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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva moznym vyuzitim odpadniho materialu obsahujiciho pro-
tein keratin. Teoreticka ¢ast zahrnuje dosavadni stav poznani o keratinu, ptipravé keratino-
vych hydrolyzatl a jejich néasledné vyuziti v praxi. Rovnéz jsou V praci uvadény mozné
sitovaci ucinky pouzivanych sitovadel spojovanych s timto proteinem. Prakticka ¢ast di-
plomové prace se poté zabyva pripravou keratinovych hydrolyzati z odpadni ov¢i viny
alkalicko-enzymovou hydrolyzou. Déle popisuje pfipravu filmu s piidavky diethylesteru
kyseliny vinné (DET) a glycerolu s naslednym vyhodnocenim jejich vlastnosti na zakladé

provedenych analytickych a instrumentalnich zkousek.

Kli¢ova slova: vlna, keratinovy hydrolyzat, filmy, sitovani, DET

ABSTRACT

This master thesis is focused on the possible use of the waste material containing the pro-
tein keratin. The theoretical part comprises current state of knowlege of keratin, preparation
of keratin hydrolyzate and their following use in practice. This thesis also presents possible
crosslinking effects used crosslinking agents associated with this protein. The practical part
of master thesis is focused on preparation of keratin hydrolyzate from waste sheep wool by
alkali-enzymatic hydrolysis. It also describes the preparation of films with addition of tarta-
ric acid diethyl ester (DET) and glycerol with subsequent evaluation of their properties on

the basis of the analytical and instrumental examinations.

Keywords: wool, keratin hydrolyzate, films, crosslinking, DET
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UvVOD

Ov¢i vlna je unikatnim materidlem vyuzivajici se predevsim v textilnim primyslu.
Nasla své uplatnéni z ditvodu velmi dobrych fyzikalné-mechanickych vlastnosti. Nevyho-
dou této suroviny je vSak znac¢na kazdorocni produkce velkych zemi. Proto je vyuZzivdna
pouze vina o nejvyssi jakosti, pfiCemz znacnéjsi €ast je brana jako odpadovy material. Pti-
kladem tomu mohou byt statistiky, jez poukazuji na vysoké procenta produkce odpadu v

jednotlivych zemich svéta.

Znacna nevyhoda odstraniovani nejen tohoto zivoc¢isného produktu, ale také zrohova-
telych materialti vede ke ztraté zakladni suroviny — keratinu. Proto jednou z moznych vari-
ant je tyto odpady pievést pomoci chemické, popf. enzymatické hydrolyzy na dale vyuzi-
telny produkt — keratinovy hydrolyzat. Tyto hydrolyzaty poté maji pro své ziskané vlastnos-
ti vyuziti v mnoha odvétvich primyslu. Dosavadni pouziti je spatfovano predevsim
V potravinafstvi, zeméd¢lstvi, lékaistvi ¢i kosmetice. Jednou z pfipadnych moznosti

je tvorba keratinovych filmu.

Tvorba téchto filml je prozatim v pocatcich vyzkumu. Nynéjs$i dostupnd literatura
uvadi vhodnou tvorbu filma pomoci sitovadel na bazi aldehydu (glutaraldehyd). Nicméné
vyuziti vytvofenych filml predev§im v medicinském, potravinaiském ¢i kosmetickém

prumyslu neni zcela vhodné pro znamou cytotoxicitu zminovaného sitovadla.

Pro uplatnéni téchto filmd je nutno dalSiho zkoumani. Proto se tato prace zabyva
vhodnou tvorbou keratinového hydrolyzatu pomoci dvoustupniové alkalicko-enzymové
hydrolyzy, tvorbou filmii z tohoto hydrolyzatu a také sitovacimi Uc€inky netoxického sit'o-

vadla (diethylesteru kyseliny vinné).
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. TEORETICKA CAST
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1 VLNA

VIna méa nezastupitelnou roli v nejriznéjsich typech odvétvi. OvSem nejveétsi vyuziti
se poji s textilnim pramyslem. Je to dano predevs§im jejimi charakteristickymi vlastnostmi,
jako je tvarnost, hiejivost a pruznost. Mezi pfednostné vyuzivanou patii ov¢i vina. Typ

a kvalita viny byva zavisla na urcitych aspektech, mezi néz patii:
a) Typ plemene zvitete.
b) Piavod viny (napf. australska, jihoamericka, novozélandska, anglicka).
c) Stafi a pohlavi ovci (jehnéci, beranéi, ovéi).
d) Zpusob ziskani viny (stfihana, kazarenska, jate¢na, mrtva).
e) Jemnost vlasu (kadetavost, délka, jemnost). [1, 2]

