Sitovani keratinovych hydrolyzati a hodnoceni
jejich vlastnosti

Radoslav Jez

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2014 Fakulta technologicka




Univerzita Toméase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi polymer
akademicky rok: 2013/2014

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Radoslav Jez

Osobni ¢islo: Ti1197

Studijni program:  B2808 Chemie a technologie materialii

Studijni obor: Chemie a technologie materiali

Forma studia: kombinovana

Téma prace: Sitovani Keratinovych hydrolyzatt a hodnoceni jejich
vlastnosti

Zasady pro vypracovani:

Teoreticka ¢ast prace bude obsahovat resersi o pfipravé a vlastnostech keratinovych
hydrolyzati. Cilem experimentalni prace bude pfipravit smési keratinovych hydrolyzati
s pfidavky rdznych sitovacich ¢inidel a vytvoit z nich filmy. U pripravenych filmi budou
poté studovany jejich vlastnosti a vliv pouzitych sitovadel.



Rozsah bakalafské prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani bakalafské prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

WOOL, Richard P. Bio-based polymers and composites. Amsterdam: Elsevier Academic
Press, c2005, 620 s. ISBN 01-276- 3952-7.

SIMPSON, W a G CRAWSHAW. Wool: science and technology. Cambridge, England:
Woodhead, c2002, 368 s. ISBN 08-493- 2820-9.

GENNADIOS, Aristippos. Protein-based films and coatings. Boca Raton: CRC Press,
2002, 650 s. ISBN 15-871-6107-9.

DALEV, Pencho G. Utilisation of waste feathers from poutry slaughter for production of
a protein concentrate. Bioresource Technology. 1994, 48(3), 265-267.

Vedouci bakalafské prace: Ing. Ondfej Krejci
Ustav inzenyrstvi polymer

Datum zadani bakalaiské préace: 10. ledna 2014
Termin odevzdani bakalaiské prace: 28. kvétna 2014

Ve Zliné dne 7. Gnora 2014

s’) A7 .
doc. Ing. Roman‘Cermak, Ph.D. Ing. Lubomir Benicek, Ph D
dékan Feditel ustavu

L.S.




Pfijmeni a jméno: JeZ Radoslav Obor: InZenyrstvi polymeri

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze

L ]

beru na v&domi, Ze odevzdanim diplomové/bakalafské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a o zmén¢ a doplnéni dalSich
zakonit (zékon o vysokych 3kolach), ve zn&ni pozdgjsich pravnich pfedpisii, bez ohledu
na vysledek obhajoby ”;

beru na védomi, ¢ diplomové/bakalafska prace bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informadnim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden wvytisk
diplomové/bakalafské prace bude uloZen na pfislu$ném dstavu Fakulty technologické
UTB ve Zliné a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovouw/bakalafskou préci se pln¢€ vztahuje
zakon &. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
o zméné& nékterych zakont (autorsky zakon) ve znéni pozdg&jsich pravnich ptedpist, zejm.
§ 35 odst. 3 7;

beru na védomi, ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zékona ma UTB ve Zlin& pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;
beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomovou/bakalé¥skou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZit{ jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity TomaSe Bati ve Zling, kterd je opravnéna v takovém piipadé ode mne
pozadovat pfimé&feny p¥isp&vek na Ghradu nakladi, které byly Univerzitou ToméSe Bati
ve Zlin& na vytvofeni dila vynaloZeny (aZ do jejich skute¢né vyse);

beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuZito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym udelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuZiti), nelze vysledky
diplomové/bakalafské prace vyuzit ke komerénim ucellim;

beru na v&domi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povaZuji se za soudast prace rovnéZ i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhdjeni prace.

Ve Zlin¢ 28. kvétna 2014 /’,..--

4aeee0easasgeesasesctstrssaseussaaceressenesoaascseoone



Y z6kon & 111/1998 Sb. o vysokych Skoldch a o zméné a doplnéni dalsich zékonii (zdkon o vysokych $koldch), ve znéni pozdéjsich prévnich
predpisi, § 47 Zverejriovani zdvérecnych praci:

(1) Vysokd skola nevydélecné zverejriuje disertaéni, diplomové, bakaldiské a rigorézni préce, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudki
oponentt a vysledku obhajoby prostfednictvim databdze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zplsob zverejnéni stanovi vnitfni predpis
vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaléi'ské a rigordzni préce odevzdané uchazeem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnd pred
kondnim obhajoby zverejnény k nahlizeni vefejnosti v misté uréeném vnitinim pfedpisem vysoké Skoly nebo neni-li tak urceno, v misté
pracovisté vysoké skoly, kde se mé konat obhajoba price. KaZdy si miZe ze zveFejnéné préce pofizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Platf, 7e odevzddnim prdce autor souhiasi se zvefejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

% z6kon & 121/2000 Sh. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné& nékteryich zdkond (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich pravnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do priva autorského také nezasahuje $kola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni, uZije-fi nikoli za ucelem pfimého nebo nepiimého
hospoddiského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k vlastni potfehé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke spinéni $kolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prévniho vztahu ke Skole nebo Skolskému ¢i vzdéldvaciho zarizeni (skolni dilo).

* zékon & 121/2000 Sh. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zékont (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich pravnich predpist, § 60 Skoini dilo:

(1) Skola nebo skolské & vzdéldvaci zofizeni maji za obvykiych podminek prévo na uzavieni licenéni smlouvy o ufiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-Ii autor takového dila udélit svoleni bez véZného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrozeni chybéjiciho projevu jeho
vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zistdvd nedotceno.

