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ABSTRAKT

Prace je zagfena na fipravu keratinovych hydrolyz&iz odpadni o&i viny,
jejich naslednou charakterizaci a moznosti jejiatakpckého vyuziti. Pro
piipravu keratinovych hydrolyz&t byla vypracovana a optimalizovana
alkalicko-enzymova hydrolyzajipkteré je v prvnim stupni vina hydrolyzovana
v roztoku alkalie s nizkou koncentraci a ve drulkéoku je gidan proteolyticky
enzym. Experimenty hydrolyz byly naplanovany a \gtacovany statistickymi
faktorovymi pokusy, byl sledovan vliv vybranych faki pii hydrolyze na jeji
ucinnost. NejvysSi &innosti hydrolyzy (téréé 75 % rozlozené viny) bylo
dosazenoifp zpracovani viny v 1. stupni 0,6% KOHi®0°C po dobu 48 hodin
a s fidavkem 5 % enzymu Savinase 6.0 §0°C po dobu 24 hodin ve 2.
stupni. Nejetsi vliv na mnoZzstvi rozloZzené vinyéha koncentrace alkalie.

Pfi charakterizaci ppravenych keratinovych hydrolyzatylo zjiS€no, Ze
jejich molarni hmotnosti se pohybuji ta$tji mezi 15-50 kDa, ale u¢kterych
hydrolyzati byly zjisStny i frakce s molarni hmotnosti >100 kDa. Slozeni
keratinovych hydrolyzdtse odliSuje od viny zejména obsahem siry a popglov
ale obsah dusiku seils nengni. Dialyzou lze u ppravenych hydrolyzdt
dosahnout snizeni obsahu popelovin fipystnych 5 %. Dle optimalizovanych
podminek alkalicko-enzymové hydrolyzy byldigraveno zasobni mnozstvi
hydrolyzatu k dalSim pokdm.

Aplika¢ni potencial pipravenych keratinovych hydrolyzabyl testovan na
ttech vybranych zpsobech pouZziti. Nejprve byly z hydrolyzatéipsavovany
filmy s aditivy (zn€k¢ovadlo, sfovadlo), u kterych byly hodnoceny fyzikén
mechanické vlastnosti a slozeni. Bylo g, Ze filmy s pidavkem 30 %
byly pripraveny kompozity ze dvou tydPE s pidavkem 5 a 10 % hydrolyzatu.
Mechanické a tepelné vlastnostichito sndsi se s fidavkem keratinového
hydrolyzatu pilis nen€nily. Pridavek hydrolyzatu snizuje @¢dhto kompozii
krystalinitu a taznost. Posledni zkouSenou aplikgto pouziti hydrolyzat jako
nosca aktivnich latek. Z ppravenych kapsli se obsazena aktivni latka
uvolinovala postup&iv pribéhu rozpousdini kapsli.

Kli¢ové slova: vina, hydrolyza, keratinovy hydrolyzat, slozZeni,olérni
hmotnosti, dialyza, film, kompozit, n@si



ABSTRACT

This thesis deals with preparation of keratin hjyates from waste sheep
wool, characterization of these hydrolysates aed tpplication possibilities. A
method of alkali-enzymatic hydrolysis was developadd optimized for
preparation of keratin hydrolysates, where in st fitep wool was hydrolysed in
a low-concentrated alkali solution and in a secsteg a proteolytic enzyme was
added. Hydrolysis experiments were planned anduated by statistical
factorial test and influence of chosen hydrolysestdérs on effectivity of
hydrolysis was observed. High efficiency of hydsa$y (almost 75 % of
decomposed wool) was reached in experiment, wherm was treated in 0.6%
KOH at 90°C for 48 hours in first step and 5 % enegySavinase 6.0T addition
at 60°C for 24 hours in second step. Concentrasfoalkali solution has high
influence to amount of decomposed wool.

Molar weight of prepared keratin hydrolysates wasstly between 15—
50 kDa, but in some experiments fractions with moheight more than
100 kDa were found. Composition of hydrolysates wasttle different in
comparison with wool, especially in sulphur and asimtent, but amount of
nitrogen was almost unchanged. A reduction of asitent to acceptable 5 % in
prepared keratin hydrolysates was achieved bylgsisaA stock amount of the
keratin hydrolysate was produced according to apéh conditions of alkali-
enzymatic hydrolysis.

The application potential of prepared keratin hyglates was tested for three
chosen types of utilization. The fist utilizatiorasva film preparation from the
keratin hydrolysate with additives (plasticizerpss-linking agent) and testing
their physical-mechanical properties and compasitiroperties of films with
30 % addition of the glycerol and cross-linked hg glutaraldehyde had the
most optimal properties. In the second utilizatmomposite desks from two
types of PE with 5 or 10 % of hydrolysate additweare prepared. Mechanical
and thermal properties of composite desks werenfatively affected by
hydrolysate. Addition of the keratin hydrolysatdoinrPE led to decrease of
crystallinity and elongation. The last utilizatiowas testing the keratin
hydrolysate as a carrier of active substances.obkeined active substance from
prepared capsules was liberated gradually duringgr@cess of capsules
dissolution.

Key words: wool, hydrolysis, keratin hydrolysate, compositiomolar weights,
dialysis, film, composite, carrier
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Diserta&ni prace popisuje moznosti zpracovani odpadnichatikewych
materiai (odpadni o¥i viny) na rozpustné keratinové hydrolyzaty, jejich
charakterizaci a moznosti dalSiho vyuzichto produki pro pfimyslové a
zentdélské aplikace. Podle dostupnych zdrgg ve sété produkovano velké
mnozstvi dale vyuzitelnych keratinovych odpadkteré ale nejsou vzdy
vyuzivany jako zdroj materialu pro dalSi zpracovarjsou ve ¥tSirg pripadi
neefektivie spalovany a skladkovany [2, 16]. MoZnosti zpracdva@dpadnich
keratimi na dale vyuzitelné hydrolyzaty byly studovany gpgany v pitbéhu
poslednich 50 let, kdy bylo vyzkouSeno velké mngdzgpisohi zpracovani
keratinovych materiél Nékolik téchto zmisohi bylo vyzkouSeno také
v poloprovoznich nebo provoznich podminkach a dasl@atentovano, ale i
pies to se zadny #pob vice neroz8i v praxi a nezajistil tak f@dpokladany
pokles produkce keratinovych odmgadlednim zdvoda maze byt i to, Ze
mnohé z&chto zmisohi S€peni keratinovych molekul, maji své nevyhodyud
v pouziti zdravi nebezpraych latek, energetické nd@rwsti, malé vyiznosti
nebo specialnich podminkach reakci. DalSiimodem niize byt to, Ze &jsou
aplikatni moznosti vyuziti keratinovych hydrolyzat ponerné velké a
raznorodé, nebylo tomuto tématu zatingénevano tolik pozornosti jako
moznostem rozklad keratinovych odpad V poslednich letech se vSak tento
trend vyrovhava a zénd se vice zkoumat moZznost pouZiti keratinovych
hydrolyzafi, piipravenych zejména enzymovymigobem, proto je jen otazkou
¢asu, nez se #Zme tento material vice vyuzivat ¥Amém Zivot¢. Pro dalSi
rozSieni aplik&niho potencialu keratinovych hydrolyadby bylo poteba
vypracovat takovou metodu rozkladu keratinovych akol, @i které by bylo
pouZzito mirnych reainich podminek adinych (levnych) chemikalii, aby bylo
dosazeno dobré \#nosti rozkladu, a zaroie aby gFipravené keratinove
materidly ndly dobré vlastnosti a byly tak vyuzitelné protigravu
konkurenceschopnych vyroiok

1.1 Keratin

Keratiny jsou skupinou latek, které jsou znamydipuhou dobu a jejichz
vlastnosti, sloZzeni a struktura byly jiz v minulodfikladné popsany. Obeen
nazyvame Kkeratiny skupinu strukturalnich praiewyskytujicich se vk,
chlupech, nehtech, fie viné, kopytech, rozich a dalSiathstech &l vétSiny
obratlova [1-3]. Dale lze za keratiny oz&ia nerozpustné proteiny s velkou
odolnosti proti fsobeni BZnych proteolytickych enzyin[4, 5], gicemz bylo
této vysoké odolnosti a dobrych fyzik&imechanickych vlastnosti vyuzivano
lidmi jiz od davnych dob [6].

Jako vSechny proteiny jsou také keratiny slozeaynmokyselin a mohou ve
své molekule obsahovat az kolem 100000 aminokyselch zbytki [7].
Keratiny slouzi ve &sSin¢ pipadi jako ochranny obal organisinjl]. Pro tyto
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proteiny, patici do skupiny keratin je typicky vysoky obsah siry, ktera je
vétSinou vazana v aminokyselinach cystein, cystin ethronin [1, 2, 4, 5].
Praimérné aminokyselinové slozZeni kerdtije uvedeno v tabulce 1 a je odlisné
jak u taznych typi keratinu, tak i utrznych zdrafj, z nichZ keratinové materialy
ziskdvame. Obsah dusiku se v keratinech pohybujgktsb mezi 14-16 % a
obsah siry byvaiiblizné 2-5 % [2, 4, 5, 8-11].

Tabulka 1 — Aminokyselinové sloZeni keratin
Minimalni zjist ény Maximalni zjistény

Aminokyselina

obsah (hm. %) obsah (hm. %)
asparagin 2,4 7,0
kys. asparagova 4,4 7,6
glutamin 4.3 13,8
kys. glutamovéa 54 15,6
arginin 4.9 19,1
lysin 2,5 4,3
histidin 0,7 1,9
tryptophan 0,5 1,8
serin 7,9 11,7
threonin 4,7 6,9
tyrosin 1,2 5,9
cystein 0,1 10,8
thiocystein 0,1 0,1
kys. cysteinova 0,1 10,0
cystin 3,8 13,7
lanthionin 0,1 0,1
methionin 0,6 2,5
glycin 4.6 9,1
alanin 3,3 5,6
valin 4,2 6,2
prolin 5,1 9,6
leucin 5,9 8,1
isoleucin 2,4 4.5
phenylalanin 1,9 4,0

JelikoZz jsou keratinova vlakna héstzestovana disulfidovymi nastky,
vodikovymi mistky a hydrofobnimi interakcemi maji velkou chenagki
mechanickou odolnost [2, 8, 12, 13]. Diky této uebtabilni struktie jsou
keratiny odolné proti degradaci a jen velmi oktizozlozitelné. Pro jejich Gplny
rozklad je nutné pouzit vysokych koncentraci roztokemikalii nebo vysoké
teploty a tlaku. Keratiny jsou sternjako dalSi proteinovéifyodni materialy
poSkozovany &asteén¢ degradovany stlem (ultrafialovym i viditelnym) a
této fotodegradaci dochazir&d reakci a zenam v aminokyselinovém slozeni
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jednotlivych keratinovychiet€zci [14]. Podle vinové délky s#a, které dopada
na molekuly keratinu, dochazi na vlaknech¢asgji ke Zloutnuti nebo #eni.
Pri pouziti swtla s kratkou vinovou délkou (pod 375 nm) dochazfamci
degradani reakce ke Zloutnuti a naopak pouziti s¥tla s &tSi vinovou délkou
(kolem 450 nm) vede degrafa reakce k Eleni [15]. Ri téchto degradénich
reakcich jsou neépsgji fotodegradaci zrkmény aminokyseliny tryptophan,
cystin a tyrosin [14].

Jak jiz bylo uvedeno vySe, mohou se keratiny jakechny jiné proteiny liSit
svou strukturou a aminokyselinovym slozenim takdl@@odminek, kde byly
vypéstovany [6]. Obeach mazeme keratiny roztlit na ti typy a-, B-, a y-
keratiny, které se od sebe odliSujgey@zié primarni a sekundarni struktura
molekul. Tyto ti typy keratimi se poté liSi hlavh obsahem aminokyselin
obsahujicich siru, délkowettzci a jejich vzajemnym uspadanim [1, 2].
Nejbézreji se keratiny vyskytuji v sekundarni strukdujako a-Sroubovice &3-
skladané listy (viz. Obrazek 1).

» a-keratiny jsou nejasgjSi slozkou viny, kzZe, roli a kopyt u saut,
ale mizeme je nalézt i u ptaka plaz. Jejich strukturu tvid Sroubovice
zpevrené icnymi disulfidovymi vazbami mezi zbytky sirnych
aminokyselin a vodikovymi fistky [1, 2].

» [B-keratiny jsou typickeé strukturou skladaného ligstmizeme je nalézt
u ptaki a plazi v pei, paatech, zobacich a Supinach [1, 2].

» y-keratiny nazyvame globularni nizkomolekularni pioy (do 15 kDa)
s vysokym obsahem siry, které dag€ji slouzi jako spojovaci material
v keratinovych vlaknech pro tvorbu makrofibril vinylasi a srsti [8].

*os Vodikovy mistek
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Obrazek 1 — Sekundarni struktura keratinovych malek
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1.2Vina

Vina je @irodni nanokompozit slozeny z mikrovlaken kerat{mikrofibril)
vzajemré spojenych nizkomolekularni matrici. Keratinové raofibrily jsou pak
sloZzeny z dlouhych keratinovych molekuksstrukturou s nizkym obsahem siry
a naopak nizkomolekularni matrice je slozena Zigcht globularnich molekul
y-keratini s vysokym obsahem siry. Obvykla délkagviych viaken je mezi 5 az
50 cm a jejich pimér byva mezi 20 az 40m. Hustota viny je fiblizné
1,3 g/cni. Mezi atomy, které jsou nejvice zastoupené veé, ki uhlik (50—
52 hm. %), vodik (6,5-7,5 hm. %), kyslik (22—25 Kf%), dusik (16—17 hm. %)
a sira (3—4 hm. %) [17].

2 nm Sroubovice (helix)

2.8 nm Superhelix

4.5 nm Protofibrila
Mikrofibrila

10 nm

—  Kutikula

Obrazek 2 — Struktura vidkna viny
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Krome¢ keratinovych vlaken, ktera jsou hlavni slozkouyylobsahuje viené
vlakno jest tuk (lanolin), absorbovanou vodu, pot a asi 0,5. hih
anorganickych nespalitelnych latek (popelovin). &bsanolinu se liSi podle
plemene ajvodu ovce a &Sinou se pohybuje mezi 2-15 hm. %. Absorbovana
voda je velmi dlezitym faktorem ovliviujicim wtSinu fyzikalnich vlastnosti
vinénych vldken. B standardnich podminkéach, kterymi jsou 60% vzduSna
vihkost a 20°C, byva mnoZstvi absorbované vody mézaz 18 hm. % [17].

Kazdé keratinové vladkno, tauz jde o vinu, viasy nebo srst, je
z morfologického hlediska sloZzeno ze dvou odliSnyéhkti (viz. Obrazek 2).
VnéjSi ochranu vlaken tio kutikula, coz je soustava téimobdélnikovych list
poskladanych ies sebe (jako iSni tasky). Roz#my téchto listi se pohybuji
mezi 20—-3Qum s tlougkou kolem 0,6um. VrejSi kutikula tvdi asi 6-16 hm. %
z celého vlakna. Keratinové molekuly v kutikule meaysoky obsah siry (az
35 hm. %), a proto je jejich zéeivani velmi husté a t¥otak velmi dobrou a
odolnou ochranu proti Wsim viivam [17].

Cast vlaken pod wsim obalem (asi 90 hm. %) ttiokortex, ktery je
poskladan z fibril spojenych keratinovou matricellka kortexovych bukk je
asi 45-95um a jejich tlouska se pohybuje mezi 246n. Kazda kortexova
buitka se sklada z5 az 20 makrofibril a kazda makriddibz 500 az 800
mikrofibril. Mikrofibrily jsou sloZeny z deviti profibril, které jsou slozeny ze
dvou superheli&. Superhelixem se nazyva dvojice vzajémstaienych a-
Sroubovic keratinu (viz. Obrazek 1) [17].

Keratinové molekuly jsou stabilni a odolné praispbeni chemikalii, nejsou
vSak uplk nereaktivni a viznych roztocich chemikalii reaguji
aminokyselinové zbytky dznymi zpisoby. Pro fipravu keratinovych
hydrolyzati jsou dilezité zvla& reakce, @i nichz dochazi ke &peni
keratinovych molekul @& uz v peptidové vazb tak také v disulfidovych
mustcich. Bi reakci keratinovychrettzci se silnymi kyselinami dochazi ke
Stpeni peptidové vazby a k tvarb-COO a —NH," iontl. Interakce dchto
vzniklych ionfi hraji dilezitou roli @i stabilizaci struktury proteinu v okoli
izoelektrického bodu (i pH kolem 6,5). Dlouhodobé vystaveni keratinovych
molekul pisobeni silnych kyselin vede k hydrolyze peptidovazby a
amidickych skupin, uva@lbvani amoniaku a tvo&dodateénych karboxylovych
skupin. Bhem hydrolyzy silnymi kyselinami je zcela Zena aminokyselina
tryptophan a vyraznklesa také mnozstvi serinu, threoninu a tyrosttasteéns
je poté oxidovan cystin na kyselinu cysteinovouyatein, ¢imz dochazi také
k cast&énému roz&tpeni disulfidovych mastka [17].

Pro zpracovani keratinu je lepsi vyuzit alkalickyolztokii, které degraduji
keratin i nizSich koncentracich a teplotach nez kyselétgyztPodobs jako u
roztoki kyselin se fi alkalické reakci hydrolyzuje peptidova vazba. &llkkou
hydrolyzou dochéazi také k rozpeni disulfidickych mistka dle nasledujici
reakce (viz. Obrazek 3) [17]. Alkalickou hydrolyzgal zcela znien cystin a
Ubytek Ize pozorovat také u aminokyselin arginimstidinu a serinu.
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Obrazek 3 — Reakce cystinovych zibyik alkalické hydrolyze

Pevna zesbvana struktura keratinovych molekul je velmi odolproti
pusobeni Bznych proteolytickych enzyin Proto je pro enzymové zpracovani
keratinu lepSi fedzpracovat keratin vroztoku alkalie, oxidam nebo
redulénim ¢inidlem. Pro zvySeni dinnosti enzymové hydrolyzy je také mozné
pouzit vice fiznych enzym najednou [17].

Pro zpracovani viny oxig¢aim zpisobem se vyuziva toho, Ze tyrosin, cystin a
cystein jsou velmi nachylné k oxidaci, vip&hu které se gni aminokyselinové
sloZzeni tak, Ze zwaa cast tchto aminokyselin je oxidovana na jinou
sloweninu. NefasgjSim oxid&nim zpracovanim keratinu je sulfitolyzafi p
které je znana ¢ast disulfidovych nastki rozSEpena. Obdohbh probiha také
reduléni S€peni disulfidovych nastki keratinu, ke kterému dochazi ¢est;ji
reakci s ionty thiolu. Redukce probih&smou mezi cystinovymi zbytky a ma
za néasledek rozfgeni disulfidickych vazeb meetezci keratinu [17].

1.3 Keratinové odpady

Zemedélstvi i pramysl vytv&i kazdy den mnoho tun keratinovych odpad
Mezi nejWwtSi producenty &chto odpad pati potravindsky (zejména
masozpracujici), textiini a koz#dy pramysl. NejwtSi ¢ast ze vSech
keratinovych odpadtvori pei z jatek a dibeZzaren. Ré zaujima asi 5-10 %
hmotnosti diibeze, tzn., ze napz jatek, které kazdy den zpracuji 5000@aku
vzniknou 2—-3 tuny odpadu definkazdy rok je pak ve st vyprodukovano
vice nez 770000 tun Hejako odpadu z dibez&skych farem a jatek [16].
Druhou nej¥étSi casti keratinovych odpédje vina, ktera neni zpracovana
v textilnim pfimyslu pro své nevyhovujici vliastnosti a také vimadoobnych
chovateli, kterd je z ekonomickychagdodi t¢Zko obchodovatelna. Roe je
vyprodukovano ve s#¢ kolem 1,5 mil. tun viny. NegtSimi producenty viny
jsou Austréalie, Novy Zélandina a Rusko [17]. Zraéacast této viny je pro své
nevyhovujici mechanické nebo fyzikalni vlastnosgiridéna a stava se tak
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odpadem. Tyto odpady pak kdmefasgji na skladkach nebo ve spalovnach.
Celkow je ve s¥t¢ vyprodukovano fes 5 milior tun keratinovych odpaid
rocné [2].

1.4 Hydrolytické Stépeni keratinu

Principem pipravy rozpustnych keratinovych hydroly&gé vzdy roztpeni
disulfidovych a peptidovych vazeb. Tim se dosahegsil zpracovatelnosti
puvodre dlouhych keratinovych molekul. Toto zpracovani hkaratinové
hydrolyzaty pak |ze prov&lmnoha éiznymi zpisoby.

