozity fedénych roztoka atelokolagenu 1. Linearita

téchto zavislosti svéd¢i o Newtonském charakteru toku téchto systémi.

Byly proméfeny FTIT spektra piivodnich a zesitovanych vzorki metodou KBr disku. Byly
identifikovany piislusné funk¢ni skupiny nélezici jednak vlastni struktufe biopolymeru tak

také snovadlu.

Studiem UV — VIS spekter byly z méfeni koncentracni zavislosti absorbance pro vybrané
absorpcni pasy urceny hodnoty molarniho absorpéniho koeficientu z linedrni zavislosti

Lambertova - Beerova zakona.
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AMK

ATRFT -1IR

DSC
DTA

GTA
Hypro — Sorb R

KBr

UV - VIS

Aminokyseliny

Attenuated Total Reflectance Fourier transform infrared (spectrosco

py)

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
Diferenc¢ni termicka analyza

Glutaraldehyde Solution

Je Cisty nativni 99,9% krystalicky vstfebatelny bovinni sterilni atelo-
kolagen

Infracervena spektroskopie

Bromid draselny

Ultraviolet-visible spectroscopy or ultraviolet-visible spectrophotomet-

ry
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PRILOHA PI: UV — VIS SPEKTRA PUVODNIHO ROZTOKU

ATELOKOLAGENU

Zavislost absorbance na vinové délce u ptivodniho vzorku, méfeného po 1 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice

Absorbance

0 T T T T T T T
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0

A [nm]

Zévislost absorbance na vlnové délce u ptivodniho vzorku métené¢ho po 2 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice

Absorbance

0 T T T T T T
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0

A [nm]




PRILOHA PII: UV — VIS SPEKTRA 1. REDENEHO ROZTOKU

ATELOKOLAGENU

Zavislost absorbance na vinové délce 1. fedéného roztoku, meéfeného po 1 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice
1,8 -
1,2 -

0,6 -

Absorbance

0 T T T T T T T
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0

A [nm]

Zévislost absorbance na vinové délce 1. fedéného roztoku, mérené¢ho po 2 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice

1,6
1,2
0,8 -

0,4

Absorbance

0
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0

A [nm]




PRILOHA PIII: UV — VIS SPEKTRA 2. REDENEHO ROZTOKU

ATELOKOLAGENU

Zévislost absorbance na vinové délce 2. fedéného roztoku, mérené¢ho po 1 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice

0,9 -
0,6 -

0,3 -

Absorbance

0 T T T T
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0

A [nm]

Zavislost absorbance na vinové délce 2. fedéného roztoku, meéfeného po 2 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice
0,9 -
0,6

0,3 -

Absorbance

0 T T T T T T
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0

A [nm]

470,0




PRILOHA PIV: UV — VIS SPEKTRA 3. REDENEHO ROZTOKU

ATELOKOLAGENU

Zavislost absorbance na vinové délce 3. fedéného roztoku, meéfeného po 1 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice
0,6 -
o
e
(4] 0’4 ] \/\k
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o
n 0,2
o
<
0 T T T T T T
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0
A [nm]
Zévislost absorbance na vinové délce 3. fedéného roztoku, mérené¢ho po 2 nm.
Zavislost absorbance na vinové déice
0,6

o

e

s 04 \/\\
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[ e ————————
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n 0,2
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<

0 T T T T T
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0
A [nm]




PRILOHA P V: UV — VIS SPEKTRA 4. REDENEHO ROZTOKU

ATELOKOLAGENU

Zavislost absorbance na vinové délce 4. fedéného roztoku, meéfeného po 1 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice
0,3 -

8
© 0,2
5+
£
2
a 0,1
<

0 T T

190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0

A [nm]

Zévislost absorbance na vinové délce 4. fedéného roztoku, mérené¢ho po 2 nm.

Zavislost absorbance na vinové déice

0,3 -

0,2

0,1 N \/\—,b_«
0 T T T T
190,0 230,0 270,0 310,0 350,0 390,0 430,0 470,0

A [nm]

Absorbance