(2) Neni-li siedndno jinak, mdZe autor $kolniho dila své dilo uZit & poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zdjmy skoly
nebo skolského ¢&i vzdéldvaciho zafizeni.

(3) Skola nebo $kolské &i vzd&ldvaci zaiizeni jsou oprévnény poZadovat, aby jim auter Skolniho dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti s
uZitim dila & poskytnutim licence podle odstavce 2 pFiméfené piispél na Ghradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podie
okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se pfihiédne k vysi vydélku dosaZeného Skolou nebo skolskym ¢i vzdéldvacim zafizenim z uZiti
Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Tato prace se zaméiuje na moznosti sitovani keratinovych hydrolyzati z vlasi a na
ptipravu filmovych povlaku s aplikaci v zeméd¢€lstvi, mediciné nebo textilnim pramyslu.
Stejn¢ jako mnoho pfirozené¢ odvozenych biomolekul, keratin ma vlastni biologickou
aktivitu a biokompatibilitu. Krom¢ toho jsou keratinové hydrolyzaty schopny tvofit
samostatné sestavené struktury. Tyto vlastnosti vedly k vyvoji keratinovych biomateriala s
aplikacemi v hojeni ran, podavani 1ékii a tkanové inzenyrstvi. V praktické ¢asti se tato
prace zaméfuje na tvorbu sit'ujicich smési (keratinovy hydrolyzat, voda, glycerol,

dialdehyd skrobu, jantarova kyselina, dietylester kyseliny vinné a litych filmu.

Kli¢ova slova: keratinovy hydrolyzat, sitovani, film.

ABSTRACT

This work focuses on the possibilities of networking hair keratin hydrolysates and
preparing film coatings with applications in agriculture, medicine and textile industry. Like
many naturally derived biomolecules, keratin has its own biological activity and
biocompatibility. In addition, keratin hydrolyzates are capable of forming self-laid
structures. These properties have led to the development of keratin biomaterials with
applications in wound healing, drug delivery, tissue engineering. In the practical part of
this work focuses on the creation of cross-linking mixture (keratin hydrolyzate, water,

glycerol, starch dialdehyde, succinic acid, (+)-diethyl tartrate) and cast films.

Keywords:keratin hydrolysates, cross-linking, film
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UvoD

Jednim z hlavnich cili vyzkumu biomaterialti je vytvofeni matice nebo skeletu, které
napodobuji strukturu a funkci pfirozené tkané. Za timto ucelem bylo zkoumano pouziti
ptirodnich makromolekul v disledku jejich vlastni schopnosti provadét velmi specifické
biochemické, mechanické a strukturalni Glohy. Zejména biomaterialy na bazi proteinti se
ukazaly jako potencialni kandidati pro mnoho biomedicinskych a biotechnologickych
aplikaci diky jejich schopnostem fungovat v syntetickém extracelularnim matrixu, ktery
umoziuje interakce bunika-buiika a bunika- matrice . Tyto substraty obsahuji definované
trojrozmérné mikrostruktury, které podporuji proliferaci bun¢k navadénych k tvorb¢ tkané,
coz patii mezi dilezité vlastnosti skeletu biomateriald. Tento typ biomaterialt je atraktivni
pro dal$i biomedicinské aplikace, pro které je nezbytna biokompatibilita,jako jsou

zdravotnické prostiedky, bioaktivni povrchy a hygienické vyrobky.

Nékteré proteiny byly zkoumdny ve vyvoji pfirozené ziskanych biomateriald, vcetné
kolagenu, albuminu, Zzelatiny, fibrinu a keratinu. Z tohomateridly na bazi keratinu jsou
revoluéni z pohledu jejich vlastni biokompatibility,biologické rozlozitelnosti, mechanické
odolnosti a vyskytu v piirodé. Tato prace se zaméfuje na vyzkum a vyvoj keratinovych
biomateriali pro zeméd¢lské aplikace. Piehled biologie keratinu je také diskutovan s

diirazem na to, jak jsou proteiny vyvinuty uvniti vlasového vlakna.
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1 KERATIN

Termin "keratin" plivodné odkazoval na Siroké kategorie nerozpustnych proteint, které se
spojuji jako intermedidlni filamenta a tvofi podstatnou ¢ast cytoplazmatické epitelu a
epidermis (tj., vlasy, vina, rohy, kopyta a nehty). Nasledny vyzkum téchto strukturalnich
proteinti vedl ke klasifikaci sav¢iho keratinu do dvou odliSnych skupin na zaklad¢ jejich

struktury, funkce a regulace.