1.4.1 Alkalick&a hydrolyza

Jednim z nejstarSich @goli pripravy rozpustnych frakci keratinovych
materiali je zpracovani alkalickou metodouii Bpouziti roztoki hydroxidi
s vySSimi koncentracemi spolu s vysokou teplotdizame dosahnout az 100%
konverze nerozpustného keratinu na keratinové Wyzhty. Tento zfisob
piipravy popisuje nap Abouheif a kol., ktd alkalicky rozkladali vinu a gé
v roztocich NaOH o koncentracich az 12% za vary. [B§lo zjiStno, Ze i
takovychto podminkach hydrolyzy se émi aminokyselinové sloZeni
hydrolyzati a klesa obsah dusiku. U taktdippavenych hydrolyzat Ize
predpokladat vysoky obsah popelovin a nizkou molekalo hmotnost
hydrolyzati. Podobnym zfisobem pipravovala keratinové hydrolyzaty
Cardamone, ktera vinu rozkladala v 0,5M roztoku Na@i 60°C [19]. Také u
téchto hydrolyzai byla zjiS€na nizka molekulova hmotnost 6,5-20 kDa.
Alkalického rozkladu pié v 1M roztoku NaOH vyuzili také Kawahara a kol.,
ktefi po tech hodinach ip 70°C rozpustili 55% keratinu a ziskali hydrolyzat
s molekulovou hmotnosti kolem 30 kDa [20]. Jinéhpasobu alkalické
hydrolyzy pouzili Gousterova a kol., kitehydrolyzovali odpad viny i sii
v roztoku 0,15M KOH a 0,05M NaOH zai@vu mikrovinami a doséahli timto
zpasobem vice nez 70 % hydrolyzyyndniho materialu. V tomto materialu pak
byly spol&né obsazeny jak hydrolyzaty keratinu tak hydrolyZéagenu [21].
DalSim vyzkouSenym Zigobem alkalické hydrolyzy je rozklad keratinovych
materiati v roztocich Ca(OH) ktery popsal Coward-Kelly a kol. ve svych
pracich. Timto zfisobem rozloZili az 95 %iwodniho materialu, ovSem pouze
za teplot kolem 150°C. Také u tohotougpbu hydrolyzy Ize @kavat vyssSi
obsah popelovin v hydrolyzatech a&hto hydrolyzai byl také zjis¢n ubytek
nékterych aminokyselin [22, 23]. Lzergdpokladat, Zze pro alkalickou hydrolyzu
by bylo mozné pouzit i jiné alkalické roztoky negSe popsané. dihnost této
hydrolyzy by poté ejmé naristala s vysSi koncentraci alkalie nebo vySsi
teplotou hydrolyzy.
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1.4.2 Kysela hydrolyza

Obvyklym vyuzitim kyselé hydrolyzy keratinovych rea#fi je pro gipravu
vzorki pro dalsi analytické stanoveni. #vdbdi ponmerné vysoké odolnosti
keratinovych materiél proti pisobeni kyselin je nutné vyuzZivat vysoké
koncentrace roztak pouzitych @i zpracovani kyselou hydrolyzou [17]. Touto
problematikou se po#mné podrobr zabyvali Kurbanoglu a kol., kitekyselou
hydrolyzou keratinovych materiélptipravovali vstupni material pro své dalSi
experimenty [24-30]. Kyseld hydrolyza probihalailmygh roztocich kyselin
(6M HCI a 3M HSQ,) nejdive pi teplog 70°C a po naslednémrexkni
destilovanou vodou poktavala hydrolyza p 130°C. Po uko&eni hydrolyzy
bylo upraveno pH na 7igdanim 10M roztoku NaOH. Timto #pobem dokazali
rozlozit vice nez 85 % twodniho materialu [24]. OdliSny #&pob kyselé
hydrolyzy byl popsan Jou a kol., ktenydrolyzovali chlupy v 20,5% roztoku
HCI pii zahtivani mikrovinnym z#&enim [31]. Timto zpsobem rozlozili vSechen
keratinovy material a zjistili, ze pouziti mikroviBho olievu v kombinaci
s kyselou hydrolyzou urychluje rozklad keratinu][31

1.4.3 Redukéni zpasob

Metodiku rozkladu keratinu redakimi ¢inidly podrobré popsali Schrooyen
a kol., ktei vedle postupuifpravy keratinovych hydrolyzatuvadsji také nap.
jejich nasledné zpracovani a vlastnosti [32-36}i Redukénim zpisobu
hydrolyzy, ktery navrhli a vyzkouSeli, byly disubvé vazby hydrolyzovany
roztokem 2-merkaptoethanolu v pihi@sti maoviny, ethylendiamintetraoctové
kyseliny (EDTA) a pufru. Timto Zisobem bylo rozlozeno teth 80 %
puvodniho keratinového materialu [32]. Podobnyastb gipravy popsal
Gennadios proifpravu keratinovych filmi [37] a také Reichl, ktery redakim
zpasobem pipravoval keratinove hydrolyzaty praipravu filmi vyuzitelnych
v |ékarstvi [38].

1.4.4 Oxidaéni zpisob

Oxidaini zpisob gipravy keratinovych hydrolyzétje obdobny redulnimu,
jedinou zngnou je pouziti specifického oxidiaiho ¢inidla, coz vede k reakci,
pii které jsou disulfidové vazby oxidovany ionty obggcimi siru (napp SO,
S,05%). Fi pouZiti &chto oxid&nich¢inidel se tomuto zZjsobuiika sulfitolyza,
kterd je pouzivana pro Upravu #hych viaken v textiinim mmyslu [17].
Tohoto zmisobu rozkladu keratinu pouzili také Vasconcelos ., kkte‘i
rozkladali vinu ve sw@si 8M roztoku mooviny, 0,2M roztoku dodecylsulfatu
sodného (SDS) a 0,5M roztoku #8305 [39]. Stejny postup zvolili také Katoh a
kol.; pouzili sné¢s maioviny, SDS a Nz5,05 a hydrolyzovali v této sési vinu
pii 100°C [40]. Po hydrolyze, naslednénie®Sténi hydrolyzatu dialyzou a
vysuSeni ve sprejové suSarriskali Sedobily prasek keratinového hydrolyzatu
s casticemi mensimi nez 10m [40].
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1.4.5 Enzymova hydrolyza

Jednim z nejpouzivéjsich zmisohi hydrolyzy keratinu se v poslednich
letech stava rozklad pouzitim enzyr{proteinazy nebo keratinazy), které jsou
produkovany nepstji bakteriemi nebo houbami. Alkalické proteinazyys
negastji vyuzivané enzymy pro fimyslové aplikace, celkem zaujimaji mezi
40-60 % trhu s enzymy [13, 41]. Velkou vyhodou enatickych postu jsou
velmi mirné reakni podminky hydrolyzy a také malé mnozstvi davkgean
enzymi. Nevyhodou na druhou stranu jecab sloZitd prace s bakteriemi a
udrzovani stalého reakiho prostedi. DalSi nevyhodou e byt také vysoka
cena enzyrin pripravenych pro hydrolyzu keratinu. Poslednim negat, které
je tteba zminit je powrné dlouhycas reakci (3—7 di) oproti nap. kyselé nebo
alkalické hydrolyze. Mezi néastji vyuzivané bakterie proffpravu enzym
pro hydrolyzu keratinovych matenal jsou bakterie zrad Bacillus a
Streptomycep2].

Zaklad provedeni enzymové hydrolyzy je u vSech raupmdobny, zpsob
rozkladu se #Sinou liSi jen pouzitym druhem bakterii (a tedyyjn enzymem)
a dalSich reainich prostedki. Hydrolyza zdina nejprve tim, Ze keratinové
materialy byly pomlety a odémény a poté smichany s roztoky soli (pigRck
kvasnic a agaru). Nasleginpo vytemperovani afipadné Uprayv pH, byly
piidany kultury bakterii. Tato sé8 byla poté H nizké teplot inkubovana.
Nakonec byla s#s zfiltrovana, pofipadt byly bakterie a enzymy inaktivovany
zmenou pH nebo za@anim. Enzymovou hydrolyzu keratinu pomoci enzymu
produkovaného bakterienBacillus pouzil nap. Grazziotin a kol., kié takto
rozkladali péi [16]. Pomleté pé smichali s roztoky soli afigali kulturu
bakterii. Celou s&s inkubovali @i 30°C a pH 6 po dobu 7 édnObdobného
zpasobu vyuzili také Fakhfakh-Zouari a kol., Kteekoumali moznosti tstu
bakteriiBacillus pumilusAl na keratinovém substratu [43]. DalSim pouzivany
druhem bakterii jsoBacillus licheniformisPWD-1, které pro enzymovy rozklad
pouZzivali Wang a kol. [44] a také Lin a kol. [43pto je jencast autol, ktefi se
vénuji rozkladu keratinu bakterigirenzymovym zpsobem, existuje jest
mnoho dalSich podobnych igoh1 enzymové hydrolyzy keratinu bakteriemi
roduBacillus[13, 46, 47].

Druhym negasgji pouzivanym rodem bakterii je rdgkreptomycesS g€mito
bakteriemi rozkladali keratinové materialy hadood a Healy jiZ fed vice nez
15 lety [3], kdyz vyuzili keratinolytické bakteri&treptomyces fradiag@ro
rozklad viny a p#. DalSimi, kdo pouzivali pro rozklad keratinu enmy
produkované bakterienStreptomycegou Syed a kol. [48], Tatineni a kol. [49],
Chao a kol. [50] a Mabrouk [51].

Krome vySe zmignych rodi bakterii, které jsou n&gstji pouzivany, lze pro
enzymovy rozklad keratinu vyuzit také dalSichirdzhkterii, jako jsou ndp
Vibrio sp kr2, které vyzkouSel a popsal Grazziotin a ké&i2,[53]. Postup
hydrolyzy byl proveden obdoBrjako u ostatnich autbr Bylo zjiS€no, Ze pi
pouZziti €chto bakterii byl veSkery keratinovy material ré@da po 5 dnech
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kultivace [53]. Jiny mozny Zjsob pouzili Yamauchi a kol., kiie popsali
moznosti enzymové degradace keratinu proteinazaub#kterii Tritiachium
album [54]. DalSi moznost pouziti bakterii pro hylgieu keratinu popsali
Khardenavis a kol. [41], kie zdokumentovali vyuZiti enzymu produkovaného
bakteriiSerratia sp HPC 1383. MoZnosti vyuziti bakter@hryseobacterium sp
kr6 pro rozklad keratinovych matetidbopsali Brandelli a Riffel, kde také
uvackji, Ze nejétsi aktivitu ma produkovany enzynti 80°C a pH mezi 6 a 8
[55]. Eremeev a kol. pouZili pro rozklad keratinmzgmovou hydrolyzou
Acremonium chrysogenufB6]. Timto zmgisobem ziskali keratinovy hydrolyzat
a take zjistili, Zze nejvyssi aktivity enzym dosahbpi pH kolem 9 a teploty
kolem 55°C. DalSi odliSny #igob pouzili Vasileva-Tonkova a kol., kite
rozkladali pé& enzymem produkovanym bakteriefihermoactinomycefs7].
V této préaci bylo zji&no, Ze nejvice keratinu se rozpuditi ipkubaci po dobu
72 hodin pi pH kolem 8, a to az 56%.

Jak jiz bylo dive zmirgno, krong pouziti bakterii je pro rozklad keratinu
mozné pouzit také enzymy produkované houbami adphiscoz popsali nap
Kaul a Sumbali, kteé pouzili pro rozklad keratinového materialu enzym
produkovany houbami [58].

1.4.6 Kombinovany zpasob

Jako jeden z prosdki pro zvySeni vyZznosti rozkladu keratinovych
materiah pii nizSich reaknich podminkach f%e byt vyuziti kombinace vyse
zmirénych postup hydrolyzy. Jako neginngjSi se jevi vyuziti alkalické a
enzymové hydrolyzy, jelikoz keratinové materialyalaliich botnaji a
rozpoustji se snadfi nez v jinych roztocich a jiz nizké koncentragehto
alkalickych roztoki narusi strukturu keratinovych matetia@ tim zjednodusuji a
zrychluji naslednou enzymovou hydrolyzu keratindvyetzci [17]. Druhou
vyhodou je, Ze existuje mnoho proteolytickych aaki@olytickych enzym,
které pracuji v alkalické oblasti [41, 49, 51, 53pbhoto zfgsobu hydrolyzy
vyuZzil pro swij vyzkum Dalev [59], ktery keratinové materidly hgtyzoval
v prvnim stupni v 0,3M roztoku NaOHiB0°C a nasledhpo Upra¥ pH pridal
proteinazu B72 pracujici v alkalické oblasti a dédal keratin enzymatickyip
55°C. Ri téchto mirnych podminkéach rozlozil po 2,5 hodinacdroyyzy téng
50 % z mivodniho materialu. Moznou nevyhodou tohoto postupifze byt

Jinym pouzivanym Zjsobem kombinované hydrolyzy jeteglUprava
keratinového materialu ve $s oxidanich ¢inidel a nasledné &eni enzymy.
Tento zmsob gipravy keratinovych hydrolyzat byl popsan Borem a
Arnaudem, ktd nejdive v prvnim kroku hydrolyzovali disulfidové vazi®0;*
jonty a poté, po vyprani, vdruhém kroku j&st&né¢ zhydrolyzované
keratinové molekuly dale zpracovavali v roztoku tpneazy [60]. Podobny
zpasob popsal také Savolainen, kteryéow prvnim kroku pouZzil oxidéni
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sulfitolyzu SQ” ionty a poté po UprévpH pidal proteindzu a pokeaval
hydrolyzou enzymy [61].

1.5 Aplikace keratinovych hydrolyzatu

Keratin a keratinové hydrolyzaty mohou najit a )i své uplatni v
Sirokém spektrutznych od¥tvi pramyslu. Krong mérg ¢astych vyuzZiti jako
aditiv pri pripraw betonu a keramiky jsou keratinové hydrolyzaty \yéaay
nag. v zen¢délstvi, kosmetice, 1ékatvi a potravingskem ptmyslu [62].

1.5.1 Filmy a povlaky

Z riznych keratinovych hydrolyzatlze pongrné jednoduchym zfssobem
pripravit filmy a povlaky vyuzitelné v zeddélstvi i praimyslu [37]. Pro pipravu
filmu je kroztoku hydrolyzdit nutné pidat zneékéovadlo (glycerol, sorbitol),
protoze keratinové filmy bez zicovadel jsou filiS kiehké. Pro dosazeni
lepSich mechanickych vlastnosti Ize filmy a poviaiipvat nap. teplem nebo
pusobenim glovacichéinidel (formaldehyd, glutaraldehyd)fiRomto stovani
dochazi k obnoventasti gicnych vazeb mezitettzci keratinu a tim ke
stabilizaci jejich struktury [17, 37]. Filmy a p@Ky z rozpustnych keratinovych
hydrolyzati se ipravuji nefasgji litim z vodnych roztok. Keratinovy
hydrolyzat je nejprve rozpust ve vod, do tohoto roztoku je potéfigano
zmekcovadlo a pop sitovalo. Nasledé je snés homogenizovana a vylita na
podloZzku nebo do formy, kde je potéepyte&na voda odp@na. Ripravené
filmy jsou nerozpustné vedt8ing bézrneé pouzivanych organickych rozpoédel.
Na DSC kivkach €chto filmid je patrny endotermni pikiipteplotach kolem
250-270°C souvisejici rgjme¢ se zndnou krystalické faze (tani) keratinu.
Tlou&’ky takovychto filmi se pohybuji kolem 5@m a maji pordrné dobré
mechanické vlastnosti, navic jsou Uplbiologicky rozlozitelné [37]. Tyto
biodegradabilni filmy se vyuZivaji v potravisévi, zengdélstvi a obalovém
pramyslu [63].

1.5.2 Hnojiva a ristové stimulatory

Jedno z nejvice rozgénych pouziti keratinovych hydrolyZdje aplikace jako
dusikatych hnojiv atistovych stimulatar v zengdélstvi [53, 67]. Hydrolyzaty
maji vysoky obsah dusiku (kolem 15 %) coz z niofi velmi dobry a levny
zdroj tohoto prvku. DalSi jejich vyhodou je, zeysbiologicky rozlozitelné a
také gipravou hydrolyzdt s mtiznou rozpustnosti Ize ugmit davkovani a
uvolovani dusiku do gy [23, 63]. Pokud je navic hydrolyzatigraven nap
alkalickou hydrolyzou v KOH a nasleglzneutralizovan kyselinou fosfameou,
budou ve vysledném hnojivu obsaZeny i dalSirgdmié draselné a fosf@re
ionty [68].
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1.5.3 Krmivo a aditivum krmnych sm ési

Keratinové materialy obsahuji i po hydrolyze velk#ozstvi proteid a
esencialnich aminokyselirtehoz niize byt vyuzZivano proifpravu krmiv a
aditiv do krmnych swsi pro dobytek a dalSi hospdsiéé zvfata [41, 52, 69-
71]. Tento typ krmiva je ovSem kterychcastech séta zakazan @etne EU)

z obavy S§ieni rékterych nemoci (ndp pta&i a prasé chripka, BSE) [21].

V nékterych statech Asie nebo Afriky se vSak tyto ke@até suplementy stale
pouZivaji. Velkou vyhodou krmiv z keratinovych hgtyzati je jejich nizka
cena a snadné zpracovafiasto se v minulosti keratinové odpady zpracovavaly
na tzv. keratinovou malu, ktera se dale pouzivala nakpmovani dobytka a
drabeze [70-73]. Tato maka se vyrabla tak, ze se keratinové odpady pomlely
a spoleéné zpracovavaly P vysokych teplotach a tlacich [21, 62, 63], kdy
ovSem dochazi ke z&x@@mu snizeni obsahgkierych aminokyselin (methionin,
lysin, tryptophan) [43, 63]. Pro zpracovani keratjch material na krmivo
pro dobytek nebo dbez Ize vyuzit také enzymovou hydrolyzu keratinier&
neni tak energeticky nama nez pvodni zpracovani vysokou teplotou a
tlakem, ale probiha po delSi dobu a vyZaduje stapitostedi pro hydrolyzu
[72].

1.5.4 Kompozitni materialy

Keratinové materialy lze vyuZzit profipravu kompozii jak michanim se
syntetickymi [77, 78], tak sifrodnimi materialy [79, 80]. Touto problematikou
se zabyval nap Barone, ktery popsal ve svatidnku g@ipravu a vlastnosti PE
kompoziti s keratinovymi vlakny a zji®val jak keratinova vlakna oviiwji
krystalinitu polymerni matrice [77]. Aluigi a kolptipravovali kompozitni
materialy z keratinovych hydrolyZat PEO. Zdchto kompozit poté vyrabli
nanovlakna elektrospiningem [78]. Obdobnyniisgbem vyra#li Aluigi a kol.
nanovlakna z keratinu a PAG6 [93]. Z keratinovychitoyyzati Ize @ipravit také
biodegradabilni kompozitni sisi naf. z keratinu a acetatu celuldzy, ze kterych
|ze gipravit tenky pfisvitny film s dobrymi tahovymi a tepelnymi viasthos a
propustnosti pro vodni paru [79]. DalSi biokompagaitpsal Wool, ktery se
zabyval gipravou biologicky rozlozZitelnych sfai ze sojového oleje a keratinu
piipraveného z @ [80]. Ve vSech vySe uvedenyckadech byl keratin pouZit
jako aditivum nebo plnivo, ale Ize jej také poujéko polymerni matrici¢ehoz
se vyuziva nap pro p@ipravu kompozii keratinu s oxidem chromitym
vyuzivanym v kozeglném ptimyslu jakocinidla [81].

1.5.5 Lékarstvi a kosmetika

Keratinové hydrolyzaty, kili své podobnosti s lidskou tkani mohou nachéazet
své uplatani také v lékéstvi nebo kosmetickém fomyslu. Jedno z nejvice
popisovanych pouziti keratinovych hydrolyizdje pri lécbé povrchovych
zraréni jako odenin, popalenin apod. jako latky pomahajicsta nové kozni
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tkarg. Toto vyuziti popisuje n&pReichl, ktery pouzival keratinové hydrolyzaty
pro @ipravu filmi pro tk&ové inzenyrstvi [38]. Podobné vyuziti keratinovych
materiai popsali také Yang a kol. [74]. DalSim z popsanyeétod vyuZiti
keratinovych materiélv |ékastvi testovali Li a kol., kié pripravili kompozitni
material z kyseliny polyminé a keratinu, a nasle&inz tohoto materialu
pripravili skelet pro kultivaci osteoblast(kostni buiky) [75]. Podobs jako

v [ékarstvi mohou pomahat keratinové hydrolyzaty také snketickych
piipravcich pro oSé&tni poSkozené pokozky nebo wa¥vili své pibuznosti

s keratinem v &Zi se proto pouZzivaji jako slozkyipravka pro p&i o pokozku a
vliasy [76].

1.5.6 Vlakna

DalSi zdokumentovanou moznosti vyuziti keratinoviigdrolyzat je krong
pripravy filmi a folii také vyroba vldken pouzitelnych v textimiprimyslu,
lékaistvi nebo pro technické aplikace jako jfgppava kompozit. Tyto vldkna je
vétSinou nutné fed finalni aplikaci vhodhmodifikovat nap. anhydridy kyselin
nebo kyselinou mraven pro snizeni krystalinity [64, 65]. Vysledné viassti
keratinovych vlaken jsou poté ovligmy mnozstvim absorbované vihkosti [66].

1.5.7 DalSi aplikace

Kromé vySe popsanych vyuZziti byly keratinové hydrolyzakouSeny také
pro dalSi, mé& pouzivané aplikace. Jednou z mé@sznych aplikaci je moznost
vyuziti keratinovych odpadpro vyrobu vodiku enzymovym rozkladem, ktery
popsal Balint a kol. [82]. DalSimi mohou byt aplieakeratinovych hydrolyzat
pro pipravu kultiv&niho substratu pro produkci a regeneraci bakt@8gj 84] a
také jako materialu stabilizujicino nasstice [85]. Mezi méhb¢zné aplikace
muzeme zéadit také vyuziti hydrolyzétkeratinu jako chelataich cinidel pro
odstrarni nekterych kowi z pady. Tento experiment provedli Evangelou a kol.
a zjistili, Ze za pouziti hydrolyzétviny lze odstranit az 65 % ddi a 5,5 %
kadmia z fidy [86]. Keratinové hydrolyzatyijpravené alkalickou hydrolyzou a
nasled® pouZzité pro Upravu lykovych viaken zvysSuji tahostastnosti &chto
vlaken a to pevnost vtahu az o 40 MPa a prodiduzno 4 % [20].
Hydrolyzaty gripravené z p@ mohou najit své uplagni také v archeologii pro
Gpravu a stabilizaci vodou nasakléhievh [87, 88]. Dale mohou byt roztoky
keratinovych hydrolyzét vyuzity jako enkapsutai latky pro dopravu a
davkovani barviv, l&v, hnojiv a dalSich chemikalii [37].
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2. CILE PRACE

Diserta&ni prace si vytila tii hlavni cile, tykajici se zpracovani odpadniho
keratinu na keratinové hydrolyzaty a jejich dalSipmuziti, kterym se budou
vénovat nasledujici kapitoly.

Prvnim ditim cilem bylo vyzkouSet a optimalizovat proces oy
odpadni ov¥i viny na keratinovy hydrolyzat. Jako metoda zpvard byla
vybrana dvoustujpva alkalicko-enzymova hydrolyza probihajici v omith
alkalii s nizkou koncentraci a Hglavky komegné vyuzivanych proteolytickych
enzymi. Optimalizace procesu byla provedena a vyhodnowvZa pouZziti
statistickych metod (faktorové pokusy, testovanizngmnosti). Hlavnim
kritériem pro hodnoceni jednotlivych pokubylo sledovani €innosti rozkladu
ptuvodniho materialu a tedy mnozstvi ziskaného kevaého hydrolyzatu.

Druhym dikim cilem této prace byla charakterizaceipmvenych
keratinovych hydrolyzat U hydrolyzah bylo zji&¥ovano jejich sloZzeni a
distribuce molarnich hmotnosti, v naslednému zhodnoceni jejich vlastnosti
v navaznosti na Zgob provedeni a winost hydrolyzy. Tyto zjighé
vlastnosti poté slouzily spolu s vysledketiininosti hydrolyzy k selekci jednoho
zpasobu pipravy keratinového hydrolyzatu, na kterém potébfral dalSi
vyzkum aplik&niho potencialu.

Poslednim vytyenym cilem disertani prace bylo zhodnoceni moznosti
vyuZziti keratinového hydrolyzatu prakolik aplikaci. Jako testované aplikace
byly vybrany giprava filmi z keratinovych hydrolyzat déale piprava
kompozitnich materiél se syntetickymi polymery a také moZzZnost vyuZziti
keratinovych hydrolyzatjako nostt aktivnich latek.
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3. PRIPRAVA KERATINOVYCH HYDROLYZAT U

Prvni cast této disertani prace pojednava o fipraw keratinovych
hydrolyzati z odpadni o#i viny. Nejprve se tato kapitolaénuje charakterizaci
surové o¥i viny, dale pak jeji fedupra¥, hydrolyze a nakonec diskuzi
vysledki jednotlivych pokus. Vysledky uvedené vtéto kapitole byly
publikovany ve dvoulancich v zahragnich ¢asopisech (viz. Seznam publikaci
P1, P2), ve dvowklancich weském recenzovanémasopise (viz. Seznam
publikaci P4, P5), dale na jedné mezinarodni kemigr(viz. Seznam publikaci
P15) atechc¢eskych konferencich (viz. Seznam publikaci P9, P1@).

3.1 Statistické planovani a vyhodnocovani pokus

MnozZstvi rozloZzeného keratinu a také vlastnosipravenych keratinovych
hydrolyzati ovliviiuje v piibéhu hydrolyzytada technologickych podminek a
faktori. Pro snad§Si zjiS€ni vyznamnych faktdr je mozné pouzit statistické
metody navrhovani a vyhodnocovani experiientasto pouzivanym
statistickym nastrojem jsou i faktorové pokusy,ydikterym Ize snadno zjistit,
které ze zvolenych faktbrnadm nejvice ovliiuji sledovanou vetinu, aniz
bychom museli provad velké mnozstvi experimeint

Experimenty hydrolyzy viny byly proto naplanovargkforovymi pokusy 2
(3 sledované faktory na dvou urovnich — minimalniaximalni) se déma
opakovanimi ve gtdovém experimentu. Vysledky byly poté vyhodnoceny
v programu Statgraphics 6.0 [92]. Pro planovaneexrpent: byly vzdy vybrany
tii faktory u nichz se sledoval vliv na mnozstvi aiz@né viny a jejich hodnota
byla mén¢na, zbylé faktory byly konstantni. Vliv vybranychchnologickych
podminek na &nnost hydrolyzy byl vyhodnocovan pomoci statisfichk
ukazatel: Fisherova testu, p-hodnoty a Paretova diagramale Dbyly ve
stejném programu vyt¥eny vrstevnicové diagramy popisujici mnozstvi
rozlozené viny fi riznych hodnotach vybranych fakigra také rovnice tkvek
popisujicich vliv experimentalnich fakfona mnozstvi rozloZzené viny.

Fisheiiv test nanrika, ze kdyz F-hodnota zvoleného faktoru nebo akies

o ) oo, . . e 1, 61?5%' =1013
nékolika faktorti dosahne vysSi hodnoty nez je kriticka hodnota®?

(tabelarni hodnota pro faktorové pokusysjednim opakovanim pokiug92])
maji tyto faktory statistickou vyznamnost. Stejngpiisobem se postupujeip
vyhodnoceni p-hodnot, které nam ukazuji, ze fak®ryg-hodnotou nizSi nez
a = 0,05 maji s 95% pra¥dodobnosti vliv na mnozstvi rozlozené vigim
statistickd vyznamnost fakiiora interakci znazo#ma graficky. VeSkeré
statistické vysledky byly zpracovany ve statistitk@programu Statgraphics
[92].
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3.2 Materialy a metody
3.2.1 Metody stanoveni

Mezi pouzité analytické stanoveni fatanoveni obsahu dusiku, siry, popela,
tekavych latek (susiny) a tilkpouze u suroveé viny).

Stanoveni obsahu dusikylo prova@no podle standardnich metod AOAC
960.52 [89]. Principem metody je nejprve mineralez&zorku v kyseli@é sirové
a chlorovodikové i teplo# nad 450°C a sifdavkem desetinasobného
mnoZstvi katalyzatoru. Dale nasleduje vydestilovAavazaného amoniaku
vodni parou do roztoku kyseliny borité a titracesdédynou chlorovodikovou na
smesny indikator. Ze zji$hého obsahu dusiku byl poté vynasobenim faktorem
6,25 vypaitan celkovy obsah bilkovin ve vzorku.

Stanoveni obsahu sityylo provadno podle metodiky AOAC 955.48 [89].
Principem tohoto stanoveni je mineralizace vzorkkoncentrované kysekn
dusiné za varu afjdavku peroxidu vodiku. Vzniklé siranové ionty jspoté
vysrazeny chloridem barnatym, odfiltrovany, vysuSea zpopelany. Po
vyzihani @i 700°C je gravimetricky zjish obsah siranve vzorku, ktery je
nasledg prepaiitdn na obsah siry.

Stanoveni obsahu popete provado dle standardni metodik¢SN 1SO
2171 [96]. Principem je gravimetrické zfgf obsahu popela ve vzorku po jeho
zpopelrni nad kahanem a nasledném vyzihd&n6H0°C.

Stanoveni obsahuékavych latek(stanovenisuSiny bylo provadno dle
metodiky uvedené v noRnCSN EN ISO 4684 [97]. Principem je vysu$eni
vzorku @i teplo€ 103+2°C a gravimetrickém &gni obsahu suSiny nebo
tekavych latek.

Stanoveni obsahu tikbylo provedeno dle dir¢ uzivané standardni
metodiky zpracované v knize Davidek — Laboratotiriupka analyzy potravin
[90]. Principem metody je extrakce tukozpoustdly za varu v Soxhletay
extralkéni aparatie. Jako rozpou&dtilo byla pouzita s&s chloroformu a
petroléteru (1:1).

Termogravimetrickd analyzbyla provadna na pistroji TA TGA Q50 (TA
Instruments, USA) vrozsahu teplot 25-500°C rydhlashtevu 10°C/min
v inertni atmosfiée dusiku s gitokem 40 ml/min.

Diferenciélni skenovaci kalorimetrigyla néfena na fistroji Mettler-Toledo
DSC1 (Mettler-Toledo, USA) v teplotnim rezimu 2503C s rychlosti ofevu
10°C/min. Vzorky byly zalisovany do hlinikovych rals a zakivany v picce
pristroje v inertni dusikove atmogées ptitokem dusiku 40 ml/min.

Infracervena spektroskopidoyla neiena na fistroji Mattson Satellite
(Mattson, USA) v absotmim mddu v rozsahu vigti 500-4000 cit s 64
skeny.
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3.2.2 Vstupni material

Vstupnim materidlem pro praci byla surova odpadii @lna typu Merino
ziskand z jatekierov. Z odpadni viny byly nejtie odstraginy rucné nejhrubsi
neistoty a poté byla vina vyprana ve wopro odstradéni drobrgjSich neistot.
Dale nasledovalo odstram potu acasti mastnoty vypranim viny ve véd
s pridavkem saponatu. Nasledmyla vina propirdna vodou az do Uplného
vymizeni saponatu. Poté byla vina vysuSeha8p+2°C po dobu 24 hodin.
Takto vyistena vina byla dale zpracovavana ve dvwaistech. Prvnéast viny
byla nejprve suSenaiipl03+2°C 8 hodin a byly na ni provedeny analytické
zkousSky podle dale popsanych posiuruha ¢ast viny byla po wisténi
odtuinéna pro dalSi experimenty podle nami navrzenéhaipast

Surova o¥i vina pouzivana pro ifpravu keratinovych hydrolyzat ma
analytické slozeni uvedené vtabulce 2. SuSina hylaurové viny pouze
91,56 % coz je Zisobeno ochotou vémych vliaken pjimat vzdusnou vihkost.
Naopak obsah popela byl u viny nizky a to 2,33 %lSin sledovanym
parametrem byl obsah tuku v surovéeylktery byl stanoven na 8,18 %. Tento
tuk musel byt nasle@nenzymaticky odstram pro bezproblémovy fibéh
hydrolyzy, kde by tuk obsaZzeny ve ¥lmohl ovliviovat jeji pfibéh. U surové
viny byl také zjis¢n obsah dusiku 12,17 % coZ po vynasobeni faktor@b 6
zna&i celkovy obsah bilkovin 76,06 %. Poslednim stanawebylo zjiSéni
obsahu siry 2,51 %, ktera je obsazena v sirnychakyselinach keratinu. Toto
slozeni se nijak nevymyk& obvyklému slozeni vinypipované v odborné
literature [17].

Tabulka 2 — Analytické slozeni surové viny
Stanoveni % obsah Srérodatna odchylka (%)

SuSina 91,56 0,13
Popel* 2,33 0,01
Tuk* 8,18 0,92

Dusik* 12,17 0,08
Sira* 2,51 0,28

* yztazeno na susinu

3.2.3 Pouzité chemikalie

Pro gipravu keratinovych hydrolyzata jejich charakterizaci bylo vyuZito
velké mnozstvi specielnichripravka i béznych chemikalii. V této kapitole
budou popsany jen ty ndi@zit¢jSi materidly patbné k vyzkumu. VSechny
béZné chemikalie byly dodany v analytickstote firmou IPL (Ing. Petr Lukes,
CR). Favod specielnich chemikalii afipravki je poté uveden vifsludné
kapitole tykajici se jejich pouziti v experimentech

Enzymy pro odténéni a hydrolyzu keratinu byly dodany firmou Novozysne
(Dansko). Lipex 100T je lipaza produkovana submiefermentaci geneticky
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modifikovaného kmene Aspergillus. Savinase 6.0TpelWV je serinovy typ
proteindzy charakterizovany vyborno&innosti g vysSim pH, je produkovana
submerzni fermentaci geneticky modifikovaného mokganismu Bacillus
Esperase 6.0T je serinovy typ proteindzy charadeany vybornou &nnosti
pii vySSi teplok a pH, je produkovana submerzni fermentaci mikyanismu
Bacillus Everlase je proteindza vytema proteinovym inzZenyrstvim
produkovana submerzni fermentaci geneticky modiik@ho mikroorganismu
Bacillus

3.3 Hydrolytické zpracovani
3.3.1 Odtuénéni

Vycistena vina byla smichana s vodou v gom1:50 (w/w) tak aby byla cela
sm&ena ve vod. Nasled® bylo upraveno pH této sisi 5M roztokem NaOH
na hodnotu pH = 8%0,1. Dofipravené srési byl poté davkovan lipolitycky
enzym Lipex 100T v mnozstvi odpovidajici 1 % naya¥ky. Vina byla za
oh¢asného michani odtiilovana pi 40+2°C po dobu 24 hodin. Po odigni
byla vina tikrat proprana ve vada suSena ip 103+2°C po dobu dalSich
24 hodin.

VysuSena a odtménd vina byla pomleta na noZzovém ndypies sito
s velikosti ok 1 mm. Takto upravena vina byla mk&dovana v uzaviratelném
s&ku v exsikatoru s vysuSenym silikagelem.

3.3.2 Hydrolyza

Rozklad odtdnéné a pomleté viny byl proveden metodou dvousbwg
alkalicko-enzymové hydrolyzy. Tato metoda byla \Ara kvili nizS§im davkam
pridavanych chemikalii a tim lepSim vlastnostem zigkh hydrolyzai.

V prvnim stupni byla vina vystaven@sobeni slabych roztdakalkalii (KOH,
Ca(OH), K,C0Os) za zvySené teploty (60-90+£2°C). Koncentrace akgth
roztoki se pohybovala v rozmezi 0,1-0,6 hm. %. Doba tryéwniho stup#
hydrolyzy byla volena mezi 6—48 hodinamijg@mz bylo vzdy prvnitvrtinu
doby vzorkem intenzivhmichano (1000 ot/min) a poté byl vzorek zbylouulob
inkubovan pi stejné teplat bez michani.

Po ukorteni prvniho stuph (alkalické hydrolyzy) byla ve s&si provedena
Uprava pH 5M roztokem NaOH na hodnotu pH = 9+0slnés byla ochlazena
na teplotu 40£5°C. Ihned poté byl ke &npridan vybrany enzym v mnozstvi
1-5 hm. % (vztazeno na navazku suché viny). Testouvdyly enzymy
Savinase 6.0T, Esperase 6.0T a Everlase 6.0T. Yhyly poté ot zalrivany
pii teplo€ 40-60+2°C po zvolenou dobu 6-24 hodin. Stefmko v prvnim
stupni hydrolyzy bylo se vzorky prvgtvrtinu doby intenzivé michano a poté
byly zbylou dobu inkubovany bez michani.

Po ukorteni hydrolyzy byl nejprve odfiltrovan nerozloZzengdil viny pres
20 vrstev PA tkaniny (velikost ok 15Qm). Poté byl inaktivovdn enzym
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zahratim filtratu (keratinovy hydrolyzéat) na teplotu#5C a zakivan @i této
teplot 10 minut. Po ochlazeni byly posledni zbytky nesdehé viny
odstedény pri 4000 ot/min po dobu 15 minut.

Kapalny keratinovy hydrolyzat byl nasledmahu&n na vakuové odparceip
60£2°C a poté dosuSenietich miskach ip stejné teplat. Suseni hydrolyzat
probihalo piblizné¢ 48 hodin. Vyjimkou byly experimenty hydrolyzy Dieké
byly suSeny fi 103+2°C. VysuSeny material byl poté rozdrcertect misce na
praSek a uchovavan v uzamné nadob nebo séku v exsikatoru sigsusenym
silikagelem i pokojové teplat.

3.4 Vysledky experimenti — alkalicka hydrolyza

V prvni casti byly provedeny experimenty rozkladu viny pouzprvnim
stupni, tedy jen {sobenim alkalii k&li prvnimu seznameni sigschem
hydrolyzy a alespp casténé paateni optimalizaci jednotlivych faktdr
hydrolyzy. Vysledky alkalické hydrolyzy jsou uvedenize v tabulce 3. Pro
tento pokus byly sledovanymi faktory koncentrackaké, teplota a doba
hydrolyzy. Jako alkalické prastdi bylo vybrano KOH a }COs.

Tabulka 3 — Podminky a vysledky rozkladdgi @iny v prvnim stupni hydrolyzy

Faktor A: = _ Faktor C: Mnozstvi rozlozené viny
aktor B:

Koncentrace Teplota (°C) Doba (%)

alkalie (%) hydrolyzy (h) KOH K,COs
0,1 50 12 2,2 2,4
0,1 50 48 1,9 2,2
0,1 90 12 3,7 3,5
0,1 90 48 6,1 9,5
0,2 70 30 3,3 3,4
0,2 70 30 3,5 3,3
0,3 50 12 2,5 2,2
0,3 50 48 5,3 2,0
0,3 90 12 5,0 5,3
0,3 90 48 8,7 9,5

Z vysledki je patrné, Ze ip takto nizkych koncentracich jecidek pouze
alkalické hydrolyzy velmi nizky. U obou pouZzityctkalii nebylo dosaZzeno ani
10% rozkladu o¥i viny. Pro statistické vyhodnoceni sledovanychidak byly
vytvoieny vrstevnicové grafy a rovnice rozkladu, dale paketovy diagramy a
tabulka F a p-hodnot.

Na obrazcich 4 a 5 jsou znazémg vrstevnicove diagramy pro mnozstvi
rozlozené viny v zavislosti na tepoh dolé hydrolyzy @i dvou koncentracich
alkalie (0,1 a 0,3%). Zthto grafi je patrné Ze mnoZzstvi rozlozené viny je
v obou alkdliich o koncentraci 0,1% t&hstejné. Drobné rozdily se projevi u
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koncentrace 0,3%fpdelSich dobach hydrolyzy a vysokych teplotache kel u
KOH rozlozeno asi 0 0,5 % vice keratinu, coz jeerdratelny rozdil. Ze sklonu
jednotlivych Kivek miZzeme zjistit, Ze pro pragtddi KOH maji oba faktory
(teplota i doba) témt stejnou statistickou vyznamnost, zatimco v [Femkt
K,CQO; je vyznamgjSim faktorem teplotaiphydrolyze.

0,1% KOH 0,3% KOH

% rozlozené viny
R

% rozlozené viny

) A A S 52
= S aH
=3 M > 'i
SN S
£k *332:
Ea Ea
822 g2p

12 -

[R]
|

Teplota (°C) Teplota (°C)
Obrazek 4 — Vrstevnicové diagramy alkalické hydrplgvi viny v prostedi 0,1% a
0,3% KOH
0,1% K,CO, 0.3% K,CO,
% rozlozené viny % rozlozené viny
2 I e e
Spl Sl
%ﬂ [ ﬁ) i
= = r
g3} £ 32}
= [ = L
< - = !
S oy L S~y [
S22f S2r
12| 12 1

Teplota (°C) Teplota (°C)
Obrazek 5 — Vrstevnicové diagramy alkalické hydrplgvi viny v prostedi 0,1% a
0,3% KCOs

30



DalSim sledovanou statistickou w@hiou jsou regresni koeficienty, z kterych
Ize vytvdit rovnici rozkladu, pomoci niz izeme zjistit pravépodobny vyEzek
hydrolyzy nap. prfi jinych hodnotach sledovanych paranietrPresnost
vytvorené rovnice (udavana koretdm koeficientem B by bylo mozné zvysit
vicerym opakovanim jednotlivych sad experinfemiipadré pridanim dalSich
¢lena rovnice popisujicich interakce mezi jednotlivyrakfory. Pro jednodussi
praci s rovnicemi vSak byly pouzity pougleny samostatnych faktbi za cenu
shizeni pesnosti rovnice. Pro alkalickou hydrolyzu v predi KOH byla
vytvoiena nasledujici regresni rovnice:

Y=k+alA+b[B+cIC

Y =-4,4640+9,4125A+ 0,071/ + 0,0598C

R* = 08402

Pro alkalickou hydrolyzu v pragdi K;COs byla poté vytvéena nasledujici
rovnice:

Y =-51327+6,6375A+0,0937B + 0,0392C

R* =0,7420

Pro zhodnoceni statistické vyznamnosti jednotlivggblenych faktok byly

zjisteny hodnoty Fisherova testu (F-hodnota) a p-hod(wigdené v tabulce 4)
a nakonec byly vytv@ny Paretovy diagramy uvedené na obrazku 6.