1.1 Struktura a vlastnosti

Keratin je mechanicky odolny a chemicky nereaktivni protein vyskytujici se u vSech
vySSich obratlovel. Je hlavni sloZkou jejich horni epidermalni vrstvy a zni vyristajicich
utvart, jako jsou vlasy, rohovina, nehty a pefi. Keratin rozd€lujeme na a-keratin, ktery se
vyskytuje u savcu a PB-keratin vyskytujici se u ptaka a plazt. Elektron-mikroskopické
studie ukazuji, Ze vlasy, které se skladaji pfedevsim z a-keratinu, obsahuji mnoho struktur.
Typicky vlas ma pramér asi 20 pm a je sloZen z mrtvych buné€k, které obsahuji svinuté
makrofibrily (s primérem 200 nm), které jsou orientovany soub&ézné& s osou vlasu.
Markofibrily jsou sloZzeny z mikrofibril (s primérem 8 nm), které jsou navzajem spojeny
amorfni proteinovou hmotou s vysokym obsahem siry. Mikrofibryly se dale skladaji
z protofibril (ty maji v priméru 2 nm), pii¢emz devét protofibril je uspotadano v kruhu po

obvod¢ jedné protofirily a dvé tvoii jadro tohoto tGtvaru (obr. 1 a 2a).[1]

Obr. 1. Elektron opticky snimek vlakna [1]
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Obrézek 1 v levém hornim rohu ukazuje primét nékolika na sebe naskladanych obrazki
mikrofibril v téZe orientaci. Rentgenové difrakéni obrazce o-keratinu se podobajv
obrazcim o-helixd. A-keratin 0,51 nm, zatimco a-helix 0,54 nm. Tento fakt spolu
s mnozstvim fyzikalnich a chemickych parametrli naznacuje, ze kazda z protofibril a-
keratinu se skladd ze dvou partd tésné spojenych a-helixti, tedy vlastné ze dvou

nadsroubovic, které jsou svinuty v levoto¢ivou Sroubovici (obr. 2b).

. _—
yer ) (&7 I

superhelix « ?)

mikrofibrila ?«"

makrofibeila | P “

protofibrila iy
(par superhelixd) ‘ |

mikrofilzrila
{uspofadani 9 + 2)

Obr. 2 a)Makroskopicka struktura b) Molekulové struktura viasu [1]
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Normalni vyska zavitu je 0,54 nm, kazd4d o-Sroubovice je tak zménéna proti ose
protofibrily a ma tak hodnotu 0,51 nm. Toto uspofddani se nazyva nadSroubovice
(superhelix), protoZze osa kazdého a-helixu v této struktufe ma Sroubovicovy charakter. a-
Keratin je bohaty na cysteinové zbytky, které spojuji pficnymi vazbami sousedni
polypeptidové fetézce. Tim

V ohybu. a-Keratiny jsou bud’ tvrdé, nebo mékké podle toho, zda maji vysoky nebo nizky
obsah siry. Tvrdé keratiny vlasi, rohoviny a nehtl jsou méné pruzné nez mekké keratiny
ktize a mozold, protoze disulfidové vazby odolavaji deformacnim silam. Disulfidové vazby

1ze redukéné $tépit merkaptany.[1]
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2 Biomaterialy

Pevny zaklad pro vyzkum keratinu vedl k rozvoji mnoha keratinovych bazi biomateriala
pro pouziti v biomedicinskych aplikacich. Tato podklad je zalozen na n¢kolika klicovych
vlastnostech keratinu, které ptispivaji k celkovému fyzickému, chemickému a
biologickému chovani téchto biomateriald. Za prvé, extrahované keratinové proteiny maji
vnitini schopnost autoorganizace a polymerace do poréznich, vlaknitych skelett.
Spontanni autoorganizace keratinovych bazi byla studovana jak v mikrométitku, tak
v makro-méfitku [2-5]. Tento jev autoorganizace je patrny ve vysoce konzervativni
nastavb¢é vlasového vldkna a pii sprdvném zpracovani tohoto vlakna je zodpovédny za
reprodukovatelné architektury, rozmérnost a porovitosti téchto materialti na bazi keratinu.
Kromé toho u Keratinovych biomaterialti odvozenych z viny a vlasi bylo prokazano, Ze
maji bunééné vazebné motivy jako jsou vazebny zbytek leucin -aspartova kyselina — valin
nebo vazebny zbytek kyselina glutamova - kyselina aspartova—serin. Tyto vazebné zbytky
jsou schopny podporovat bunéénou piilohu [6-7]. Tyto vlastnosti Spole¢né vytvareji
pfiznivé trojrozmérné matrice, které umoznuji mobilni infiltrace, uchyceni a Sifeni. Stejné
jako ostatni intermediélnich filamenty, u keratinuse také véfi, ze se ucastni na nékterych
regulacnich funkcich, které zprostiedkovavaji bunécné chovani[8-9.]. To znamend, Ze
zachovani biologické aktivity v regenerovanych keratinovych biomaterialech by mohlo byt
vyhodné pro kontrolu specifickych biologickych funkcich v riznych aplikacich tkanového

inzenyrstvi.

VylepSené fyzikalni, chemické a biologické vlastnosti keratinu, stejné jako snaha vyuZit
vinu a lidské vlasy jako obnovitelny pfirodni zdroj, vyvolalyzvyseny zajem o keratinové
biomaterialy, coz v priab&éhu poslednich ti desetileti vede k jejich intenzivnimu vyzkumu.
Ten fesi, jak vyrobit a charakterizovat nové produktynabazi keratinu (napt. filmy, houby,
skelety nebo vlakna). V mnoha piipadech bylo prokazano, ze tyto nové keratinové mate-
ridly maji vybornou biokompatibilitu.Kromé tohobyly objevenynové metody pro Upravu

fyzikalnich a mechanickych vlastnosti keratinu s cilem vytvofit biomaterialy.