Tabulka 4 — Hodnoty statistickych ukazateto alkalickou hydrolyzu

KOH K2COs3

Faktory Statisticky ukazatel Statisticky ukazatel

F-hodnota p-hodnota F-hodnota p-hodnota
Faktor A. . 6,83 0,0399 1,71 0,2391
Koncentrace alkalie
Faktor B: 15,86 0,0073 13,61 0,0102
Teplota
Faktor C:
Doba hydrolyzy 8,85 0,0248 1,93 0,2137

Kritické hodnoty: F > 10,13 a p < 0,05

Z uvedenych ukazatelstatistické vyznamnosti je patrné, z& plkalické
hydrolyze KOH je nejvyznan#sim faktorem teplotaip hydrolyze (faktor B),
ale i zbylé dva faktory jsou dle p-hodnot a Paratallagramu nad hranici
vyznamnosti. V fipact hydrolyzy v prosiedi K:CO; je dle vSechit ukazatel
vyznamnym faktorem pouze teplota pydrolyze (faktor B).

Z vySe popsanych vysletdkvyplyva, Zze pokud bychom ctit pouzit pro
hydrolyzu viny pouze alkalickou hydrolyzu muselichpm pro dosazeni lepsi
Gcinnosti mnohonasokinzvysit koncentraci alkalie jak uvadi rap\bouheif a
kol. [18]. DalSi moznosti je zvySeni teploty a ddbydrolyzy coz zkoumal
Coward-Kelly a kol. [22, 23]., ffipadré by bylo mozné provad rozklad za
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zvySeneho tlaku. DalSi moznosti jefidani druhého stugn (enzymové
hydrolyzy), ktery probiha také v alkalickém ptesti a vyraza zvySuje
ucinnost hydrolyzy, tuto moznost popsal Dalev [59].

KOH - 1. stupen K.CO, - 1. stupen

T ] Y T T
v B v 1

B:Teplota - 13,98 B:Teplota 3,69

C:Doba | 12,98 C:Doba | 1,39

A:Koncentrace - 2,61 A:Koncentrace 1.31

[
Ll
[}
7%}
I
=
&}
w
FEN

Obrazek 6 — Paretovy diagramy statistické vyznamfeddor:: alkalické hydrolyzy

3.5 Vysledky experimenti — alkalicko-enzymova hydrolyza

Kombinovana dvoustujpva alkalicko-enzymova hydrolyza @vviny byla
vybrana pro své vyhody, kterymi jsou zejména nik@&écentrace pouzivanych
chemikdlii a moznost ovlivnit vlastnosti keratinatyhydrolyzah vice faktory.
Celkem bylo provedeno 6 sérii rozkiade tech fznych prostedich seiemi
raiznymi enzymy. Souhrnna tabulka ze vSech pokjgs uvedena vifloze.
Jednotlivé sady experiménjsou popsany nize.

Jako prvni byly provedeny experimenty v pfedi KOH (A) a KCO; (B)

s enzymem Savinase 6.0T. Prvni stupsdrolyzy byl proveden podleride
zjistenych nejvyhodgjSich hodnot faktar alkalické hydrolyzy (viz. Tabulka 5),
tedy koncentrace alkalie 0,3%, teplota 90°C a ddbastupg hydrolyzy
48 hodin. Ve druhém stupni hydrolyzy byl poté zk@mmvliv mnozstvi
piidaného enzymu (na navazku suché viny), teplotaba @. stup& hydrolyzy.
Vysledky €chto dvou experimeiitjisou uvedeny v tabulce 5.

Pridanim 2. stup& (enzymové hydrolyzy) stouplo mnoZstvi rozloZeného
keratinového materialu z necelych 10 % po 1. stupaivice nez 40 %.
V prostedi 0,3% KOH se mnozstvi rozloZzené viny pohybuje36¢6 % do
45,5 % a v prosedi 0,3% KCO; jsou tyto hodnoty vrozmezi 31,7 % az
faktoni bylo v prostedi K,CO; rozloZzeno asi o 1 % vice viny nez v piesli
KOH, zatimco pi nejvyssSich hodnotach sledovanych faktmr tomu naopak.
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Tabulka 5 — Podminky a vysledky rozkladdi @ny dvoustujpovou alkalicko-
enzymovou hydrolyzou v présti KOH a KCO; s enzymem Savinase 6.0T

Faktor Faktor Faktor Mnozstvi rozlozené viny
A: B: C: 0,3% KOH 0,3% K,COs
Pridavek Teplota Doba
enzymu 2. stupré 2. stupné

(%) (°C) (h)

Vytézek Oznateni Vytézek Oznateni
(%) KH (%) KH

1 40 6 30,6 Al 31,7 Bl
1 40 24 30,8 A2 33,0 B2
1 60 6 34,9 A3 36,1 B3
1 60 24 40,0 A4 37,7 B4
3 50 15 41,6 AS 36,2 BS
3 50 15 41,4 A6 36,2 B6
5 40 6 32,9 A7 33,6 B7
5 40 24 35,1 A8 35,1 B8
5 60 6 39,2 A9 39,1 B9
3) 60 24 45,5 Al10 42,2 B10
Doba 2. stupné - 6 h Doba 2. stupné - 24 h
% rozlozené viny % rozloiené mlny

g4t S

2 . =

= 3 &
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v : v T :
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o | | : NN

= =2 1 i ;

& 1F a 1Pty j"%\;ﬁa;e;
40 44 48 52 56 60 40 44 48 52 56 60

Teplota 2. stupné (°C) Teplota 2. stupné (°C)

Obrazek 7 — Vrstevnicové diagramy hydrolyzsi @iny v prostedi 0,3% KOH
s enzymem Savinase 6.0T

Na obrazcich 7 a 8 jsou vrstevnicové diagramy zmégici % mnozstvi
rozlozené viny v zavislosti naipgavku enzymu a tepl®R. stupg hydrolyzy @i
dvou riznych dobach 2. stupn(6 a 24 hodin). Z diagraimje patrné, Ze ip
kratkych ¢asech hydrolyzy se v présti KOH a KCO; rozloZi téndi stejné
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mnozstvi viny. B 24 hodindch hydrolyzy se rozdil mezi jednotlivymi
alkalickymi prostedimi z\&tSuje, v prosedi KOH je rozlozeno o 3 % vice viny
nez v KCO,. Ze sklonu jednotlivychikvek je dale patrné, Ze nejvyzna#jgim
faktorem ovliviujicim (Einnost hydrolyzy je teplota.

Doba 2. stupné - 6 h Doba 2. stupn¢ - 24 h
% rozlozené viny % rozlozené viny
60 - ] ) e
' : ! ; ] ’ : : 3 §j40’3
O 56 O 561 39,5
g [ 5 [ b
£ = i
o 2 1137.8
S 48[ S 481 3
= [ 2 1370
S a4l S 44l =
At =% 62
40 Fror SN0 40H-—
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Piidavek enzymu (%) Pridavek enzymu (%)

Obrazek 8 — Vrstevnicové diagramy hydrolyzi elny v prostedi 0,3% KCO;
s enzymem Savinase 6.0T

Tabulka 6 — Hodnoty statistickych ukazateto alkalicko-enzymovou hydrolyzu
v prostedi 0,3% KOH a BCO; s enzymem Savinase 6.0T

KOH - Savinase KCO; - Savinase

Faktory Statisticky ukazatel Statisticky ukazatel

F-hodnota p-hodnota F-hodnota p-hodnota
Faktor A: 3,46 0,1124 37,37 0,0009
Pridavek enzymu
Faktor B:
Teplota 2. stuph 11,67 0,0142 130,18 0
Faktor C:
Doba 2. stupé 2,42 0,1706 15,23 0,008

Kritické hodnoty: F > 10,13 a p < 0,05

Statistick& vyznamnost vybranych faktdoyla ogt zjistovana z Fisherova
testu, p-hodnot (tabulka 6) a Paretovych diagrdobrazek 9). Z uvedenych
hodnot je patrné, ze pro prieti KOH je statisticky vyznamnym faktorem
pouze teplota ve 2. stupni hydrolyzy, zatimco pmospedi K.CO; jsou
vyznamne vSechnyitsledované faktory.
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2. stupiiova hydrolyza 2. stupniova hydrolyza
KOH - Savinase K,CO, - Savinase

T

B:Teplota 2. stupné 342 B:Teplota 2. stupné — 11,41

A:Pridavek enzymu 1,86  A:Pridavek enzymu 6,11

C:Doba 2. stupné ’ 1,56 C:Doba 2. stupné * 3,90

o 1 2 3 4 0 2 4 6 8 10 12

Obrazek 9 — Paretovy diagramy statistické vyznamfedgor:: alkalicko-enzymové
hydrolyzy v progedi 0,3% KOH a BCO; s enzymem Savinase 6.0T

Také u experiment s alkalicko-enzymovou hydrolyzu byly vytkany
regresni rovnice rozklad Nasledujici rovnice byla vyt¥ena pro prosedi
KOH:

Y =12,4281+1,025€A +0,377(B + 0,190¢C

R* = 0,7453
DalSi regresni rovnice je pro hydrolyzu v ptedi K;COs:
Y =188934+0,7222A+0,269¢B + 0,1024C

R* =0,9682

Jako fteti experiment (C) byl proveden rozklad éopv prostedi KOH
s enzymem Savinase 6.07i pvySeni koncentrace alkalie. Sledovanymi faktory
v této sérii pokus byly koncentrace alkalie (0,2—-0,6%Xigavek enzymu (1—
5 %) a teplota ve 2. stupni hydrolyzy (40—-60°C).nEimntni hodnoty byly pak
zvoleny u faktoil teplota v 1. stupni hydrolyzy (90°C), doba 1. skupydrolyzy
(48 hodin) a doba 2. stuphydrolyzy (24 hodin).

Ctvrtou sadou experimeint (D) bylo provedeni hydrolyzy v prasdi
Ca(OH) s enzymem Esperase 6.0T. Prvni stuggydrolyzy byl proveden
v 0,5% roztoku Ca(OH)pii teplo€ 80°C po dobu 6-24 hodin. Ve druhém
stupni bylo poté fidano 1-5 % enzymu Esperase a poéévala hydrolyza p
60°C ot po dobu 6—-24 hodin.

V tabulce 7 jsou uvedeny vysledky mnozstvi rozl@zemy pro experiment
v KOH s enzymem Savinase a v tabulce 8 jsou posteslity z experimentu
v Ca(OH) s enzymem Esperase.
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Tabulka 7 — Podminky a vysledky rozkladdi @ny dvoustupovou alkalicko-
enzymovou hydrolyzou v présti KOH s enzymem Savinase 6.0T

Faktor Faktor Faktor Mnozstvi rozlozené viny
A: B: C: KOH - Savinase

Konc. Pridavek Teplota . .

alkalie enzymu 2. stupré Vy'g/ezek Oz|r<1|a_|cen|
%) &) () %)
0,2 1 40 26,7 C1l
0,2 1 60 30,7 C2
0,2 5 40 29,3 C3
0,2 5 60 36,7 C4
0,4 3 50 50,8 C5
0,4 3 50 53,4 C6
0,6 1 40 63,2 C7
0,6 1 60 71,8 C8
0,6 5 40 71,9 C9
0,6 5 60 73,9 C10

Tabulka 8 — Podminky a vysledky rozkladti @ny dvoustufovou alkalicko-
enzymovou hydrolyzou v preestli Ca(OH) s enzymem Esperase 6.0T

Faktor = Faktor  Faktor MnoZstvi rozlozené viny
A: B: C: Ca(OH), - Esperase
Doba Doba Pridavek

1. stupré 2. stupné enzymu Vyg;:zek OZEaHCem

(h) (h) (%) (%)

6 6 1 25,0 D1
6 6 5 34,5 D2
6 24 1 39,0 D3
6 24 5 41,0 D4
15 15 3 38,0 D5
15 15 3 38,5 D6
24 6 1 35,8 D7
24 6 5 38,1 D3
24 24 1 37,5 D9
24 24 5 54,5 D10

Z vySe uvedenych vysledkvyplyva, Ze pi rozkladu v KOH s enzymem
Savinase bylo i maximech sledovanych fakitordosazeno nejvysSiho %
rozlozené viny a to té#h 75 %. Tento vysledek je oproti podobnému pokusu
z prvni série experimeit(A10) ténét o 30 % vysSSi. ZvySeni koncentrace
alkalie tedy vedlo k vyraznému ri&tu mnozstvi hydrolyzovaného materialu.
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Ve druhém pipak v prostedi Ca(OH) s enzymem Esperase byloii p
maximech sledovanych faktorozlozeno vice nez 50 % vychoziho materialu.
Stejre jako u gfedchozich pokus byly i zde vytvdeny rovnice rozklail Pro
experiment v KOH s enzymem Savinase byla vkgna regresni rovnice:

Y =-5,8152+98,362EA +1,2094B + 0,2734C

R* =0,9933

Pro experiment v Ca(Okl$ enzymem Esperase byla vyitsoa rovnice:
Y = 20,0551+ 0,406<4A + 0,5022B + 2,301C

R* = 0,8606

Dale byly vytvaeny vrstevnicové diagramy popisujici viiv vybranyfektor
na mnozstvi rozlozené viny. Pro experiment v feait KOH s pidavkem
enzymu Savinase bylo sledovano mnozstvi rozlozeing v zavislosti na
koncentraci alkalie a tepk®R. stup® pri minimu a maximu fidavku enzymu
(viz. Obradzek 10). Ve druhémiipact pii experimentu v prostdi Ca(OH)
s enzymem Esperase bylo sledovano mnoZstvi rozbbekeratinu v zavislosti
na @gidavku enzymu a da&l®. stupg hydrolyzy @i minimalni a maximalni dab
1. stupi hydrolyzy (viz. Obrazek 11).

Pridavek enzymu - 1 % Pridavek enzymu - 5 %
% rozlozené viny % rozlozené viny
60 I R I TR TR 60 S 1
O 56! O 56 [
o[ o |
= [ o [
gq 52 ¥ %52 -
S 481 S48
o S |
¥ a |
§ 44 - 2 44 -
40 P A N A 40 _*:L‘.“.‘T“ e ‘.“.‘.‘J“.“.“.‘T‘Iﬁ

0,3 04 05 0,6 0,3 04 05 0,6
Koncentrace alkalie (%) Koncentrace alkalie (%)

Obrazek 10 — Vrstevnicové diagramy hydrolyzi giny v prostedi KOH s enzymem
Savinase 6.0T

Na obrazku 10 je ze sklondikek jasre patrne, Ze neptSi vliv na mnozstvi
rozlozené viny ma faktor A — koncentrace alkaliéléDlze z vrstevnicovych
diagrani zjistit, Ze kdyz zvySime mnozstviiganého enzymu z1 % na 5 %
vzroste nam f maximech sledovanych faktormnozZstvi rozlozené viny
2 66,3 % na 71,2 %.
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Doba 1. stupné - 6 h Doba 1. stupné - 24 h
% rozlozené viny % rozlozené viny
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Obrazek 11 — Vrstevnicové diagramy hydrolyzii giny v prostedi Ca(OH)
s enzymem Esperase 6.0T

Vrstevnicové diagramy mnoZzstvi rozlozené viny zabreé na obrazku 11
nam ukazuji, Ze ip tomto experimentu je vliv obou vybranych fakiaemes
stejny, protoze sklon jednotlivychtikek je blizky 45°. Se vastajicim
piidavkem enzymu a rostouci dobou 2. stupgdrolyzy nam roste i mnozstvi
rozlozené viny, a to v rozmezi 27,8 % az 44,2 %dwbu 1. stupé hydrolyzy
6h. Ri zvySeni doby 1. stugnhydrolyzy na 24 hodin namtip minimu
sledovanych faktdr (1 % enzymu a 6 hodin) vzroste mnozstvi rozlozdng
asi o 7 % a  maximech &chto faktofi (5 % enzymu a 24 hodin) nam mnozstvi
rozloZené viny také vzroste o stejny rozdil 7 %.

Dale nasleduje tabulka 9 se statistickymi ukazatgtnamnosti jednotlivych
faktoni, které jsou pro experiment v KOH senzymem Saena8 -
koncentrace alkalie, B —fijplavek enzymu a C — teplota 2. stépRro druhy
experiment v Ca(OH) s enzymem Esperase jsou to: A — doba 1. stupn
hydrolyzy, B — doba 2. stuprydrolyzy a C — fidavek enzymu.

Tabulka 9 — Hodnoty statistickych ukazateto alkalicko-enzymovou hydrolyzu
v prostedi KOH — Savinase 6.0T a Ca(QH)Esperase 6.0T

KOH - Savinase Ca(OH) - Esperase
Faktory Statisticky ukazatel Statisticky ukazatel
F-hodnota p-hodnota F-hodnota p-hodnota
Faktor A 862,17 0 9,01 0,024
Faktor B 13,03 0,0112 13,76 0,01
Faktor C 16,65 0,0065 14,27 0,0092

Kritické hodnoty: F > 10,13 a p < 0,05
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Poslednim sledovanym statistickym ukazatelem jsawetBvy diagramy,
které jsou uvedeny na obrazku 12.

2. stupiiova hydrolyza 2. stupiiova hydrolyza
KOH - Savinase Ca(OH), - Esperase
| T | R B B g o

T

A:Koncentrace alkalie

‘ 29,36 C:Ptidavek enzymu -1:—3,78

C:Teplota 2. stupné 4,08 B:Doba 2. stupné H --1§~3,71

B:Pridavek enzymu

13,61 A:Doba 1. stupné 13,00

e e e e e et e e e
0 5 10 15 20 25 30 0 1 2 3 4

Obrazek 12 — Paretovy diagramy statistické vyznatinfakton: alkalicko-enzymové
hydrolyzy v progedi KOH — Savinase 6.0T a Ca(QH)Esperase 6.0T

Ze statistickych vysledk vyplyva, Ze pro experiment v KOH s enzymem
Savinase jsou vSechny faktory statisticky vyznamagSak faktor A —
koncentrace alkalie vyragnprevySuje zbylé faktory ve vSech hodnotach
sledovanych ukazatel Také u pokusu v Ca(OHKH3¥ enzymem Esperase jsou dle
Paretova diagramu a p-hodnot vSechny faktory sitMysvyznamné. Fishéw
test v tomto pipact urcil faktor A jako nevyznamny.

Tabulka 10 — Podminky a vysledky rozkladéi @iny dvoustufpovou alkalicko-
enzymovou hydrolyzou v préetli Ca(OH) s enzymy Esperase 6.0T a Everlase 6.0T

Faktor Faktor Faktor Mnozstvi rozlozené viny
A: B: C: Esperase Everlase
Konc. Teplota Teplota

alkélie 1. stupré 1. stupné Vytézek Oznaceni Vytézek Oznaceni

(%) C) ¢C) (%) KH (%) KH
1 40 6 8,4 E1 4,7 F1
1 40 24 15,3 E2 8,3 F2
1 60 6 9,8 E3 7,3 F3
1 60 24 22,4 E4 14,6 F4
3 50 15 19,7 E5 10,9 F5
3 50 15 19,2 E6 12,4 F6
5 40 6 14,9 E7 9,9 F7
5 40 24 24,2 E8 10,9 F8
5 60 6 42,9 E9 28,7 F9
5 60 24 59,2 E10 39,6 F10
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V posledni sa& byly provedeny pokusy v pragsdi Ca(OH) se de¢ma
enzymy Esperase 6.0T a Everlase 6.0T. &dhto dvou experimeft byl
posuzovan vliv jednotlivych zvolenych enz§na z faktoti byly sledovany
koncentrace alkalie a teploty v 1. a 2. stupni bijgry. Jako konstantni byly
vybrany faktory doba hydrolyzy v 1. stupni (24 hodipridavek enzymu (5 %
na navazku suché viny) a doba hydrolyzy ve 2. st hodin). Vysledky
rozkladi jsou uvedeny v nasledujici tabulce 10. Z uvedenyghledki lze
usuzovat, Ze vyuziti enzymu Everlase je mnohemémghodné nez pouZzivani
enzymu Esperase, kde ve vSeckHpadech byly zji&ny lepSi vysledky.
NejvysSiho mnozstvi rozlozené viny enzymem Espelage dosazeno u
pokusu E10 $ maximech sledovanych fakioa to 59,2 %.

Vytvorené vrstevnicové diagramy na obrazcich 13 a 14 wamchto
experimeni ukazuji % mnozstvi rozlozené viny v zavislosti kencentraci
alkalie a teplat v 1. stupni hydrolyzy  dvou teplotach 2. stugr(40 a 60°C).