2.1 Keratinové filmy
Pro vyzkum strukturalnich a biologickych vlastnosti autoorganizace keratinuse pouZzivaly
proteinovych filmy z keratinu extrahovaného z viny a vlasi. Pti jednom z prvnich

vyzkumivlastnostikeratinovych vyrobki z extrahované viny byly popsany fyzikalné-
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chemické a biodegradacni vlastnosti rozpoustédel litych keratinovych filma.Tyto filmy
byly pfili§ kiehké pro praktické vyuziti, pfidani glycerolu jako zmékEovadla mélo za

nasledek transparentni, relativné silny, flexibilni a biologicky rozlozitelny film.[10]

Dalsi vyzkum se zabyval popsdnim kompatibility keratinového filmu k
bunkamvypéstovanym na po-vrchu mysich fibroblasti. Ve srovnéni s ristem bunék na
povrchu kolagenu a na sklenéném povrchu, Keratinovy substrat se ukazal byt jako lepidlo

pro bunky, podporujici dalsi buné¢né proliferace.[11]

Prokazalo se také, Zze vlasovy keratin byl uZziteGny pro piipravu proteinovych filmi a
soucasti jednoho z dalSich zkoumani byl objev rychlé metody odlévani keratinovych
filmt.Tento vyzkum také ukazal proveditelnost zaclenéni takovych bioaktivnich molekul
jako je alkalickd fosfatiza do keratinovych filmid pro aplikace s fizenym

uvolnovanim.Filmy nicméné mély Spatnou pevnost a pruznost.[12]

Spolecné tyto rané studie prokazaly proveditelnost piipravy keratinovych filml a potvrdily
jejich potencial pro vyuziti téchto biomateridla v 1ékatskych aplikacich.Podobné jako
mnoho pfirodné odvozenych biomaterialt, praktické vyuziti produktl na bazi keratinu
bylo omezeno jejich $patnymi mechanickymi vlastnosti. Tak se vyzkum keratinovych
filma pfesunul a zamétilna optimalizaci fyzické sily a pruznosti filmut pii zachovani jejich
vynikajici biologické aktivity.Bylo provedeno nékolik pokust k ovladnuti fyzikalnich a
biologickych vlastnosti produkti na bazi keratinu, avSak jejich praktické vyuzitizistalo
nakonec témito mechanickymi vlastnostmi stale omezeno.Vyzkum keratinovych filmi se
presunul a zaméfit na optimalizaci fyzické sily a pruznosti filmt pii zachovani jejich vy-
nikajici biologické aktivity.[13-23]

Vysledkem vSech téchto vyzkumi je v soucasnosti mj. n€kolik ptistupi kekontrole fy-
zikalnich a biologickych vlastnosti keratinovych biomaterialti.Jeden z nich byl vyuzit i v

Praktické casti této prace.
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V soucasnosti se vyzkumy zaméfuji na zlepseni mechanickych vlastnosti keratinu. Mecha-
nickévlastnoti glycerolem mékéeného keratinu byly vylepseny piidavkem chitosanu. Jsou
také zkoumany aplikace chitosanu, které vykazuji vysokou biokompatibilitu, biologickou
funkci pro hojeni ran a antibakterialni aktivitu. Vysledkem ptidavku chitosanu do kerati-
novych filmu je zlepSeni mechanické pevnosti. Kromé toho bylo prok&zano, ze chitosan-
keratinové filmymaji antibakteridlni vlastnosti a jsou dobrymi substraty pro bunééné kul-
tury.[24]

Ke zvyseni biologické aktivity keratinovych filmu doslo také za¢lenénim bunééného ad-
hezniho peptidu Arg-Gly-Asp-Ser na volné cysteinové zbytkyredukovanych keratinovych
extraktt. Keratinové filmynesouci Arg-Gly-Asp-Serse ukazaly jako vynikajici substraty

pro rust sav¢ich bunek.[25]

Silk fibroin (SF) je dalsi pfirodni polymer, ktery upoutal velkou pozornost jako biomate-
rial svou vnitini biokompatibilitou a biologickou rozlozitelnosti. Keratin-SF filmy byly
studovany za Gi¢elem pochopeni interakci, ke kterym dochazi mezi dvéma biomolekulami a
vztahu téchto interakci k celkovym mechanickych a biologickych vlastnostem
biomaterialt.Pfi studiu sekundarni struktury keratin-SF filmi a pozorovani piechoduod
nahodného klubka do B-listové struktury fibroinu v dusledku ptitomnosti polarnich amino-
kyselin ptitomnych v keratinu bylo smichanim keratinu a SF prokazéano, Ze maji lepsi me-
chanicke | biologicke vlastnosti nez filmy SF nebo filmy keratinu samostatné. Tato smés
vykazujezvysenoubiokompatibilitu[26], s nejvétsi pravdépodobnosti v dasledku zvysené
povrchové polarity smésigenerované konformacni preménouprotein [27]. DalSim
zkoumanim mechanickych a degradacnich vlastnosti smésnych filmt keratinu-SF se
dospélo k zaveéru, ze interakce mezi SF a keratinem nejsou pouze aditivni.Spise lze fici, ze
tyto dva proteiny jsou schopny unikatnich mezimolekularnich interakci, které se piimo
dotykaji objemovych vlastnosti filmu. Povaha a sila téchto interakci a znalost sazeb roz-
kladu umoziuji konstrukci matrice pro uvoliiovani u¢innych latek, které jsou vhodné pro

budouci biomedicinské aplikace.[28]

Krom¢ pfirodnich biopolymeribyla rovnéz zkoumana interakce mezi keratinem a

syntetickymi polymery [29,30]. Byl prozkoumén vztah mezi smési polyethylenoxidu
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(PEO)a keratinového filmu, za Géelem vyvoje materidlunabazi keratinu se zlepSenymi
konstruk¢énimi vlastnostmi. Morfologickymi, strukturdlnimi a termalnimi analyzami kera-
tin / PEO filmu bylo zjisténo, Ze na piislusnych arovnich Keratin inhibuje krystalizaci
PEO.Samoorganizace keratinu je v PEO naruSena navozenim vice tepelné-stabilni, B-
sekundarni struktury bilkoviny. ZlepSené strukturalni vlastnosti keratinovych / PEO smési
umoziuji Vyvoj keratinovych materiali pro ruzna pouziti (napt. skelet pro rist bunék, ob-

r_r_r

vazy a membrany propodavani 1¢ku).[31]

Mezimolekularni interakce mezi keratinem a polyamidem 6 (PA6) byly rovnéz studovany
s cilem vytvotit materidl na bazi keratinu, ktery bude mit praktické vyuziti pro Sirokou

Skalu aplikaci nejen v biomedicinskych zatizenich[32].

Kromé¢ vytvafeni smiSené keratinovych systémi z piirodnich nebo syntetickych
polymertbyly také zkoumany alternativni vyrobni technologie pro tvorbu keratinovych
filmu s vice vhodnymi mechanickymi vlastnostmi.Byly hledany alternativni metody pro
ptipravu keratinovych filmut, které mély piekonat omezenou univerzalnost spojenou s
ptipravou filmu metodou liti.Jako Gi¢inna metoda se ukazalo lisovani ze sulfo-keratinového
prasku.Tuto techniku Ize Gspésné pouzit pro vyrobu cCistych keratinovych filmid odlisny

tvart.[33]

V posledni dobé se pouzivaji dva rizné piistupy k substratovym povlakim a byl prokazan
vyskyt ristu dvanacti rdznych bunéénych linii péstovanych na keratinovych filmech.
Vysledky ukazaly, Ze rustové substraty piipravené odlévanim keratinové nanosuspenze
podporuji buné&nou ptilnavost a lepsi rist bunék.Tento novy pfistup je povazovan za
nizkonédkladovou, standardizovanou alternativu k bézné pouzivanym povlakim, jako je

naptiklad kolagen a fibronektin.[35]

2.2 Keratinova vlakna

V poslednich letech se vyzkum elektrospiningu na biokompatibilnich polymernich mate-
ridlech znacné zvysil vzhledem k mnoZstvi moznych biomedicinskych aplikaci na-
novlakennych materialt. Elektrospinove zvlaknovani je technika, kterd vyuziva vysoké
napéti k vytvofeni elektricky nabitého proudu polymeru.Ten je natazeny smérem k

uzemnéné sbérné desce nebo trnu.Vysledna vldkna maji priméry v fadech mikro az nano
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méfitka a jsou nahodné uspotadany pro vytvoreni netkaného vI&knitého materialu.Zvysena
fyzicka konfigurace (tj. mald velikost porQ, vysoka pérovitost, trojrozmérné funkce a vy-
soky povrchovy pomér plochy k objemu) z nanostrukturné netkané textilie podporuje
bunéénou adhezi a rust, ktery vede k vyvoji elektrostatickych membran pro takové pouziti

jako vyroba obvazi na hojeni ran nebo skelett pro tkanové inzenyrstvi. [38]

V posledni dobé se proces elektrospiningurozsitil v dusledku rostouci poptavky po kerati-
novych materidlech touto metodou vyrobenych.Proto se dnes vedle cistého keratinu
pouziva jako vstupni material i regenerovany keratin.Vzhledem k vniting $patnym mecha-
nickym vlastnostem ¢istého keratinuse mnoho védct uchyluje k pfidani syntetickych nebo
ptirodnich polymert, aby se zvysila zpracovatelnost keratinu pro tvorbu vlaken. Velky
vyznam mélo stanoveni charakteristiky mezimolekuldrnich interakci mezi keratinem a
"aditivnimi" makromolekulami, jejichz tkolem je korelace vlastnosti roztoku smési nav-

lastnosti elektrospinovych vlaken.[37]

VIhké ptedeni nebo-li wet-spinningje dalsi vlaknotvorna technika tradi¢né pouzivana pro
vyrobu syntetickych vlaken pro textilni primysl. V posledni dobé se pouziva take pro
ptipravu vlaknitych biomaterialti. Tato metoda spo¢iva v protlacovani dopovaneho roztoku
pies zvlaknovaci trysku do koagulaéni 1azn€. Naslednym tazenim k tahnouci se podpofe,
kterasefadi polymerni fetézce, jsou vytvoiena vlakna. Fyzicka omezeni keratinovych
materiall, ktera brani produkci Cistych keratinovych vlaken, bylapiekonana pomoci smési
syntetickych a pfirodnich polymerti, které zlepSuji vlastnosti vyslednych smésnych

materialt.[37]
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3 Cile préce

Cilem této prace bylo vytvofit sitovany keratinovy film zpfedem pfipraveného
keratinového hydrolyzatu a nasledn€ stanovit jeho fyzikalné chemické vlastnosti.

Prvnim cilem této prace byl tedy vybér sitovadla schopného reagovat s pfipravenym
keratinovym hydrolyzatem.

Druhym cilem byla pfiprava sitovanych hydrolyzart s piidavkem zmékcovadla dle dané
receptury.

Ttetim cilem bylo provedeni fyzikalné-chemickych analytickych zkousek na vytvotenych
filmech.