Teplota 2. stupné - 40°C Teplota 2. stupné - 60°C
% rozlozené viny % rozlozené viny
80_:IIII:II‘I1IIIILI.I‘I SOM: '[""I""I"'_']
o o I
< 70}
3 b1ib] ]
g g [
B Y
z » 60
= PR
z g 1
a. o 50
= = [
0,3 0,4 0,6 0,2 0,3 04 05 0,6
Koncentrace Ca(OH), (%) Koncentrace Ca(OH), (%)

Obrazek 13 — Vrstevnicové diagramy hydrolyzii giny v prostedi Ca(OH)
s enzymem Esperase 6.0T

Z obrazki vrstevnicovych diagrain mizeme opt vycist ponérné velky
rozdil v mnozstvi rozloZzené viny mezi enzymy Espera Everlasefpobou
teplotach 2. stughhydrolyzy. Zatimco p teplog 2. stup® 40°C je i pouziti
enzymu Esperase rozlozeno az 37,5 % vidy,spejnych podminkach jefip
pouZiti enzymu Everlase rozlozeno jen 28,8 % vBtgjny trend se projevil iip
teplo€ 2. stupg 60°C, kde je rozdil v mnozstvi rozloZzené viny viez 15 %.
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Teplota 2. stupné - 40°C Teplota 2. stupné - 60°C

% rozlozené viny % roz]oiené viny
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Koncentrace Ca(OH), (%) Koncentrace Ca(OH), (%)

Obrazek 14 — Vrstevnicové diagramy hydrolyzi giny v prostedi Ca(OH)
s enzymem Everlase 6.0T

Regresni rovnice rozkladowi viny alkalicko-enzymovou hydrolyzou jsou
uvedeny dale. Pro hydrolyzu s enzymem Esperasevigitarena rovnice:

Y =-52,692(+532062zA+0,4464B + 0,5641C

R* =0,8033

Pro hydrolyzu s enzymem Everlase pak regresnicevn

Y =-28311t+331062zA +0,3514B + 0,227<C

R* =0,7514

Tabulka 11 — Hodnoty statistickych ukazatelo alkalicko-enzymovou hydrolyzu
v prostedi Ca(OH) s enzymy Esperase 6.0T a Everlase 6.0T

Ca(OH), - Esperase Ca(OH)- Everlase

Faktory Statisticky ukazatel Statisticky ukazatel
F-hodnota p-hodnota F-hodnota p-hodnota

Faktor A: y 12.34 0,0126 808 0,0295

Koncentrace alkalie

Faktor B:

Teplota 1. stuph 8,69 0,0257 9,10 0,0235

Faktor C. 3,47 0,1118 0,96 0,3758

Teplota 2. stuph
Kritické hodnoty: F >10,13 a p < 0,05

Statistické ukazatele zobrazené v tabulce 11 abmazku 15 nam ukazuiji,
které z vybranych fakt@r nam vyznamé& ovlivauji hydrolyzu (mnoZstvi
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rozlozené viny). Z tabulky je patrny nesoulad mgaledky Fisherova testu a p-
hodnotou, kde p-hodnota dila statisticky vyznamné faktory A a B u obou
experimeni, coZz potvrzuji i vysledky v Paretovych diagramedatimco
Fishefv test uti vyznamnym faktorem pouze koncentraci Ca(©9H)
v experimentu s enzymem Esperase.

2. stupfwvé hydrolyza 2. stupitova hydrolyza
Ca(OH), - Esperase Ca(OH), - Everlase

A:Koncentrace alkalie 3,51 B:Teplota 1. stupné — 3.02

B:Teplota 1. stupné 2,95  A:Koncentrace alkalie 2,84

C:Teplota 2. stupné 11,86 C:Teplota 2. stupné - ¥ 0,98

Obrazek 15 — Paretovy diagramy statistické vyznautnfakton: alkalicko-enzymové
hydrolyzy v progedi Ca(OH) s enzymy Esperase 6.0T a Everlase 6.0T

3.6 Zhodnoceni

V této kapitole byly uvedeny vysledkykolika sérii alkalické a alkalicko-
enzymové hydrolyzy, které byly provedeny a statistivyhodnoceny. Z vySe
uvedenych vysledk je patrné, Ze prové&di pouze alkalické hydrolyzyip
nizkych koncentracich alkalie nevede k dostadenu mnozstvi rozloZzené viny.
Pridanim 2. stup& enzymové hydrolyzy je poté ¢imnost hydrolyzy
mnohonasobh zvySena coz potvrdil i Dalev a kol. [59]. Nejvys&iinnosti
hydrolyzy bylo dosazenoipexperimentu C10 — hydrolyza v priedi 0,6%
KOH (90°C, 48 hodin) sfidavkem 5% enzymu Savinase 6.0T (60°C,
24 hodin), kdy bylo rozlozeno t&in75 % mivodniho keratinového materialu. U
této série pokus(C) nam také vytviena regresni rovnice négsreji popisuje
prabéh hydrolyzy a faktor A — koncentrace alkalie dosahlFisherow testu i
v Pareto¢ diagramu nejvysSi hodnoty. \tipac p-hodnot byl tento faktor
roven nule stejajako faktor B — teplota 2. stuprhydrolyzy v sérii B. Toto je
také jednim zdvodi pro¢ byl postup pipravy hydrolyzatu C10 vybran pro
dalSi studium.
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4. CHARAKTERIZACE KERATINOVYCH
HYDROLYZAT U

Druha kapitola praktickécasti této prace pojednava o charakterizaci
vybranych keratinovych hydrolyZat Mezi studované vlastnosti KH at
zejména distribuce molarnich hmotnosti hydrolgzat jejich sloZzeni. Tyto
vlastnosti jsou poté porovnavany jakts/pdnim sloZenim viny tak s odbornou
literaturou. Vysledky z této kapitoly byly publikamy vélanku uvéejnéném
v zahrantnim casopise (viz. Seznam publikaci P2), daldancich vceském
recenzovanémcasopise (viz. Seznam publikaci P4, P5), vysledkyy by
prezentovany na mezinarodni konferenci (viz. Sezpabiikaci P15) a také na
ceské konferenci (viz. Seznam publikaci P11). D&lanek zabyvajici se
charakterizaci KH je ifpraven k tisku v zahraémim periodiku (viz. Seznam
publikaci P3). V posledntasti této kapitoly se poté budunovat cisteni
piipravenych hydrolyzdt dialyzou. Vysledky ztéto poslednéasti byly
uverejnény v ¢lanku veeském recenzovanétiasopise (viz. Seznam publikaci
P6) a prezentovany riaské konferenci (viz. Seznam publikaci P13).

4.1 Stanoveni distribuce molarnich hmotnosti

Pripravené keratinové hydrolyzaty byly charakteriaoyanejprve metodou
elektroforetického stanoveni distribuce molarnicimoosti SDS-PAGE
(sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide gel etgttoresis). Pro toto
stanoveni byly vybrany pouzekieré z pipravenych hydrolyzdttak aby byly
charakterizovany hydrolyzaty fip minimalnich, maximalnich i Btdovych
hodnotach jednotlivych faktérhydrolyzy. Posledni mista pro stanoveni byla
doplréna hydrolyzaty vyrobenymi ip podminkach spadajicich mezi tyté t
hodnoty. Studovany byly vzorky z experim&mndzkladu A (1, 4, 5, 7, 10); C (1,
4,5,7,10); D (1, 3, 5, 8, 10); E (1-5, 7-10)1F4, 5, 7, 10). Elektroforetické
stanoveni distribuce molarnich hmotnosti bylo pdar® na vzorcich, které
nebyly vyistény dialyzou, tudiz obsahuji také nizkomolekularak€e, které by
byly jinak odstrasny v priibéhu dialyzy.

4.1.1 Postup prace

Stanoveni distribuce molarnich hmotnosti bylo pdare na 10-20% tricine
polyakrylamidovych gelech (Invitrogen, USA) o rosmech 8,6 x 8,1 cmippH
8,3. Elektroforéza byla poté provsih v minicele Novex Xcell Il za pouziti
programovatelného proudového zdroje Novex ModeB3® konstantnim
nageti 125 V a proudové intenzina startu 80 mA a na konci 40 mA.

Vzorky keratinovych hydrolyzétbyly pred vlastnim stanovenim rozpé&sy
v poneru 1:1 v pufru (Tricine SDS Buffer Kit: 30 % 3M BrHCI, 24 %
glycerol, 8 % SDS, 0,015 % Coomassie Blue G, 0,00®8énol Red, dale
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piidano 2,5 %p-merkaptoethanolu a destilovana voda) (Invitrogg®A) a
zahivany @i 85+0,5C po dobu 2 minut.

Aplikované mnozstvi keratinového roztoku do jamekugbylo 10ul (asi
60 ug). Nasledovala elektroforeticka separace, kteta bigortena piblizn¢ za
90 minut. Po prokhnuté gelové elektroforéze byla provedena fixa@kdir
v gelu 7% roztokem ledové kyseliny octové v 40%haablu po dobu 1 hodiny.
Nasledovala detekce separovanych frakci barvenim genodrém barvivu
Briliant Blue G dispergovaném ve vodném roztoku hraablu po dobu asi
1,5 hodiny. Po vybarveni gelu byfgbytek barviva odstrén pondenim gelu
na 24 hodin do 25% roztoku methanolu.

4.1.2 Vysledky stanoveni molarnich hmotnosti

Na obrazcich 16-20 jsou uvedeny elektroforeogramsyrilbuci molarnich
hmotnosti (My) se&azenych dle jednotlivych #goli hydrolyzy popsanych
v kapitole 3.3. Vzorky jednotlivych hydrolyZatbyly srovnavany se dwma
standardy (Sigma-Aldrich, USA) pokryvajicimi molatmotnosti od 3500 do
200000 Da. Standard pro oblast nizkych molarnictothasti (LRMWM)
obsahoval 6 proteins molarnimi hmotnostmi v rozmezi 3500 az 26600 Da.
Standard pro oblast vysokych molarnich hmotnosRNMVM) obsahoval 12
proteini s molarnimi hmotnostmi v rozmezi 6500 az 200000 Da

LRMWM Al A4 A5 A7 Al10 HRMWM

M,
(kDa)

44



Pro experimenty hydrolyzy A bylo pro stanoveni moiéh hmotnosti
vybrano 5 vzorlk (Al, A4, A5, A7 a Al10) jejichz elektroforeogramgou
uvedeny na obrazku 16. Z vyslédje patrné, Ze vSechny vzorky maji piong
Sirokou distribuci M, od frakci s velmi nizkou M (méré nez 3 kDa) aZ po
frakce s porérné vysokou My (vice nez 200 kDa). Jako vzorek s nejvy$Sim
podilem frakci s vySSi M se jevi vzorek Al, u kteréhdqvaZuji pra¥ ietzce
s molarni hmotnosti vysSi nez 66 kDa. Druhou nejdastoupenou frakci u
tohoto vzorku je pak ta s W< 14 kDa.

DalSim experimentem hydrolyzy, ze kterého byly iy vzorky pro
stanoveni distribuce molarnich hmotnosti je hydralyC. Zde bylo pro
stanoveni N, opét vybrano 5 vzork (C1, C4, C5, C7 a C10) jejichz
elektroforeogramy jsou uvedeny na nasledujicim ziwral?7. | zde je mozné
vidét, Ze vSechny vzorky maji pamm¢ Sirokou distribuci molarnich hmotnosti.
Jako nejlepSi se zde jevi vzorky C7 a C10, u ktefgou nejvice zastoupeny
frakce s My VvétSi nez 100 kDa. Viipadt vzorku C7 jsou poté hojrzastoupeny
frakce s My > 200 kDa.

LRMWM C1l C4 Cs C7 C10 HRMWM

M,,
(kDa)

Obrazek 17 — Elektroforeogramy vzénipravenych dle podminek C

Jako teti byly studovany vybrané vzorky ze experiniehydrolyzy D, a to
D1, D3, D5, D8 a D10. Z vysledkelektroforézy uvedenych na obrazku 18
muzeme vidt, Ze u &chto vzorki prevazuji spiSe frakce s nizSizMmére nez
25 kDa). U vzork D3, D5, D8 a D10 jeiftomen také mensi podil frakci se
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sttedni molarni hmotnosti kolem 50 kDa. Pouze u viz@R a D8 byla zji&na

také gitomnostiettzca s My > 120 kDa.

LRMWM D1

M, |
(kDa)

26,6

17,0
14,2

6,5

3.5

D3

D5

D8

D10

HRMWM

Obrazek 18 — Elektroforeogramy vzénipravenych dle podminek D

Nejvice vzork bylo studovano pro experimenty hydrolyzy E, kddaby
elektroforéza provedena pro vSechny vzorky kfojdnoho ze sedovych
pokugi (E6), u kterého bylofedpokladano, stejné slozeni a distribucg jsko

u vzorku E5.

26,6
17.0
14.2
6,5
35

Obrazek 19 — Elektroforeogramy vzénipravenych dle podminek E

46




Z vysledki uvedenych na obrazku 19 vyplyva, Ze gchto vzorki prevazuji
nizkomolekularni frakce (M 3,5-25 kDa). Jako nejlepSi byl zvolen vzorek E10
u nehoz bylo zjiséno také ¥tSi mnoZstvi delSichetzci s molarni hmotnosti
mezi 40 a 180 kDa. Malé mnozZstechtoretezci bylo zjiS€no také ve vzorcich
E5 a E9.

Posledni série vzotk pro stanoveni distribuce molarnich hmotnosti byla
vybrana z experimeitit rozkladu F. Elektroforeogramyédhto vzorki jsou
uvedeny na obrazku 20. Bylo zjigb, Ze tyto vzorky, podoln jako
v piedchozich fipadech, obsahujiétSinou kratSitettzce s My do 50 kDa.
Vyjimkou je zde vzorek F4, ktery obsahovafiblizné stejné mnozstvi

vvvvvv

frakce s molarni hmotnosti mezi 40 a 110 kDa.

LRMWM F1 F4 FS F7 F10 HRMWM
M, M,
(kDa) kDa)

116

14,2

6,5

--dblrézek 20 — Elektroforeogramy vzénipravenych dle podminek F

4.1.3 Zhodnoceni

Z vySe uvedenych vysledKkze konstatovat, Ze vzorkyipravené v roztoku
KOH (A, C) maji vyssi podily vySemolekularnich fchlnez vzorky gipravené
v Ca(OH) (D, E, F). Jako nejlepsi byly celkbvyhodnoceny vzorky C7 a C10,
u nichz byl pozorovan pafmé vysoky podil frakci s M > 100 kDa. Takto
vysoké molarni hmotnosti u hydrolyaapripravenych alkalicko-enzymovou
hydrolyzou nebyly zji&ny v Zzadném z odbornycklanki zabyvajicich se
stejnym tématem. Alkalickou hydrolyzoutipravili Cardamone a kol. [19]
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hydrolyzaty s M, 6,5—-20 kDa a Kawahara a kol. [20] stejnynisgbem dosahli
My kolem 30 kDa. Jelikoz &Sina autoit pouzivala pro hydrolyzu keratinu
vysokych koncentraci chemikalii a vysokych tepleé l@ekavat, Ze jejich
hydrolyzaty byly také nizkomolekularni. Wipravy KH bakterialni enzymovou
hydrolyzou lze ¢ekavat vySSi molarni hmotnosti ne pouziti chemického
postupu, avSak Zzadny =z autorneuvadi pesnou distribuci M svého
hydrolyzatu. Déale nebyl také potvrzenivpdni pedpoklad, Ze vzorky
keratinovych hydrolyzét vyrobené f nizSich zpracovatelskych podminkach
(teploty, koncentrace, doby) budou métsi podil vySemolekularnich frakci nez
hydrolyzaty vyrobené ip vysSich podminkach. Experiment C10 byl poté i
z divodu své porrné Siroké distribuce molarnich hmotnosti s Soms
vysokym obsahem vySemolarnich frakci vybran pr8idsldium.

4.2 Slozeni a tepelné vlastnosti hydrolyziit

Analyticka stanoveni byla prové&aia nejprve na vzorcich surovécowlny,
jejichz vysledky jsou uvedeny v kapitole 3.2.2. Z&ech provedenych
experimeni hydrolyzy bylo vybrano pouzeékolik pripravenych hydrolyzdt
k podrobrjSimu zkoumani. Postupy vSech zkouSek, podle Kterpyly
keratinové hydrolyzaty testovany, jsou uvedeny jpspay v kapitole 3.2.1.

4.2.1 Slozeni keratinovych hydrolyzafi

Z pripravenych keratinovych hydrolyZabyly vybrany pro analyzy vzorky
vzdy @ minimalnich a maximalnich hodnotach sledovanydktdii u
experimeni C—F a pro experimenty E a F i jejicliestové pokusy. Vysledky
pramérnych hodnot analytickych stanoveni jsou uvedenyabulce 12,
snerodatné odchylky pak pro vSechnyimni byly nizSi nez 0,5 % proto nejsou
v tabulce zaznamenany.

NejvétSi obsah dusiku a tim i népgi celkovy obsah bilkovin byl zji&h u
experimentu C10, kde bylo na&meno 12,53 % dusiku, coZ je té&mstejné
mnozstvi jako u surové viny. Ztohoto z§i8t lze usuzovat, Ze vigoehu
hydrolyzy nedoSlo u tohoto experimentu k vyrazné&rairsloZzeni aminokyselin
oproti surové via a @i rozkladu byla velkacast bilkovin keratinu z viny
pievedena na hydrolyzat. Tuto Gvahu potvrzuje i &gt mnozstvi siry ve
vzorku hydrolyzatu (2,88 %), které je také velmdpbné jako u vzorku surové
viny (2,51 %). Naopak nejnizsi obsah dusiku byt u experimentu F1, kdy
ziejme i kvuli nizkému mnozstvi rozlozené viny bylo zfisb pouze 5,27 %
dusiku ve vzorku, coz odpovida asi 33 % celkovyitkolin. Celkow vySSi
obsahy dusiku byly zji8hy u vSech vzonk pripravenych B maximech
sledovanych faktdr hydrolyzy (C10, D10, E10 a F10). Vyjimkou je vzkiel,
ktery ma zjis¢ny obsah dusiku 10,14 % coz je jen o0 necelé 1 % méu
vzorek D10. Mezi dmito vzorky vSak byl také nejmenSi rozdil v mnogstv
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rozlozené viny. Lze tedy konstatovat, &e je vySSi mnozstvi rozlozené viny,
tim bude vysSi i zjishé mnozstvi dusiku.

Tabulka 12 — Vysledky analytickych stanoveni uaryyoch hydrolyzat
Analyticka stanoveni

Opzonkauc;:l ' Dusik* Bilkoviny*  Sira* Popel* SusSina
(%) (%) (%) (%) (%)
C1l 9,99 62,44 1,87 13,82 93,56
C10 12,53 78,31 2,88 14,93 94,32
D1 10,14 63,38 1,81 19,88 99,80
D10 11,00 68,75 3,24 15,28 99,80
El 6,85 42,81 6,07 34,65 97,14
ES 8,44 52,75 5,47 32,37 96,13
E10 11,10 69,38 2,98 24,13 96,61
F1 5,27 32,94 6,54 33,86 95,62
F5 6,80 42,50 9,62 26,06 95,74
F10 9,87 61,69 4,08 35,85 95,34

* yztazeno na suSinu vzorku

DalSim sledovanym ukazatelem je mnoZstvi siry &jistv keratinovych
hydrolyzatech. Oproti surové \drbyl zjiStn nizsi obsah siry u vzarkC1 a D1
a tént stejny obsah siry u vzorku C10. Vyrazné zvySermsiabh siry pak bylo
zjisténo u vzorku F5, kde byl stanoven obsah siry 9,6@0%je temii 4x vice
nez u surové viny. Toto jergm¢ zpisobeno tim, Ze ip hydrolyze doSlo
k rozS€peni velkého mnozstvi vazeb keratinu a naslednéfachpdu sirnych
aminokyselin do roztoku keratinového hydrolyzatu.

U vSech zkoumanych hydrolyZatloslo k vyraznému néstu obsahu popela,
ktery je zmisoben pouzitim alkalického préstli pro hydrolyzu. Zbytky alkalii
poté Zstavaji v roztocich keratinovych hydroly@ata po vysuSeni tvo
byl zjis&n u hydrolyzatu C1 a C10, kde se pohybuje pod brdr %. Nejvyssi
obsah popela byl poté zj$t u vzorku F10, kde bylo stanoveno vice nez 35 %
nespalitelnych anorganickych popelovin.

Poslednim zjiovanym stanovenim byl obsah suSiny hydrolyzaa ktery
byly vSechny vysledky analytickych stanovenémxitavany. Mezi latky, které
se v pfibéhu stanoveni odpa pati zejména zbytkova vihkost keratinovych
hydrolyzatfi. SuSina se u vSech vzarpohybovala nad 93 %. NejvySSi suSina
(témef 100%) byla zjis&tna u vzork D1 a D10, které byly ovSem suSeny po
hydrolyze i teplo€ nad 100°C, zatimco zbylé vzorky byly vzdy suSewny p
hydrolyze i 60°C.
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4.2.2 Termogravimetricka analyza

Termogravimetricka analyza byla pro¢ad dle postupu uvedeného
v kapitole 3.2.1. Pro stanoveni termogravimetriekalyzy byl vybran vzorek
hydrolyzatu vyrobeny dle postupu C10, ktery bylvsi@van se vzorkem surové
viny. TG kiivky obou sledovanych vzoiljsou uvedeny na obrazku 21.