Ctvrtym cilem bylo vyvozeni zavérd, které vyplynuly z fyzikalng-chemickych analyz.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 POUZITE CHEMIKALIE
Latky pouzité na ptipravu filmu:

hydrolyzat keratinu (KH), glycerol, dialdehyd Skrobu (DAS), dietylester kyseliny vinné
(DET)

Latky pouzité pro analytické stanoveni dusiku AOAC:

kyselina sirova 96%, roztok Na,S,03*5H,0 + NaOH (50 ml 25% Na,S,03; + 200ml 50%
NaOH), kyselina borita 2%, Tashiruv indikator, kyselina chlorovodikova 0,02N, tableta
katalyzatoru.

5 Pouzité pristroje
Ptistroje pouzité pro ptipravu litych filmi:

obdélnikové PP formicky, magnetickd michacka s ohfevem, analytické vahy, susarna.

Ptistroje pouzité pro mikrochemické stanoveni dusiku AOAC 960.52:

mineraliza¢ni aparatura, Parnas-Wagnerova destilac¢ni aparatura.

Ptistroje pouzité pro termogravimetrickou analyzu:

TA Instruments TGA Q50.
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6 PRIPRAVA HYDROLYZATU KERATINU

6.1 Hydrolyza keratinu

Biologicky material

!
Pteduprava (prani, odtu¢néni, suSeni, mleti)
!
1. faze rozkladu - alkalicka hydrolyza
!
Uprava pH
I
2.faze rozkladu - enzymova hydrolyza
I
Kapalna faze — Filtrace — Tuh4 faze
1 l
Zahustovani a suSeni Suseni
1 !
Keratinovy hydrolyzat Nerozlozeny podil

Obr. 3: Schéma pripravy keratinovych hydrolyzatu alkalicko-enzymovym rozkladem

Jako vstupni surovy biologicky materidl byla pouZita vina. Ta byla enzymové odtu¢nény
pfidanim enzymu Lipex 100 T v mnoZstvi 10% na véhu surového materiadlu. Nadoba se
smési byla udrZzovana na teploté cca 40 °C po dobu 24 hodin. Béhem této doby bylo
obsahem obc¢as zamichano. Po odtu¢néni byl surovy materidl propran vodou a vysusen.
Vysu$end vina byla pomleta nozovym mlynem na malé kousky. Tim byl dokoncen prvni

krok — Pieduprava.

Nésledovala prvni faze rozkladu, ve které 1000 g ptedupraveného materidlu (viny) bylo
smichano s 15000 ml 0,6 % KOH (to pfedstavuje 0,107 M roztok hydroxidu nebo také
jinak 0,09 g hydroxidu na 1 g biologického materialu). Tato smés byla vyhiata na 90 °C a
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na této teploté¢ udrzovdna 48 hodin, pfiCemz v prubéhu prvnich 6 hodin byla obcas

promichana.

Ve druhé fazi bylo pted pfidanim enzymu do smeési upraveno jeji pH pfidanim hydroxidu,
enzymu Savinase 6.0 T bylo poté pfidano 5 % (vztazeno na hmotnost biologického mate-
ridlu). Tato smés byla vyhtata na 60 °C a na této teplot€¢ udrzovana 24 hodin, pficemz

V prib¢hu prvnich 6 hodin byla obCas promichana.

Pted filtraci byla smés vyhtata na 95 °C a na této teploté udrzovana po dobu 10 min, aby
doslo k inaktivaci enzymu. Nasledné byla smés filtrovana ptes bavinéné tkaniny o rtizné
propustnosti. Zachyceny (nerozlozeny) podil byl vysusen v komorové susarné pfi teploté
80 °C za vakua a nasledné zvazen pro vypocet G¢innosti alkalicko-enzymové hydrolyzy.
Ziskany roztok KH byl zahu§tén a vysus$en na nerezovém plechu v komorové su$arné pti

teploté 80 °C za vakua. Ziskany suchy KH byl rozdrcen v tfeci misce na jemny prasek.
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6.2 Ci§téni ziskaného hydrolyzatu dialyzou

Ziskanych 50 g KH z viny postupem popsanym vV kapitole 6.1 bylo rozpusténo v 500 ml
destilované vody. Tento roztok byl nasledné¢ dialyzovan ptes celul6zovou membranu o
propustnosti 12 kDa proti destilované vodé. Dialyza probihala pfi pokojové teploté po
dobu 72 hodin, pficemz voda byla ménéna vzdy po 24 hodinach. Roztok keratinového
hydrolyzatu po dialyze byl nasledné zahustén a vysusen na nerezovém plechu v komorové
suSarné pii teploté 80 °C za vakua. Ziskany suchy keratinovy hydrolyzat byl rozdrcen

V tfeci misce na jemny prasek (viz obr.4).

Obr. 4 Ziskany suchy keratinovy hydrolyzat
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7 PRIPRAVA KERATINOVYCH FILMU

7.1 Priprava keratinového filmu bez sit'ovadla

Film byl pfipraven z keratinového hydrolyzatu a zmé&kéovadla rozpusténim v destilované

vodé. Obsah zmékcujici latky (glycerolu) byl 30% na celkovou navazku.