U obou sledovanych vzaililje patrny pokles hmotnosti jiz od giku n&reni
az po asi 150°C, kdy dochazi k oépaani volné a vazané vody ve vzorcich
viny i KH. Pfi 150°C ma vzorek viny hmotnost rovnou 95 % a vkoked
hmotnost rovnou 96 %upodni hmotnosti. Od teplotyiiplizné 150°C zaina
ziejme tani vzorki, které je provazeno dalSim poklesem hmotnosti. ioaky
z&inaji prudce ztracet na hmotnosti od teploty 225%@y jiz dochazi
k degradaci keratinovydettzci. Kolem teploty 250°C z@na hmotnost vzorku
viny klesat vyraza rychleji nez hmotnost vzorku KH.#iP500°C byl zjiS&n
obsah nespalitelnych anorganickych latek veé dsi 23 % a v KH asi 37 %.
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Obrazek 21 — TGwky surové viny a keratinového hydrolyzatu

4.2.3 Zhodnoceni

Z analyzy vybranych keratinovych hydrolyzatze usuzovat, ze vzorky
pripravené pi nizSich podminkach hydrolyzy maji nizSi obsahikiusa tim i
bilkovin, tzn. ze ud&hto vzorki nebylo dosazeno vyrazného mnozstvi rozlozené
viny. Nejlepsiho vysledku pak bylo dosazeno prorekdC10, ktery il obsah
dusiku 12,53 % a obsah bilkovin pak 78,31 %. Tengledek je srovnatelny
s vysledkem, ktery popsal Dalev [59], jeZ ve svBliaci uvadi obsah protein
asi 79,5 %. U #Siny autoéi pak nebyva obsah dusiku ani bilkovin usrac
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vénuji se spiSe studiu aminokyselinového slozenikwebzptyl byl zjiSén

v obsahu siry, kdy ugkterych vzorki klesl oproti surové vka u jinych vzork
vyrazré vzrostl, coz je &jm¢ zpisobeno fechodem sirnych aminokyselin
z keratinovych molekul do hydrolyzat Obsah popelovin oproti surové ¥in
vzrostl u vSech vzoikk avSak u hydrolyzéat pripravenych v KOH byl obsah
popelovin niZSi o asi 20 % neZ u hydrolyzatipravenych v Ca(OH) Pro dalSi
zpracovani je pak nutné mnoZzstvi popelovin zredakoeoZ je popsano
v nasledujici kapitole 4.3. TGA byla poté provedena hydrolyzat fipraveny
podle postupu C10 a pro surovou vinu, kde bylot&)is, ze oba vzorky jsou
tepelrt odolné do 150°C, kdy Z@naji tat a jejich degradace pot&ire i asi
225°C, coz odpovida také zgslym vlastnostem viny popsanym v odborné
literature [17].

4.3 Dialyza keratinovych hydrolyzati

U vSech pipravenych keratinovych hydrolyZatoyl zjiStn nafist obsahu
popelovin, ktery je iejm¢ zpisoben pouzitim alkalickych roztokkteré nelze
filtraci ani odstedénim oddlit od pripravenych hydrolyzat Kvali tomuto
zvySenému obsahu popelovin bylo nutné keratinowdrdiyzaty vyistit. Jako
metoducisténi (snizeni obsahu popelovin) jsme zvolili dialy#es celul6zovou
membranu (Sigma-Aldrich, USA) proti destilované ¥oiembrana byla ve
tvaru vélce o piméru 8 cm (plocha membrény byldilgizng 270 cnd/10 cm
delky), na obou koncich byla uzana svorkami. Membranaéha propustnost
pro latky s molarni hmotnosti mensi nez 12 kDan@mena, zetpdialyze byly
odstragny krome zbytki alkalickych roztok také nizkomolekularni frakce
keratinovych hydrolyzdt Pro zjiSéni optimalnich podminek provedeni dialyzy
bylo provedeno &kolik pokudi, které sledovaly vliv teploty, doby a vymy
média pi dialyze.

4.3.1 Vliv teploty

Jako prvni byl sledovan vliv teploty n&idnost dialyzy (snizovani obsahu
popelovin). Nejprve byly fipraveny roztoky hydrolyzét rozpusénim 3 g
praskového hydrolyzatu ve 120 ml destilované vodypokojové teplat za
stdlého michani na magnetickém michadle. Po roapuiusyl roztok hydrolyzatu
vlit do pripraveného rukavu z dialyzai membrany a uza@en svorkami. Vzorek
byl poté umistn do PE nadoby o objemu 2 | a bylo dmu gilito 1200 ml
destilované vody, tak aby byla membrana zcela f@r@pod hladinou. Dialyza
téchto vzorki probihala po dobu 72 hoditii peplotach 10, 25 a 40°C v proesdi
destilované vody (po#n roztoku hydrolyzatu a vody byl 1:10). Celych 7&in
dialyzy byly vzorky tepany na laboratornfepace. Po uplynuti doby dialyzy
byl hydrolyzat vylit z membrany a zah#&stna vakuové odparcerip60°C.
Nakonec byl roztok hydrolyzatu vysuSefi p03°C a u vysuSeného hydrolyzatu
bylo provedeno stanoveni obsahu popelovin.
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V tabulce 13 jsou znazatny vysledky dialyzy keratinového hydrolyzatii p
ttech Gznych teplotach. Procentuelni pokles obsahu popeles viCisSttném
vzorku byl spditan z rozdilu obsahu popelovin ve vzorkieg dialyzou a po
dialyze. Ztabulky 13 je také patrné, Ze r&iho mnozZstvi odstrénych
popelovin z keratinovych hydrolyZabylo dosaZzenoipteplot 25°C, i této
teplo€ klesl obsah zjighych popelovin o vice nez 76 %ii Bnizené teplet
(10°C) byl poté pokles obsahu popelovin asi o 78 fit zvySené teplat (40°C)
byl zjisten pokles obsahu popelovin téf66 %.

Tabulka 13 — Pokles obsahu popelovinrgznych

teplotach provaehi dialyzy

Teplota  Pokles obsahu  Smérodatna
(°C) popelovin (%) odchylka (%)

10 70,75 0,9
25 76,5 1,2
40 65,83 1,6

4.3.2 Vliv vymény média

V dalSi sad pokugi byl sledovan vliv vymainy média (destilované vody) za
Cistou. Vzorky pro dialyzu byly aj pripraveny podle postupu uvedeného vyse
a steji tak provedeni dialyzy bylo podobné. Vzorky kerati@ho hydrolyzatu
byly dialyzovany po dobu 72 hodirtipt0°C za tepani, proti destilované véd
(pomer hydrolyzat : voda = 1:10). Jednomu ze vzoblyla vZdy po 24 hodinach
dialyzy vymenéna voda z&istou, zatimco druhy vzorek byl dialyzovany po
celou dobu v jednom médiu. Po ukeni dialyzy byly vzorky oft vylity a
zahu&ny na vakuové odparce. Po nasledném vysuSeni palopit stanoveno
mnoZstvi popelovin. #Pvyméné destilované vody zéistou v pabehu dialyzy je
pokles obsahu popelovin vyrazwvyssi nez u vzorku bez vymy média. U
pokusu, kde probihala dialyza 72 hodin stale vnéte prostedi destilované
vody, bylo dosazeno jen asi 43% Ubytku popelovatinaco u vzorku, kde bylo
prostedi destilované vody vzdy po 24 hodinach nahrazgéstym je pokles
popelovin vice nez 65%, tedy o vice nez 20 % vysSi.

4.3.3 Vliv doby

Poslednim faktorem, ktery byl sledovan, je dobébghmu dialyzy. Pro tento
experiment bylo dle vySe popsaného postupipraveno 5 vzork roztoki
keratinovych hydrolyzét Vzorky byly ogt dialyzovany proti destilované véd
(poner hydrolyzat : voda = 1 : 10)ipteplog€ 25°C za neustaléhdepani.
Sledovana byla doba v rozmezi 24-120 hodin a vamy@4 hodinach byla u
vSech vzork vyménéna destilovana voda z#stou. Kazdych 24 hodin byl poté
ukonen jeden experiment, ktery byl ihned =zakoSta vysuSen jako
v piredchozich fipadech. Nasledovalo &p stanoveni mnozstvi zbylych
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popelovin ve vzorku. Na nasledujicim obrazku 22 zmazorgna casova

zavislost poklesu obsahu popelovin. Vysledky ukiazig nejrychleji probiha
dialyza v ptibéhu prvnich 24 hodin, kdy je odstkaro téngi 60 % popelovin.

Pri delSich¢asech rychlost odsttavani popelovin ze vzotkpostupg klesa. Po

120 hodinach dialyzy bylo ze vzdarkodstragno 82 % popelovin. Jako
optimalni¢as jsme zvolili 72 hodin trvani dialyzy, kdy je t#to dol& ve vzorku

jiZ mére nezétvrtina z pivodniho obsahu popelovin.
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Obrazek 22 — Zavislost poklesu obsahu popelovidote provadni dialyzy

4.3.4 Zhodnoceni

Ze vSech vySe provedenych pokuByla néasled& vypracovana optimalni
metodika ¢iSténi pripravenych keratinovych hydrolyZagt které bylo dale
provadno u vSech vzork urcenych pro testovani jejich aplikaich moznosti.
Dialyza byla provagha za laboratorni teplotyiiplizné 23°C) po dobu 72 hodin
a za staléhor¢pani. Objem destilované vody byl vzdy 10x vyS$& nbjem
roztoku keratinového hydrolyzatu. VZzdy po uplyn@d hodin dialyzy byla
destilovana voda vy#ména zacistou. Po dialyze byl wWiSteny hydrolyzat
zahu&n pii 60°C na vakuové odparce a naskedrysusen fi 80°C. Suchy
hydrolyzat byl rozdrcen na praSekiedi misce a uchovavan v utemé nadob
v exsikatoru s fesusenym silikagelentigpokojové teplad. Vysledky provadni
dialyzy nebylo mozné porovnat s odbornou literatyurgelikoz autéi sice
uvackji dialyzu jako metodu, kterou pouzili ptasteni svych hydrolyzét, ale
jiz se nezabyvaji dalSimi podrobnostmi [93, 94].

4.4 Priprava zasobniho mnozstvi keratinového hydrolyzatu

Z vySe uvedenych vysleflk hydrolyz a charakterizaci keratinovych
hydrolyzati byl vybran postup hydrolyzy C10 prdipravu ¥tSiho zasobniho
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mnoZzstvi keratinového hydrolyzatu. Tento KH byledalyuzivan pro fipravu
vzorkil k hodnoceni aplikanich moznosti hydrolyzéat

Hydrolyza byla provagha za stejnych podminek ve 40-ti nAsobném mnoZstvi
nez v mvodnim experimentu. Po vyprani, oditeni a pomleti byla vina
hydrolyzovana v 0,6% KOHip90°C nejprve v pré&ce, kde byla michana a poté
v inkubatoru pi stejné teplat. Ve druhém stupni bylo @p upraveno pH a
piidano 5 % enzymu Savinase 6.0T a bylo p&évano v hydrolyze af
nejprve za michani v pfee a nasledné inkubaciiip60°C. Nakonec byla
nerozlozena vina odseparovana filtraci a nasledogsteccnim a KH byl
zahu&En a vysuSenip60°C. U takto pipraveného KH doslo k mirnému snizeni
ucinnosti hydrolyzy z fivodnich témst 74 % na 67 %. Tato odchylka od
experimentalniho vysledku the byt zfisobena nap snhizenou fesnosti fi
navazovani jednotlivych chemikalii nebo vySSimiawmi g filtraci. U
hydrolyzatu bylo poté zji8ho analytické slozeni. Celkovy obsah dusiku podle
Kjeldahla byl zjis¢n = 11,8 % (celkovy obsah bilkovin po vynasobekideem
6,25 = 73,8 %), popeloviny = 16,0 %, sira = 3,24lkost = 7 %. Toto sloZeni
se nijak vyrazé neneni oproti sloZeni zjighému u jivodniho hydrolyzatu
z experimentu C10.

Pro rékteré aplikace byl tento KH rggistén dialyzou pes celulézovou
membranu proti destilované wadDialyza probihala za staléheepani pi
pokojové teplat po dobu 72 hodin (vZzdy po 24 hodinach byla ¥géma
destilovana voda). Po dialyze byl hydrolyzat zabush vysuSen ip 60°C.
Obsah popelovin byl timto snizen na 5,4 %.
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5. FILMY Z KERATINOVEHO HYDROLYZATU

Cilem této kapitoly je popsat moznostifiggavy a vlastnosti filri
z keratinovych hydrolyzat s pgidavkem aditiv (siovadlo, znékcovadlo). U
filmu byl sledovan vliv pidavku sfovadla a zrék¢ovadla na jejich mechanické
vlastnosti a slozeni. ®ivané filmy byly vzdy porovnavany s filmem bez
piidavku sfovadla, ale stotoznym obsahem &kgovadla. Cast vysledi
uvedenych v této kapitole byla prezentovanaeské konferenci (viz. Seznam
publikaci P14).

5.1 Postup @Fipravy film @

Pro gipravu filmi byl pouZzit keratinovy hydrolyzat ze zasobniho nstoi
piipraveny dle pokusu rozkladu C10, ktery byftefiSten dialyzou pes
celulézovou membranu proti destilované &od

Tabulka 14 — Seznam a slozefipmvenych filnd z KH pro dalSi analyzy

Cislo Oznafeni  Obsah glycerolu Sivovadlo Obsah st’ovadla
filmu filmu (%) (%)
film 1 KHO 30 bez 0
film 2 KH5DAS 30 DAS 5
film 3 KH10DAS 30 DAS 10
film 4 KH5DET 30 DET 5
film5 KH10DET 30 DET 10
film 6 KH5GDA 30 GDA 5
film 7 KH10GDA 30 GDA 10
film 8 KHO040 40 bez 0
film9 KH1DAS40 40 DAS 1
film 10 KH5DAS40 40 DAS 5
film 11 KH10DAS40 40 DAS 10

film 12 KH1GDA40 40 GDA 1
film 13 KH5GDA40 40 GDA 5
flm14 KH10GDA40 40 GDA 10
film 15 KH10GOX 30 GOX 10
film 16 KH10DCE 30 DCE 10
film 17 KH10EPCH 30 EPCH 10

Z precisttného hydrolyzatu byly nejprveripraven 15% roztok ve ved Po
uplném rozpugni hydrolyzatu byl fidan glycerol (1040 % na navazku KH)
jako znekcovadlo a dkladre zamichan do roztoku na magnetickém michadle.
Nakonec bylo do roztokuiglano sfovadlo a srés byla intenzivi michana po
dobu nejmé& 5 minut aby doslo kikladné homogenizaci. Jaka’evadla byly
zkouSeny glutardialdehyd (GDA), dialdehyd SkrobuA), diethylester
kyseliny vinné (DET), glyoxal (GOX), dichloretha®CE) a epichlorhydrin

55



(EPCH) v mnozstvi 1-10 % na navazku hydrolyzatuk@& hmotnost sisi
byla vzdy 45 g. B pouziti DAS bylo je&t nutné upravit pH roztoku na 11,5-12
pro lepSi rozpustnostteivadla.

Takto pipravené srsi byly vylity do silikonovych forem o rozénech 70 x
120 x 3 mm, ve kterych byly suSeny 48 hodintgplot 60°C. Po vysuseni byly
filmy vyjmuty z forem, byl zhodnocen jejich vzhledzakladni vlastnosti. Filmy
byly skladovany v uzaenych PE s&ich v exsikatoru sipsusenym
silikagelem pi pokojové teplot.

A — bez sfovadla B —s 10 % DAS C —s5 % GDA

Obrazek 23 — Fotografie vybranych fitra 30 % glycerolu bezssvadla, s DAS a
GDA

D—-s5%DET E -5 10 % GOX F—-s10 % EPCH

Obrazek 24 — Fotografie vybranych fitra 30 % glycerolu s DET, GOX a EPCH
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Filmy ptipravené z KH raly dle pouzitého sbvadla s¥tle hrédou az tmay
cerveno-hgdou barvu. Tlouda filmi se pohybovala mezi 0,3-0,5 mm a byla
vzdy mirrg vétSi @i okrajich filmu. SloZeni jednotlivych déale testoyah filma
a fotografie vybranych filiin jsou uvedeny v tabulce 14 a na obrazcich 23 a 24.
Popis zakladnich mechanickych vlastnosti filse velmi liSi podle mnoZstvi
pouZzitého zrdk¢ovadla a je uveden v samostatné kapitole 5.2.

5.2 Sledovani vlivu obsahu zrék¢éovadla

Jelikoz je pipraveny keratinovy hydrolyzati&hky je nutné filmy z§
piipravené vhod& upravit gidanim aditiv. Pro fipravu filma byl kvali snizeni
kiehkosti jako zrsk¢ovadlo vybran glycerol (propan-1,2,3-triol), ktgeybszne
pouzivanym zrékcovadlem filmi [94] a povlaki v potravindském péimyslu.
Byly testovany pidavky 10, 20, 25, 30 a 40 % glycerolu na navazku
hydrolyzatu. Po vysuSeni byly vizuélposouzeny vlastnosti jednotlivych fitm
a vyhodnocen byl také vliv mnoZstvi 2kdovadla na mechanické vlastnosti
film1.

Obrazek 25 — Fotografie filmu s 30 % glycerolu a%MCE v ohybu

Filmy s pidavkem 10 % zwkcovadla byly stale velmi flehké a jiz pi
vyjmuti ze silikonové formy praskaly a nebyly dfleuzitelné. Stejny problém
se projevil i u filmi s gridavkem 20 % zwikcovadla, které byly také staleils
kiehké. Tyto filmy Sly jiz vyjmout z formy, ale vzdgoslo k jejich naruSeni
nebo prasknuti. LepSi vlastnostélyn filmy s pridavkem 25 a 30 % glycerolu,
které Sly jiz dobe vyjmout z forem a byly poémné ohebné bez praskani (viz.
Obrazek 25). Povrchéthto félii vSak byl v zavislosti na pouzitéem’evadle
mirn¢ lepivy. Filmy s gidavkem 40 % zgkéovadla byly nejvice &kké a
ohebné a jejich povrch byl také nejvice lepivyi. Wtahovani z forem se také
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protahovaly, a tim dochazelo k jejich deformacicaSem se filmy stavaly
kiehéimi a ztracely svou ohebnost.

5.3 Vlastnosti filma

U vybranych filmi bylo provedeno #&kolik mereni pro zjisni fyzikalne-
mechanickych vlastnosti a také bylo zkouméano aaktslozeni filni. Popis
podminek a pitbéha jednotlivych metod je uveden v kapitole 3.2.ZipRdné
rozsSkujici informace jsou pak uvaény u jednotlivych analyz.

5.3.1 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Touto metodou byly testovany vzorky filnil—7 (viz. Obrazek 26) a 15-17
(viz. Obrazek 27), které &ty vzdy pridavek 30 % glycerolu.

EXO
|\ _KH10DAS
T i N
|II o
|\ KH10DET
|\ KH5DET
" KH10GDA o

100\

mW|\ KHSGDA

400 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 °C
Obrazek 26 — DSGky filmi bez sfovadla a siovanych 5 a 10 % GDA, DET a DAS

VSechny analyzované filmy maji DSGiwky s podobnymi pibéhy. U vSech
kiivek jsou vidt endotermni &e, které souvisi s odpavanim zbytkové volné a
vazané vlhkosti ve filmech, dale mohou souvisétném vzork a odp#ovanim
zbytka nékterych sfovadel nebo mohou souviset s tepelnou degradackiv.zo
Film KHO bez gidavku sfovadla ma prvni vyrazny endotermni pik od teploty
150°C s minimem kolem 185°C, tento pile¢ souvisi s tanim vzorku. DalSi
pik na této kivce za&ina @i teplog 213°C, kdy #ejm¢ zatind vzorek filmu
degradovat. Kolem teploty 290°C by ¢lm také dochazet k odpavani
glycerolu. Tyto vysledky jsou mi&nnizSi nez u filmi pripravenych jinymi
metodami, kdy byl endotermni pik zfgtaz g teplotach kolem 250°C [37].
Filmy 4-7 s pidavky stovadel GDA a DET maji té#éh totozny phibéh jako
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KHO. VSechny¢tyti filmy maji pocatek tani vzorik kolem teploty 150°C a
degradace v rozmezi teplot 205-215°C. U ilkH5GDA a KH10GDA nize
pii teplo€ kolem 187°C také dochazet k odipaani zbytk glutardialdehydu.
Diethylester kyseliny vinné se poté odme ze vzork filmua KH5DET a
KH10DET pi teplotach nad 280°C spolu s glycerolem. Vzorkymti
s pridavkem DAS maji mirh niZz8i nastup tani a toripteplo€ 147°C pro
KH5DAS a 143°C pro KH10DAS. Také nastup degradadéchto vzork je
niZSi oproti vzorku bez &dvadla KHO a to f asi 203°C.

Na obrazku 27 jsou uvedeny DSGivky vzorka filma sitovanych
glyoxalem, dichlorethanem a epichlorhydrinem. Titiovzorky se liSi oproti
nestfovanému filmu vice nez zbylé testované filmy. Unkzostovaného EPCH
je viditelny endotermni pik s patkem i teplo€ asi 130°C a minimemjip
143°C. Tento pikizjme opst souvisi s tanim vzorku &ipadnym odp@vanim
EPCH. Degradace poté nastava nad teplotou 170°@e¥zstovany DCE méa
pocatek tani kolem teploty 115°C steéjjako vzorek giovany GOX. Degradovat
za&inaji tyto vzorky kolem teploty 200°C.

EXO

f | KH10GOX

\ KH10DCE

50 [\ KH10EPCH "

"4 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 °C
Obrazek 27 — DSGky filmi sifovanych 10 % EPCH, DCE a GOX

5.3.2 Termogravimetricka analyza

Metodou termogravimetrické analyzy byly testovaniyaainoceny filmy 1-7
se sfovadly GDA, DET a DAS a 30 % glycerolu. TGAiKy testovanych
filma jsou zobrazeny na obrazcich 28-30 a jsou poroviyavazdy
s nesfovanym vzorkem, ktery je uveden na vSech obrazcich.

Z nangienych hodnot je patrné, Ze vSechny vzorky maji vedodobny
prabéh zavislosti hmotnosti na tepdotHmotnost v3ech vzoikhned od p&atku
mirné klesa, coz je 2zmsobeno odpavanim obsazené vody ve filmech.
Nest'ovany vzorek KHO z&na ztracet na hmotnosti asi od teploty 135°C, kdy
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mel stale 98,5 % fivodni hmotnosti. B této teplo¥ ziejme zatina tani vzork,
které je na Hvce derivace zobrazeno prvnim pikem. Ten#p jd provazen
poklesem hmotnosti az na 89 %. Od teploty 199°€@nZavzorek degradovat a
kolem teploty 286°C se zfilmu &ma odp#ovat glycerol. Nespélené
anorganické latky (popeloviny) t¥iopo ukorgeni meieni 28,5 % zfwodni
hmotnosti filmu.
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‘—KHO — KH5DAS — KH10DAS — deriv. KHO — deriv. KH5DAS — deriv. KHlODAS‘
Obrazek 28 — TGAwky nesfovaného filmu a fillas 5 a 10 % DAS

Filmy sitované DAS (KH5DAS a KH10DAS) maji velmi podobnyiipgh.
Tani vzorka probihd zejm¢ v intervalu 135-204°C a je provazeno poklesem
hmotnosti z 97,7 % na 88,5 %. Nad teplotou 205°t€@ paorky rychle ztraci na
hmotnosti, oproti nesdbvanym vzorkm je ovSem ztrata hmotnosti nizsi. Zbylé
popeloviny poté tvid 29,3 % hmotnosti filmu KH5DAS a 32,5 % hmotnosti
KH10DAS.

Témet stejny pfibéh kiivek jako ma nesbvany vzorek mizeme vidt na
obrazku 29 také pro vzorkytsivané DET. Oba #bvané vzorky zé&inaji tat gi
teplo€ kolem 135°C, jejich hmotnosti jsourip201°C rovny 85 (KH5DET)
respektive 87,5 % (KH1ODET). iPteplotach nad 201°C &maji vzorky
degradovat a ip asi 270°C se zénad odp#ovat nezreagovany DET a poté
glycerol. Obsah zbylych popelovin je poté 28 %.
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‘—KHO — KH5GDA — KH10GDA — deriv. KHO — deriv. KHSGDA — deriv. KHlOGDA‘
Obrazek 30 — TGAky nesiovaného filmu a fillas 5 a 10 % GDA

U vzorka sitovanych GDA je pibéh kiivek opst velmi podobny kivce KHO.
Posun Ize uéchto vzorki zaznamenatippocatku tani, kdy vzorky KH5GDA a
KH10GDA z&inaji tat az g teplo& kolem 140°C, § které je jejich hmotnost
kolem 98,7 % pro vzorek KH5GDA, respektive 96,7 6 pzorek KH10GDA.
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Degradace zdna u obou vzork kolem teploty 205°C, kdy jejich hmotnost
klesla na 87 % jovodni hmotnosti. B této teplo¢ by nel byt jiz také odp&en
zbyly GDA. Obsah popelovirgthto filmi se ogt pohybuje kolem 28 %.

U termogravimetrické analyzy byl zaznamenan paazitiysledek pro filmy
sitované glutardialdehydem, u kterych doslo k posutagtioty prvni vyrazgsi
ztraty hmotnosti ze 135°C na 140°C. Zbylé vzorky $eplotach ani v Ubytcich
hmotnosti pilis neliSily od filmu bez fidavku sfovadla. Vysledky TGA filnd
nebyly porovnavany s odbornou literaturou, jelilk@zzadny z autérnezangiil
na tuto metodu hodnoceni.

5.3.3 Infra ¢ervenda spektroskopie

Vysledky FTIR analyzy jsou uvedeny na nasledujiobrazku 31. Testované
filmy se shoduji v polohéach pika liSi se vzdy jen v hodnotach absorbovaného
z&eni.
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‘—KHO — KH5DAS — KH10DAS KH5DET — KH10DET — KH5GDA —KHlOGDA‘
Obrazek 31 — FTIR spektra vybranych filez sfovadla, s DAS, s GDA as DET

Oproti nesfovanému filmu KHO maji téat vSechny gsiované filmy nizsi
hodnoty absorbanci v jednotlivych pasmech #taoJediny vzorek, s vysSimi
hodnotami absorbovanéhotehi je film KH10DET, kde je patrny zejména
narist v pasmu vinéta 880-1170 ci, ve kterém maji své charakteristické piky
-OH skupiny a také -CO- skupiny, coZ jgejpre zpisobeno ¥tSim mnozstvim
piidaného esteru kyseliny vinné ti@vadlo). DalSiho vyrazného ri&tu si lze
vdimnout v pasmu 1350-1490 a régn 1490-1720 cih kde jsou
charakteristické piky -CH a -CONH- skupin. Posledni vyragsi rozdil mezi
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timto filmem a nesbvanym filmem je vidt v pAsu 3000-3600 c¢hmkde jsou
opct zastoupeny -CONH- vazby. Tyto odliSné hodnotyplak mohly znamenat
vice no¥ vytvorenych vazeb mezetzci keratinového hydrolyzatu.

5.3.4 Sledovani rozpustnosti filma

Vzorky jednotlivych filmi byly podrobeny zkouSce rozpustnosti dkolika
rozpoustdlech. Této zkouSce byly podrobeny filmy 9-17, &teyly postupé
rozpousny ve vo&, ethanolu, acetonu a 8si koncentrovanych kyselin
mravergi a octové (2:1). Zjednotlivych filin byly ustiZzeny vzorky o
rozmeérech asi 2 x 2 cm a ty byly poté pdany do jednotlivych rozpou&tich
médii. Rozpustnost byla sledovana vizéah byl hodnocen vliv pouzitého
rozpoustdla na vzorek filmu.

Filmy z keratinovych hydrolyzatse ukézaly jako odolné proti rozpotrst
v ethanolu, kde jsouiejm¢ rozpustné jen velmi kratkéetzce KH, protoze
doSlo k mirnému zabarveni ethanolu po @eno filmi. Stejré tak se
neprokazala rozpustnosichto vzorki v acetonu. Vzorky porené do sisi
kyseliny mraveni a octové se rozpustily vzdy do 30 minut. Tohabtarmatku by
se dalo vyuZzit pro dalSi zpracovaniosianych KH nap pro gipravu viaken.
NejlepSim rozpoustim médiem je voda, ve které doSlo k rozpuBtvSech
piipravenych vzorik. Nejdiive byly rozpu&tny vzorky bez sovadla a vzorky
sitované GOX, DCE a EPCH, které se rozpustily zadm&z 15 minut. Vzorky
z filmi KH1DAS40 a KH1GDA40 se rozpustily asi za 20 mim#ésledovany
vzorky KH5DAS40 a KH10DASA40, jejichz rozposst trvalo kolem 30 minut.
NejvetSi odolnost proti rozpousii ve voa@d prokazaly vzorky siffdavkem 5 a
10 % GDA (KH5GDA40 a KH10GDA40), které se rozpusilz po vice nez
60 minutach.

5.3.5 Slozeni filmi

U vybranych filmh 8-14 byly provedeny analyzy obsahu suSiny, dusiku
obsahuistych bilkovin. VeSkerd stanoveni byla provedermlle metodik
popsanych v kapitole 3.2.1. Vysledky jednotlivyctarmveni jsou uvedeny
v nasledujici tabulce 15. Vysledky v tabulce js@dadiny jako pfimér ze dvou
meéieni se srrodatnou odchylkou nizsi nez 0,5 %.

U v8ech zkoumanych filtnbyla zjiS€na suSina vzoik kolem 95 %, cozZ je
predpokladany vysledek, jelikoz filmy byly suSeny peuii teplo€ 60°C. Ve
srovnani s fivodnim KH (12,53 %) doSlo u vSech vzarke snizeni obsahu
dusiku, coz je zobeno obsahem zktovadla a slovadla ve vzorcich filnin
Stejre tak klesa i obsalistych bilkovin, ktery koresponduje stim, ze ve
vzorcich analyzovanych filinje 40 % zmik¢ovadla a az 10 % txivadla.

AT

nejvyssi obsah bilkovin, coz se potvrdilo pro filnsyGDA, ale u vzork
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sitovanych DAS je patrna odchylka odepdpokladaného pbe¢hu, ktera je
ziejme zpisobena pdanym NaOH pro upravu pH ve filmech pejich pripraw.

Tabulka 15 — Vysledky analyzy vybranychifilm
Analyticka stanoveni
Dusik* (%) Bilkoviny* (%)  SusSina (%)

Oznadeni filmu

KHO040 7,80 48,75 95,30
KH1DAS40 7,90 49,38 97,10
KH5DAS40 8,10 50,63 94,70
KH10DAS40 7,60 47,50 93,80
KH1GDA40 8,60 53,75 97,50
KH5GDA40 8,10 50,63 95,20
KH10GDAA40 7,80 48,75 95,50

* yztazeno na susSinu vzorku

5.3.6 Zhodnoceni

Cilem této kapitoly bylo popsat moznosttigravy filmi z keratinovych
hydrolyzati. Pro tvorbu filnti, které budou mit dobré fyzikarmechanické
vlastnosti je nejprve nutné otestovat moznostovgini ve vod rozpustnych
keratinovych hydrolyzdt zpét na nerozpustné nebo malo rozpustné keratinové
fettzce. Pro siovani KH bylo zkouSeno Sestiznych sfovadel v gkolika
koncentracich. Déale je také nutnédani znékcovadla pro sniZeniifisné
kiehkosti keratinovych filmin. Jako asi neflinnéjSi stovadlo se z nastenych
dat jevi glutardialdehyd, ktery nejlépe obstal keuskach rozpustnosti, TGA i
DSC.
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6. KERATINOVY HYDROLYZAT VE SM ESI SE
SYNTETICKYMI POLYMERY

Jednou z moznosti zlepSeni aplikéno potencialu keratinovych hydrolyaat
by mohlo byt vytvéeni jejich smisi se syntetickymi polymery. U takovychto
kompoziti by bylo nutné, aby fidanim hydrolyzéat nedoSlo ke sniZeni
mechanickych vlastnosti kompazitoproti ¢ist¢ syntetickym materiém, a
zaroveh by nmely prirodni keratinové hydrolyzaty zajistit alespgéast&énou
biodegradabilitu fipravenych kompoazit V této kapitole byly vyzkouSeny
postupy pipravy kompozitnich sgsi z keratinového hydrolyzatu a dvoezhe
pouzivanych polyethylén Vysledky prace uvedené v této kapitole doposud
nebyly publikovany, jsou vSak jiz zpracovany &danku, ktery bude zaslan k
publikaci v tomto roce (viz. Seznam publikaci P16).

6.1 Vychozi suroviny

Pro gipravu vzork byl vyuzit KH ze zasobniho mnozZstvi ziskany podle
experimentalniho rozkladu C10. Tento hydrolyzat yhethialyzovan a jeho
sloZzeni je uvedeno v kapitole 4.4. Po odseparovémozloZzené viny byl
keratinovy hydrolyzat pouze zah&st vysuSen a rozdrcen na prasek s velikosti
¢astic < 0,6 mm.

Jako prvni zkouSeny synteticky polymer byl vybrareérni PE Liten BB10
(Unipetrol, Litvinov, CR), ktery se Bzné pouziva na vytlovani a lisovani
desek, profih a pro netlakové aplikace. Druhym polymerem je LDBfalen
RB2-62 (Slovnaft, Bratislava, Slovensko), tentzrma druh PE je vhodny na
vytlacovani a lisovani desek, prdfila malych nadob, je ro¥a vhodny pro
vyrobu hr&ek a obalovych materialpro potraviny. Zakladni charakteristiky
obou kometnich plasi jsou uvedeny v nasledujici tabulce 16.

Tabulka 16 — Vlastnosti polyethylehiten BB 10 a Bralen RB 2-62

Charakteristicka vlastnost Liten BB 10 Bralen RB 262
Napsti na mezi kluzu (MPa) 20 12
Prodlouzeni na mezi kluzu (%) 10 11
Index toku taveniny 01 5

190°C /2,16 kg (g/10 min) ’

Teplota ngknuti dle Vicata {C) 118 95
Tvrdost Shore (°Shore D) 57 46
Hustota (kg/m) 942 918

6.2 Piiprava kompoziti na bazi PE/KH

Z obou polymel byly pripraveny kompozitni sisi s gidavky 5 a 10 %
keratinovéeho hydrolyzatu v Bfai¢ci Brabender Plasti-Corder (Brabender,
Némecko). Michani bylo prové&do v komirce hrétice pi teplog 180°C a
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23 ot/min. Celkova doba michani byla 8 minut. Plymuiti této doby byly sksi
vyjmuty z michaci korirky a ze smssi byly vylisovany zkuSebni desky o
rozmeérech 12,5 x 12,5 x 2 mm. Lisovani desek probihaktéZ i teplog
180°C, ¢asy jednotlivych fazi lisovani byly: fedelfev smési = 11 minut,
zalisovani = 6 minut (0,1 MPa), chlazeni = 7 mi(2@ MPa, 180°C- 40°C,
dt/dt = 20°C/min). Z vylisovanych desek byly naslediyseknutim gipraveny
téliska pro testovani v tahu, pro DSC a TGA analypyapolarizéni optickou
mikroskopii.

6.3 Vlastnosti kompoziti
6.3.1 Tahové zkousky

Tahové zkousky byly provedeny podle nord@i@N EN ISO 527-2 [98] ib
rychlosti posuvwelisti 100 mm/min. Z kazdé ssi bylo testovano 5 vzoika
stejny pdet vzorki byl testovan také pro vzorky fipravené zistych
syntetickych polymat, vysledky jsou poté uvedeny jako aritmetickyirpér a
smerodatna odchylka. U tahovych zkouSek byly vyhodmycearametry najti
na mezi kluzu, prodlouzeni na mezi kluzu a Yauwngiodul pruznosti v tahu.
Vysledky tahovych zkouSek jsou uvedeny v tabulce 17

Tabulka 17 — Vysledky tahovych zkouSek

Prodlouzeni Napéti Yr?]l:)r(;%lllv
vzorek na mezi k(l)uzu na mezi kluzu oruznosti
€+ SO (%) ¢ £ SO (MPa) E + SO (MPa)
Liten 195+0,4 206+0,4 181,0 + 3,0
Liten + 5 % KH 18,1 £ 0,7 20,8 £ 0,7 198,9 +4.5
Liten + 10 % KH 16,0 £ 0,7 21,1+04 211,5+7,9
Bralen 32,0+0,7 9,8+0,2 66,2+1,5
Bralen + 5 % KH 27,3+0,6 10,5+0,1 81,7+3,1
Bralen + 10 % KH 26,7 £ 0,6 11,2+0,1 826+1,0

Jak je patrné z vySe uvedenych vysiedik s pidavkem KH jsou u Litenu a
Bralenu obdobné tendence &mg sledovanych tahovych vlastnosti. Prodlouzeni
na mezi kluzu kles& sijplavkem KH u Litenu s 5 % KH o0 7,2 % a u Litenu0s 1
% KH 0 18 %. Stejny trend iieme vidt také u Bralenu, kde byl pokles 14,7
%, respektive 16,6 %. £¢hto vysledk je Zejmé, Ze fi 5 % pridavku KH je u
Litenu poklese priblizné o polovinu nizSi, nez u Bralenu, zatimct p0 %
piidavku KH je pokles u obou kompozitnich stai [riblizné stejny. Obraceny
trend lze pozorovat u n&jp na mezi kluzu, kdeip5 %, respektive 10 % pini
KH doslo u Litenu k velmi mirnému zvySeni o 1,0 féspektive o 2,4 %. U
Bralenu bylo zvySeni n&d na mezi kluzu o 7,1 %, respektive o 14,3 %.
Z téchto vysledk vyplyva, ze u Bralenu je zvySeaicca 7x ¥tSi, nez u Litenu
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v piipact 5 % @idavku KH a pi 10 % gidavku je toto zvySeni cca 5,5%tSi.
Zvysené hodnoty oprotéistym polymetm byly zjiS€ny také u Youngova
modulu, kde fi 5 %, respektive 10 % pini KH doSlo u Litenu ke zvySeni
tahového modulu pruznosti o 9,9 %, respektive ® 1%, Naproti tomu u
Bralenu dosSlo ke zvySeni E v obotigadech fblizné o stejnou hodnotu
23,4 %, respektive 24,8 %.

6.3.2 Termogravimetricka analyza

Tepelnd stabilita vzork byla zji¥ovana termogravimetrickou analyzou na
otewené platinové misce v rozsahu teplot 20—-600°C. &lpdrametry gteni
jsou totozné siedchozimi, jejichz provedeni je shrnuto v kapit8l@.1. Na
obrazku 32 jsou znazamy TG Kivky cistého Litenu, Litenu pkného 5 a
10 % KH a pro srovnanidistého KH. Na této ivce dochazi u KH k prvnimu
hmotnostnimu Ubytkuipteplo# 103°C a souvisi s odfiavanim volné vihkosti
zKH (= 3,0 %). Riblizn¢ do 210°C neni hmotnostni ubytek KH vyrazny
(= 9,6 %), tento Ubytek souvisi s uiolanim strukturdléy vazané vody ze
vzorku. Nad touto teplotou (210°C)ctaa rychla termicka degradace KH a nad
530°C je KH zcela degradovan. Zbylychilgizné 16,5 % tvdi anorganické
popeloviny.
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Obrazek 32 — TGiwwky vzork KH, Litenu a jejich kompozitnich gsi
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Z obrazku 32 mizeme dale vypozorovat, zeistého Litenu nedochazi az do
priblizné 425°C k témsi zadné ztré hmotnosti, pi teplotach nad 450°C nastava
poté rychly nastup degradace. Liten je éptdegradovanipteplot cca 530°C,
kdy je zbytkova hmotnost vzorku 0 %.Vzorky Litenlngmého 5 a 10 % KH
maji piabéh TG Kivek velmi podobny jen nepatfrodliSny odcistého Litenu.
Do teploty kolem 250°C je u obou takto gmych vzorki ztrata hmotnosti
minimalni (0,3 % u Litenu s 5 % KH a 1,3 % u Liteead0 % KH) a je i&jme
zpasobena odgavanim vihkosti obsazené v KH. Nad 250°C je jiejma
pomala postupna degradace keratinového hydrolyagazeného v matrici
kompozitniho vzorku aip425°C je u obou vzokkztrata hmotnosti cca 7,4 %.
Nad touto teplotou dochazi &pk rychlé termické degradaci a nad 520°C jsou
vzorky jiz zcela zdegradovany. Zbyla hmotnost j@hou snési < 2,5 % a
predstavuje mineralni podil Zzidaného keratinového hydrolyzatu.
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Obrazek 33 — TG/wky vzorlé KH, Bralenu a jejich kompozitnich gsi

Na obrazku 33 jsou zobrazeny TGivky Bralenu a jeho kompofZit
spidavky 5 a 10 % KH, a také pro srovnani TGivka Ccistého
hydrolyzatu.V pipact Bralenu a jeho pkni KH je pibeh TG Kivek podobny
jako u vzork Litenu. Cisty Bralen je kuli své struktie mér teplotré stabilni
nez Liten. Totéz iiveme vidt i na Kivkach Bralenu pleného KH. Ucistého
Bralenu vidime, Ze je dofiplizné 350°C stabilni (ztrata 0,8 % je igpbena
ziejme zbytkovou vazanou vihkosti nebo nizkomolekularakd&i). Ri teplotach
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nad 375°C nastava rychly nastup degradaceri aeplo€ kolem 525°C je
material komplet&é zdegradovan. Ze vzorkuigtava piblizné 0,5 % hmotnosti
tvorené nespalitelnymi anorganickymi zbytky. Vzorky Brau plrené 5 a 10 %
KH maji pribéh TG Kivek navzajem podobny a jen malo odlisSny @stého
Bralenu. Vzorky jsou stabilni do asi 230°C (ztrataotnosti 0,7 % u Bralenu
s5 % KH a 0,8 % u Bralenu s 10 % KHuspbena odgavanim vihkosti z
KH). Nad 230°C je jiz tejma pomala postupnad degradace obsaZeného
keratinového hydrolyzatu aip400°C je ztrata hmotnosti jiz 4,6 % u Bralenu
s5% KH a u vzorku s 10 % KH jdgipstejné teplat ztrata hmotnosti 7,2 %.
Nad touto teplotou dochazi k rychlému nastupu tekéidegradace. Zbytkova
hmotnost obou kompozitnich matetighi teplo€ nad 520°C po degradaci je
<2,3% a pedstavuje zbytkovy mineralni podil #Hganého keratinového
hydrolyzatu.