V kadince bylo pfipraveno 34 ml 15% roztoku KH, smés byla umisténa na magnetické
michadlo a michana do uplného rozpusténi (viz obr. 5). Déle byl navazen glycerol (s pfesnosti
na 0,01 g) a postupné pfidavan na magnetické michadlo k roztoku hydrolyzatu. Smés byla
michana cca 20 minut, aby doslo ke spojeni. Pro docileni rovnomérné tloustky filmu byly
zkontrolovany a vyvazeny vodni vahou plechy, na kterych bude film vytvaren. Rovnost plechu
byla dulezita, aby nedoslo k vyliti ze PP forem. Rozmichana smés byla nalita do dvou PP
forem, které byly vlozeny do susarny. Tam probihalo suseni pfi teploté cca 60+2 °C po dobu

48 hodin. Vysusené filmy byly vlozeny do exsikatoru a uchovany pro analytické zkousky.

Obr. 5 Priprava roztoku keratinového hydrolyzatu
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7.2 Priprava keratinového filmu s pridavkem sit'ovala

Bylo pfipraveno celkem 6 roztokli KH stejnym postupem jako v 7.1. Do téchto roztokl
byly poté pfidany sitovadla. Jako sitovadlo byla u tfi filmi pouzita latky DAS, a to
v mnozstvi 5 %, 10 %, 15 % na navazku hydrolyzatu. U dalsich tii filmi bylo pouZito
sitovanych DET ve stejnych koncentracich jako DAS. Pii pfidavani DAS bylo upraveno
pH na hodnotu 11,5 z divodu S$patné rozpustnosti DAS v neutrdlnim pH. Dale se

postupovalo litim do formicek, jejich susenim a uskladnénim stejné jako v 7.1.

Obr. 6 VysuSeny film
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8 Analyza ziskanych filmu

8.1 Mikrochemické stanoveni dusiku AOAC 960.52

Do mineralizaéni baniky bylo navazeno na analytickych vahach cca 0,2 g vzorku s
presnosti na 0,0001 g. Dale bylo pfidano 5,6 ml koncentrované kyseliny sirové, 20 ml
0,02N HCI a tableta katalyzatoru. Mineralizacni batika byla vybavena zpétnym chladi¢em
a vlozena na topnou desku, kde pfi teploté¢ 48042 °C probihala mineralizace do vyceteni
vzorku (1 — 1,5 hodiny). Po ukon¢eni mineralizace se obsah z mineraliza¢ni banky nechal
ochladnout, poté byl ziedén malym mnozstvim vody. Po rozpusténi pevnych casti byl
prelit do 50 ml odmé&mé banky a doplnén po rysku destilovanou vodou. Do nalevky
Parnas-Wagnerova pfistroje bylo odpipetovano 25 ml mineralizatu a smés 20 ml roztoku
NaOH a Na,S,0s. Péry byly jiméany do piedlohy s15 ml 2% roztoku H3BO3. Od pocéatku
varu destilace probihala cca 20 minut a uvolnény amoniak se s vodni parou jimal do
predlohy. Po dokonceni destilace bylo do pfedlohy pfi-dano par kapek Tashirova ¢inidla a

vzorek byl titrovan 0,02N HCI do rizového zabarveni.

Obr. 7 Usporadani vzorkit pri mineralizaci

Procentualni obsah dusiku ve vzorku se vypo¢ita podle vzorce:

(1)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

8.2 Termogravimetricka analyza (TGA)

Nejjednodussi metodou termické analyzy je TGA nebo jednoduse termogravimetrie. V
tomto piipad¢ se jedna o metodu, v niz je vzorek (v mém piipadé 0,012-0,014 g) vystaven
tepelnému namahéani, a na citlivych mikrovahach je sledovana zména jeho hmotnosti.
Meéfieni probihalo v inertni dusikové atmosféte o prutoku 40 ml/min a rychlosti ohfevu 20
°C/min v teplotnim rozsahu 26 — 500 °C. Termogravimetrie tedy snadno a rychle stanovuje
tepelnou nebo tepelné-oxidacni stabilitu vzorku (Cili to, jakou teplotu materidl ,,snese"),
pomoci analyzy krokd degradace materidlu je pak mozno usuzovat na jeho slozeni, obsah
vlhkosti, obsah organické hmoty a anorganick¢ hmoty. Slozit&j§i experimenty pak
umoznuji také odhad ¢asové stability nékterych materialii pfi zvolené teplote. Méfit 1ze od
laboratorni teploty do vysokych teplot, 1000 az 1600°C podle typu pfistroje. Nami
provadéné stanoveni probiha do 500 °C. Je-li potteba zjistit, jaké latky se ze vzorku v
pribé¢hu tepelného namdhani uvoliuji, lze s vyhodou pouzit termogravimetrii

kombinovanou s infracervenou spektrometrii[36].
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9 Namérené vysledky
9.1 Mikrochemicke stanoveni dusiku AOAC 960.52
Tabulka 1: Analytické stanovené filmt
Smérodatna | Vlhkost[%] | Popeloviny
, odchylka pfi [%]
Stanoveni Obsah dusiku ve stanoveni
vzorku [%] dusiku
nesitovany KH 9,34 0,175 2,21 27,77
praskovy hydrolyzat 11,29 04 6,66 34,85
KH + 5% DAS 8,28 0,325 4,42 28,04
KH + 10% DAS 7,81 0,425 2,64 30,95
KH +15% DAS 8,87 0,07 3,66 29,55
KH +5% DET 8,53 0,125 1,18 26,89
KH +10% DET 8,53 0,01 5,47 28,32
KH + 15% DET 7,91 0,275 1,47 26,15