6.3.3 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Pro zjiS&ni tepelnych vlastnosti a mnozstvi krystalické fagéo u vzorki
Litenu a Bralenu s keratinovym hydrolyzatem provedatieni DSC v rozsahu
25-200°C s rychlosti gavu dt/d = 10°C/min. Vzorky (o vaze kolem 10 mg)
byly méteny v téndt uzawenych hlinikovych miskach s malym otvorem pro
piistup vzduchu. Nejprve byly vzorky zZ@ahany na 200°C a nasleglichlazeny
zpét na 25°C. Po celou dobuébeni byl vzorek v ochranné dusikové atmesfé
s pratokem plynu 40 ml/min.
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Obrazek 34 — DSGiwky Litenu a kompozits KH

DSC kivky Litenu plréného KH jsou uvedeny na obrazku 34 iviky
Bralenu plgného KH jsou poté uvedeny na obrazku 35. Zd&ranych hodnot
je patrné, ze idavek KH nijak vyrazé neovliviiuje teplotu tani ani teplotu
krystalizace jednotlivych vzotk Liten a jeho kompozity s KH maji teplotu tani
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kolem 130°C a teplotu krystalizace pak kolem 1143@jre¢ je tomu i u vzork
Bralenu a jeho kompoZit kde se teplota tani pohybuje kolem 115°C a taplot
krystalizace kolem 97°C.
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Obrazek 35 — DSGivky Bralenu a kompoZits KH

U nangienych Kivek Litenu, Bralenu a také jejich kompagzg 5 a 10 % KH
byly zjisttny plochy pod piky z nichZ byla vypibana krystalinita jednotlivych
vzorka jak pro Kivku tani tak pro kvku krystalizace. Obsah krystalické faze
byl vypcgitan podle nasledujici rovnice:

—_ AH m
©  AH_(100%)
Xc ... podil krystalické faze v polymeru (%)
AH,, ... zmeEna entalpie P tani nebo krystalizaci vzorku (J/g)
AH,(100%) ... zréna entalpie H tani nebo krystalizaci 100% krystalického
polymeru (J/g) — doptana tabulkova hodnota (pro PE = 293 J/g) [95]

*

Vysledky stanoveni krystalinity vzoilik prfipravenych Zistého Litenu a
Bralenu a vzork plnénych 5 a 10 % keratinového hydrolyzatu jsou uvgden
v nasledujici tabulce 18.

Z vysledii je patrné, Ze krystalinita je u téhoz vzorku vaayrné vyssi
v piipadt vypoctu vychazejiciho z plochy piku krystalizace, coz zejme
zpasobeno polovini rychlosti chlazeni ip méieni DSC (10°C/min) nezip
lisovani desek (20°C/min). Krystalinita zgga ucistého vzorku Litenu je 54 %
pro tani a 56 % ip chlazeni. Se stugm plnéni KH krystalinita vzork klesa,
pro Liten s 10 % KH je pak o 16,7 % (tani), respekb 10,7 % (krystalizace)
nizsi. Stejny trend je viditelny i u vzarkBralenu, kde praisty polymer byla
zjiSténa krystalinita 33 % ifp tAni a 37 % P opétovné krystalizaci. Stefntak
s vySSim stupdm pineni KH krystalinita klesa a ip pridavku 10 % KH je
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krystalinita i tani vzorku o 21,2 % nizSi neZzcistého polymeru, respektive u
krystalizace je hodnota krystalinity o 16,2 % nidéz ucisteho Bralenu.

Tabulka 18 — Vysledky stanoveni krystalinity

Krystalinita (%)
Vzorek Ohrev vzorku  Chlazeni vzorku
Liten 54 26
Liten + 5% KH 53 95
Liten + 10% KH 45 50
Bralen 33 37
Bralen + 5% KH 32 36
Bralen + 10% KH 26 31

6.3.4 Polariza¢ni mikroskopie

Struktura kompozitnich vzoikbyla zkoumana polarizai mikroskopickou
analyzou na optickém mikroskopu Olympus BX41 spod&nim filtrem.
Vzorky pro mikroskopickou analyzu (velikost 3 x Ink byly vytiznuty
z vylisovanych desek a znich byly naslédmikrotomovym nozem Leica
RM2265 byly gipraveny platky o tlouZe 15um.

Na obrazcich 36, 37 a 38 jsou uvedeny fotografimi Bralenu a jeho
kompozifi s KH @i 100-nasobném 2¥Seni.

Obrazek 36 — Strukturgezu Bralenu na polaril'm ikroskopu (2%8eni 100x)
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Obrazek 37 — Strukturéezu Bralenu + 5 % KH na polarizaim mikroskopu
(zwtSeni 100x)

Obréazek 38 — Strukturéezu Bralenu + 10 % KH na polarizaim mikroskopu
(zwtSeni 100x)

Z vySe uvedenych obrailje patrné, Ze struktura Bralenu se‘iglavkem KH
vyrazre neneni. Pasy makromolekul polyethylenu jsou patrné sech tech
snimcich. Na obrazku 36 je navic viditelna mikratajicka struktura Bralenu.
Dale vidime u vzorku Bralenu s5 % KH (viz. Obrazgk), Ze KH (tmavé
skvrny) je nerovnowrné distribuovany v matrici PESastice KH jsou odgené,
netvai shluky a jejich velikost se pohybujet&du desitelum. OdliSna situace
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je viditelna u Bralenu pkného 10 % KH (viz. Obrazek 38), kdedkvwySSimu
mnozstvi pidaného KH dochazi k lepSi distribuci hydrolyzatunatrici PE.
Narozdil od 5 % pléni dochazi vtomto fipact k vytvaeni shluk KH o
nepravidelné velikosti (tmavé skvrny) a &kterych mistech si fizeme
vSimnout také (tmavych) pa&H.

Na nasledujicich obrazcich 39-41 jsou uvedeny fafag z polarizaniho
mikroskopu pro vzorky Litenu a jeho kompdz#t KH ot pri zvétSeni 100x.

Obrazek 39 — Strukturéezu Litenu na polarizaénim mikroskopu (2tSeni 100x)

Obrazek 40 — Strukturgezu Litenu + 5 % KH na polarizaim mikroskopu
(zwtSeni 100x)
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Obrazek 41 — Strukturézu Litenu + 10 % KH na polarizaim mikroskopu
(zwtSeni 100x)

Na obrazku 39 nejsou &istého Litenu viditelné zadné sférolity krystalické
struktury na rozdil od vzorkuistého Bralenu. Vzorek Litenu giny 5 % KH
uvedeny na obrazku 40 nam ukazuje, Zze KH (tmavérngkvje ot
nerovnordrné distribuovan v matrici PE;astice KH jsou od sebe o#ldné a
netvai tak shluky. Velikost &chto ¢astic se pohybuje iplizné od 30 do
150um. Obdobg je tomu u vzorku Litenu ptmého 10 % KH (viz.
Obrazek 41), kde je ovSem KH rovnémmji distribuovan v polymerni matrici.
Jsou zde patrné samostattistice KH o stejnych roztnech jako pi 5 %
pinéni, ale vidime také mensSi shluky KH o nepravidelradikosti (tmave
skvrny).

6.4 Zhodnoceni

Cilem této kapitoly bylo zhodnoceni aplikaho potencidlu keratinovych
hydrolyzafi jako pidavki pro tvorbu kompozitnich s¥ai se syntetickymi
polymery (polyethyleny Bralen a Liten). Ufipravenych kompozit byly
zhodnoceny &které mechanické a fyzikalni vlastnosti a bylotzji®, ze 5 % a
10 % gidavek KH k BZné pouzivanym PE nijak vyraZmesniZuje vlastnosti
kompoziti oproti ¢istym PE. Z mechanickych vlastnosti kompozitnichésm
klesa prodlouZzeni na mezi kluzu, ale st napti na mezi kluzu i Youniy
modul pruznosti. Déle klesa krystalinita vzorls gridavkem KH, nicmé#
teploty tani ani krystalizace se n&m Podobné vysledky itieme vidt také
v ¢lanku, ktery publikoval Barone [77], ktery ovSeifiddval misto hydrolyzét
keratinové vlakna iipravené z pit. Vyrazreji se neni pouze odolnost proti
pusobeni tepla, kdy kompozity @aaji ztracet hmotnostiive neZisté PE.
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7. KERATINOVY HYDROLYZAT JAKO NOSI C
LATEK

Cilem této casti diserténi prace bylo zjistit, za by bylo mozné vyuZiti
keratinovych hydrolyzat jako nostt nizkomolekularnich latek napve forng
kapsli. Redpokladem bylo vytv@ni sngsi keratinovych hydrolyzéts aditivy
(zmekcovadla, diovadla) s pidavkem nizkomolekularni latky (kyselina
askorbova) a vytveni kapsli z této s#si. Nasledn bylo sledovano mnozstvi
uvolréné kyseliny askorbové z kapslfi pozpousténi ve vod v zavislosti na
case.

7.1 Piiprava kapsli

Pro gipravu kapsli byl oft pouzit zasobni hydrolyzatiipraveny dle
podminek C10 aigcisteny dialyzou. Nejprve byly vytvi@ny dv snesi (bez
sitovadla a s fidavkem giovadla) vzdy z 5 g KH, 5 g destilované vody a 1,5 g
glycerolu. Snisi byly michany fi 30°C na vodni lazni asi 10 minut nez dosSlo
k dostaténé homogenizaci. Poté bylo do obouésmpidano 0,5 g kyseliny
askorbové a do jedné sgmi navic 0,05 g sovadla dialdehydu Skrobu. @b
smeési byly michany dalSich 5 minut a nasledoyly prelity do pipravenych
pryZzovych forem pro vyrobu kapsli. Formy s kapsléyly suSeny fi 60°C po
dobu 72 hodin. Z kazdé ssi bylo timto zgisobem pipraveno 25 kapsli jejichz
fotografie je uvedena na obrazku 42.

\ 274

Obrazek 42 — Kapsle z keratinového hydrolyzatisslikyou askorbovou

7.2 Rozpousgni kapsli

Kapsle z keratinového hydrolyzatu 8davkem kyseliny askorbové byly
rozpous¢ny za neustaléhordpani v inkubatoru ip teplog 37°C. Kyselina
askorbova byla vybrana jako aktivni latkankeji snadné zpracovatelnosti a
jednoduché metadstanoveni v roztoku.
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Kapsle byly rozpoushy v 50 ml destilované vody,i@dem vyliaté na
pozadovanou teplotu, paizné doby (5, 15, 30, 60 a 90 minut). Po uplynuti
doby rozpou&ni byly zbytky nerozpushé tablety odfiltrovany ies filtrani
papir a ihned bylo titraci stanoveno mnoZstvi udodn kyseliny askorbové
v roztoku. Stanoveni bylo provedeno vzdirat pro kazdyas rozpougni.

Mnozstvi uvolgné kyseliny askorbové bylo stanovovano jodometticko
titraci. Kyselinu askorbovou lze v kyselém ptedi oxidovat j6dem na kyselinu
dehydroaskorbovou,igemz vzdy jedna molekula kyseliny askorbové reaguje
pouze s jednou molekulodiganého jodu.

Na obrazku 43 jsou uvedeny vysledky uwmiani kyseliny askorbové
z kapsli véase. Z vysledk je patrné, Zze dhem prvnich 5 minut rozpoust je
z kapsli uvolgno vice nez 30 % aktivni latkyfiRéto dol& bylo také uvolgno
vice kyseliny askorbové z kapsli se’osiadlem nez z kapsli beziigavku
sitovadla. Toto zji&ni neodpovida {vodnimu pedpokladu a v dalSich
pokusech se jiz nepotvrdilo. S prodluzujici se dpbozpou&tni se mnozstvi
uvolnéné kyseliny askorbové téshlinearre zvysuje az po jeji 100 % rozpest
v roztoku po 90 minutach.rPtéto dok byly také aplé rozpusény kapsle jak
bez sfovadla tak s{fidavkem dialdehydu Skrobu. dasech 15, 30 a 60 minut
|ze také pozorovat, Ze¢tsi mnozZstvi uvoléné aktivni latky je z kapsli bez
sitovadla.

100
90 +
80
70

kys. askorbové (%)

Mnozstvi uvoln éné

5 15 30 60 90

Doba rozpoust éni (min)

‘l Bez sitovadla m Se sitovadlem ‘

Obrazek 43 — Vysledky rozpodrittablet z keratinového hydrolyzatu s aktivni détk
(kyselina askorbova) dase
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7.3 Zhodnoceni

V této kapitole bylo cilem zjistit, zda by bylo mu& vyuZit keratinovy
hydrolyzat pro fipravu kapsli s postupnym uwiolvanim aktivni latky. Bylo
zjisténo, Ze z keratinovych hydrolyZatize gipravit kapsle, z nichz se bude
postupr uvoliovat aktivni latka. Problémem, ktery bude nutné& d&ioumat, je
prodlouzeni doby rozpousti téchto kapsli naip pouzitim jinych siovadel.

77



8. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Diserta&ni prace se zabyvala moznosti zpracovani odpadkghatinového
materialu (o¢i viny) na rozpustny keratinovy hydrolyzat a jehplikacnim
potencialem fedevSim pro technickeé aplikace a zd#hstvi.

V prvni casti prace byl vypracovan a otestovan dvousiup alkalicko-
enzymovy zfjisob hydrolyzy odpadni &V viny, ktery na rozdil od hydrolyz
pouzivanych jinymi autory pracuje s nizkymi koncaoémi chemickych
prostedki a vyuziva také komené dostupnych proteolytickych enzymBylo
prokazano, Ze timto apobem lze rozlozit tééh 75 % mvodniho materialu.
Pomoci statistického vyhodnoceni ziskanych dat nzerhnout nastaveni
parametit hydrolyzy tak aby bylo dosazeno optimalniho vykletbzkladu.

Charakterizace keratinovych hydrolyzaspcaivala ve stanoveni jejich
sloZeni, teplotni odolnosti a distribuci molarnibimotnosti. Pomociéthto
parametii bylo popsano, jak se d&mi sloZzeni a struktura fipravenych
hydrolyzai oproti pivodnimu materialu a také jak tyto vlastnosti souvis
s parametry hydrolyzy. Takto souhrnna charakteezduoydrolyzat neni
v dostupné literatie popsana.

Zawrecnou casti diserténi prace je posouzeni aplitdho potencialu
keratinovych hydrolyzét Prvni testovanou aplikaci je fiprava filmi
s pridanymi aditivy (znékéovadlo, sfovadlo) a posouzeni jejich vlastnosti. Tyto
filmy by mohly najit své uplatmi jako biodegradabilni a rozpustné filmy, folie
a povlaky v zerédélstvi nebo obalovém pmyslu. DalSi testovanou aplikaci je
piiprava kompozitnich s#si keratinovych hydrolyzat se syntetickymi
polymery (PE), kde bylo zji®vano jak pidavek KH ovliviuje mechanické a
tepelné vlastnostifjpravenych kompozit Kompozitni materialy by mohly byt
poté vyuzity pro fipravu cast&€né biodegradabilnich folii. Jako posledni
aplikace byla testovana moznost vyuZiti keratinbviigdrolyzat jako nosta
aktivnich latek. Bylo zjigno, Ze z keratinovych hydrolyZalze @ipravit kapsle
s obsahem aktivni latky, ktera se vilmthu rozpou&ini postups uvoliuje. Tato
aplikace by mohla najit své uplain nag. v zengdélstvi jako nost pro hnojiva,
insekticidy apod.
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ZAV ER

Cilem prace bylo zhodnotit a otestovat nejprve meEn @ipravy
keratinoveho hydrolyzatu z odpadnicoviny. Dale tyto pipravené hydrolyzaty
charakterizovat a zjistit tak jejichtipadné aplikéni vyuziti, jehoz mozné
provedeni bylo testovano v posledasti disertani prace.

Po prvotnich pokusech rozkkadalkalickou hydrolyzou byla vypracovana
dvoustumova alkalicko-enzymova hydrolyza za pouziti nizkykbncentraci
roztoki alkdlii (KOH, K,CO;, Ca(OH)) s pidavkem komemé vyuzivanych
proteolytickych enzyrin (Savinase, Esperase, Everlase). Provedeni hydrolyz
bylo pldnovano a vyhodnocovano ve statistickémvwsnit Statgraphics 6.0 za
pouziti faktorovych pokus 2°. Jednotlivé faktory provedeni hydrolyzy byly
hodnoceny statistickymi metodami a byl posuzovgithevliv na mnozstvi
rozloZzené viny. Bylo zji$ho, Ze i @i pouZziti mirnych podminek hydrolyzy lze
rozlozit téngt 75 % mvodniho materialu. Tohoto vysledku bylo dosazeno u
experimentu C10, kde byla vina hydrolyzovana v prvstupni v roztoku 0,6%
KOH pti 90°C po dobu 48 hodin a naslédre druhém stupni bylofglano 5 %
enzymu Savinase 6.0T a hydrolyza paékraala dalSich 24 hodinrip60°C. Jako
statisticky nejvyznam#)Si faktor ovliviiujici €innost hydrolyzy se ukazala
koncentrace alkélie ze stejného pokusu.

Pred testovanim moznosti vyuziti keratinovych hydzélfy byly pripravené
KH nejprve charakterizovany zj&tim jejich distribuce molarnich hmotnosti,
analytickym sloZenim a pro vybrany hydrolyzat Caké teplotni odolnosti. U
vétSiny keratinovych hydrolyzatbyl elektroforeticky zji&n rozsah molarnich
hmotnosti pohybujici se spiSe v nizSich hodnotd6h5Q kDa, avSak byly
zjisteny také vySemolarni frakce kolem 100 kDa u expenith€€7 a C10. B
analyze slozeni keratinovych hydrolyzabylo zjiS€no, Zze obsah dusiku se
oproti surové via prilis neneni, ale nalistd obsah siry a popelovin. Nespalitelné
anorganické popeloviny byly poté z hydrolyzavdstragny dialyzou pes
celulézovou membranu proti destilované #od@ro nejlepSi experiment C10
byla poté termogravimetricky zji&ta teplotni odolnost do 150°C, kdycaza
vzorek rychle ztracet na hmotnostepre v disledku tani a od teploty 225°C jiz
degraduje.

Na zaklad zjisttnych vysledk Gcinnosti hydrolyzy a slozeni hydrolyZabyl
vybran experiment C10 pro otestovani hydrolyzy Qgidhasobném mnozstvi.
Byla prokazana dobraignositelnost laboratornich experimero podminek
priblizujicich se poloprovoznim zkouSkam; byl zjist pokles mnozstvi
rozlozené viny asi o 7 % oprotiapodnimu vysledku. SlozZeni hydrolyzéatu
piipravené pi téchto podminkach je vSak téimtotozné s fivodnim slozenim
hydrolyzatu pipraveného v malém experimentalnim mnozstvi. Tiepicsobem
bylo poté pipraveno zasobni mnoZstvi hydrolyzatu, které bytmzito pro
testovani aplikénich moznosti keratinovych hydrolyaat
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V posledni ¢asti disertani prace byly nejprve fijpravovany filmy z KH
s pridavkem zmdkéovadla a fiznych sfovadel. U pipravenych filmi byl poté
zjistovan vliv jednotlivych slozek na vlastnosti filinZe zjiSeénych vysledk
30 % znt¢kéovadla, které jiz nejsour&hké a Ize je ohybat a dale s nimi pracovat
bez jejich dalSiho poSkozeni. Jako nejlep&ivadlo byl vybran glutardialdehyd,
ktery zvySil odolnost filM proti rozpou&tni a filmy stimto giovadlem
dosahovaly dobrych vysledkpii méreni TGA a DSC. DalSim testovanym
pouzitim byla piprava kompozitnich materiake dvou druth PE s pidavky 5 a
10 % KH. U &chto kompozii byl poté zji§ovan vliv gidavku hydrolyzatu na
fyzikalné mechanické vlastnosti, které byly porovnavanyisgymi PE. Bylo
zjisteno, ze pidavky KH nijak vyrazg nesnizuji mechanické ani tepelné
vlastnosti kompozit, u vSech testovanych vzdrklesa s gidavkem KH pouze
taznost materialu a krystalinita. Poslednim aplikdtera byla testovana je
pouziti KH jako nosit aktivnich latek. Bylo zji&ho, Ze z keratinovych
hydrolyzafi Ize vyrobit kapsle, ze kterych se postépi rozpous¢ni uvokuje
aktivni latka.

Zawrem lze konstatovat, Ze z odpadnicioviny lIze alkalicko-enzymovou
hydrolyzou gipravit keratinové hydrolyzaty, které maji sloZzepbdobné
puvodnimu materidlu a molarni hmotnostétSinou v rozmezi 15-50 kDa.
Téchto hydrolyzai pak Ize vyuzit proipravu filmi, kompozitnich materidli
kapsli s dobrymi fyzikakrmechanickymi vlastnostmi. DalSi testy rozkiad
charakterizace byly rowd provedeny na odpadnimileeim péi z diibezaren
(viz. Seznam publikaci P7, P8).
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