V tabulce 1 jsou uvedeny vysledky analytickych stanoveni pro filmy nesitované a filmy

sitované s 5 %, 10 % a 15 % DAS a filmy sitované 5 %, 10 % a 15 %DET. Jsou patrné

rozdily mezi vlhkosti a obsahem popelovin sitovanych filmi DAS a DET. Obsah dusiku se

meénil jen nepatrné. Vlhkost i popeloviny byly odeéteny z hodno TGA.,
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9.2 Vysledky TGA
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Obr. 8 Porovnani TGA filmui sitovanych DET proti nesitovanému

Obr. 8 popisuje TGA vzorku 4 filmu sitovanych DET o riizné koncentraci. Z obrazku jsou
vidét jen nepatrné rozdily mezi vSemi vzorky. Ani jeden ze zkoumanych materialt
nevykazuje vyznamné zmény. V oblasti poc¢atku do 105 °C, kdy se materidl zbavoval
vlhkosti je pozorovatelny rozdil do 1,5 %. V Oblasti do 200°C kdy materidly taly, dosahl
film s obsahem 15 % DET rychleji nez film nesitovany. V oblasti nad teplotou 200 - 500
°C kdy materialy degradovaly, obsahoval nejvic popelovin vzorek s obsahem 10 % DET,

ale lisil se od nesitovaného filmu jen o0 0,5 %.
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Obr. 9 Porovndni TGA filmui sitovanych DAS proti nesitovanému

Obr. 9 popisuje TGA vzorku 4 filmu sitovanych DAS o koncentraci 5; 10; 15 %.Z obrazku
jsou vidét vyraznéjsi rozdily mezi v§emi vzorky. V pocateéni oblasti do 105 °C, kdy se
materidl zbavoval vlhkosti je pozorovatelny rozdil vyssi vlhkosti sitovanych materialt. V
Oblasti do 200 °C kdy materialy taly, dosahly filmy s obsahem 10 a 15 % sit'ovadla
s mensi ztratou hmotnosti nez film nesitovany. V oblasti nad teplotou 200 - 500 °C kdy
materialy degradovaly, obsahoval nejvic popelovin vzorky s 10 % a 15% sitovadla,

pfi¢emz od nesitovaného filmu se liSily o cca 3 %.
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Obr. 10 Porovnani TGA filmii sitovanych DAS a DET proti nesitovanému

Obr. 10 porovnava TGA vzorku 3 filmu sitovanych 5 % DAS, 5 % DET a nesitovanym. Z
obrdzku nejsou vidét vyraznéjsi rozdily mezi v§emi vzorky. V pocate¢ni oblasti do 105 °C,
kdy se material zbavoval vlhkosti je pozorovatelny rozdil vyssi vlhkosti filmu s obsahem 5
% DAS. V Oblasti do 200 °C kdy materialy taly, se od sebe filmy liili o cca 2%. V oblasti
teplot 200 - 500 °C kdy materialy degradovaly, se procentualni obsah popelovin vyraznéji

nelisil.
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ZAVER

Teoreticka cast Bakaléaifské prace se zabyva strukturou a vlastnostmi keratinu. Dalsi
kapitola se zabyva keratinovymi materialy jak na bazi pfirodnimi, tak na smési keratinu se
syntetickymi polymery. Zptsobem jejich pfipravy vlaken, filma, skeletd a hub. A jejich

aplikaci v biomedicin¢ a jinych odvétvich.

Experimentalni ¢ast ve své tivodni ¢asti popisuje zpracovani a rozklad ov¢i viny alkalicko-
enzymovou hydrolyzou na keratinovy hydrolyzat. V dalsi ¢asti bylo z téchto hydrolyzatt
nasledné piipraveno 7 roztoktt KH pro pfipravu filmd. Do prvnich tii roztoku KH bylo
piidano sitovadlo DET o koncentracich 5 %, 10 %, 15 % a do dalSich tii DAS o
koncentraci 5 %, 10 %, 15 %, jedna smés byla pfipravena bez sitovadla pro porovnani.
Roztoky byly poté vylity na PP desti¢ky, vysuseny a vlozeny do exsikatoru. Nasledné byly
u filmu provedeny analyzy na obsah dusiku za pomoci AOAC 960.52. Dale obsah vlhkosti
a popelovin, ktery byl odec¢ten z TGA.

Predpokladem pro tyto pokusy by mél byt ukazatel pocatku degradace, obsah popelovin a
vlhkosti ve vytvotenych filmech. Zesiténé filmy by se méli projevit niz$i zménou ubytku
hmotnosti jak pii suSeni do 105 °C tak pii degradaci od 200 °C a na konci vy$$im %
obsahem popelovin. Nicméné ptipravené filmy jevily obecné podobné vlastnosti jako film
ptfipraveny bez sitovadla. Asi nejlépe z pfipravenych sitovanych filma vysel film
s obsahem 10% a 15 % DAS. Filmy pfipravené s 5; 10; 15 % DET se nijak vyrazné neliSili

od filmu bez sitovadla a to ani pfi vizudlnich vlastnostech jako je kiehkost nebo pevnost.

Celkovée lze fici, Ze filmy s obsahem 10% a 15 % DAS maji lep$i vlastnosti nez zbylé

mnou piipravené filmy. Z dlivodu pomalejsi tepelné degradace a vySsich popelovin o 2 %.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
PEO Polyethylenoxidu

SF  Silk fibroin

PA6 Polyamid 6

Obr.  Obrazek

DAS Dialdehyd skrobu

DET Dietylester kyseliny vinné

cca  piiblizng

KH  Hydrolyzat keratinu

PP Polypropylen
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