VIna ziskavana z ovci byva oznacovana jako rouno. Neni pravdou, Ze v jednotlivych
Castech kiize je vina stejné kvality: nejvétsi jemnost se nachdzi na lopatkach prednich noh,
naopak nejhrubsi je na nohou a ocase. Také lze konstatovat, ze ¢im je vlas delsi, tim byva

zpravidla hrubsi. Prikladem rozdilt ve vlastnostech viny u rtiznych typt ovei mohou byt:

a) Merinova vina — tvofi jemné, husté, mékké a dlouhé vlakna (25 — 100 mm), jemnost
10 - 24 um.

b) Kiizena vlna (z ovci po kiizeni merinové ovce lincolského berana): délka vlakna —

80 — 200 mm, jemnost 25 — 40 um.

c) Hruba vlna — zisk ptedevs§im z vala$skych a karakulskych ovci, délka viny

150 - 500 mm, jemnost 41 — 86 pm.

Po chemické strance je vina bilkovinné vlakno (tvotena z 97 % bilkovin, 2 % pfipada
na lipidy a zbylé 1 % tvoii mineralni soli, nukleové kyseliny a sacharidy), jejiz vyznamnou
casti je protein keratin. Spojenim fetézcl pficnymi vazbami (tj. zesitovani) opatiuje ami-
nokyselina cystin. Lze hovofit o vazbé: -CH,-S-S-CH,-. Zastoupeni cystinu ve viné ¢ini
10 - 20 %. [3]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1.1 Histologické sloZeni viny

Z histologického hlediska lze zivocisné vlakna na bazi keratinu rozd€lovat na tfi

morfologické slozky: kutikula, jadrova ¢ast a dien.

Kutikula (pokozka) je tvofena plochymi zrohovatélymi bunkami Supinového tvaru (veli-
kost 30 um), které svym uloZzenim dokazi uréovat hladkost povrchu, tfeni a plstnitelnost
samotného vlakna. Jednotlivé Supiny se prekryvaji a volné konce Supinek sméiuji ke Spicce
vlasu. Tyto volné okraje maji nepravidelné vInité obrysy. Kutikula obsahuje mimo zkerati-
nizované bunky také tuky a mukopolysacharidy, které zptsobuji jeji vétsSi odolnost proti

uc¢inku alkalii a enzymui. [2]

Jadrova cast (cortex = karova cCast) viny se sklada z podlouhlych bunék polygonalniho
prufezu. Buniky jsou tvofeny z podéIné orientovanych fibril, mikrofibril, amorfni mezifibri-
lové latky a bunikového jadra. Tyto bunky se dokazi udrzet spolu ve vlakné pomoci kerati-
nového tmelu, ktery se rozklada pasobenim danych enzymt a alkalii. Dochazi tak
k odd€lovani bunék od sebe s naslednou izolaci v pomérné nerozruSené formé. Dvojity
kortex je pfitom Sroubovité stoen a pomér mezi parakortexem a orthokortexem urcuje

zkadefeni vinéného vlasu. [2, 4]

Dieri (medula) se muze skladat pouze z jedné, ale i vice fad odumielych bunék, které se-
schly po zrohovaténi. Mezi témito buiitkami se nachazi prostory, jez jsou vyplnény vzdu-
chem. V piipad¢, ze bude dochdzet k zna¢nému zastoupeni diené ve vlakng, pak pruznost
vldkna se bude snizovat (mensi podil siry). Mrtva vlna mize obsahovat az 90% diené. Me-
dula je napadnéji rozvinuta v silngjSich chlupech i u jemnozrnnych zvitat (napf. ovce meri-

no), u n€kterych kozesinovych zvitat mize zcela chybét. [2,4]
Rist zivocisnych vlaken postupuje v jednotlivych etapach. Prvni etapou je tvorba pa-
pily a kotene, dale se pokracuje v etapé keratinizace (ve $kafe) a poslednim kroku vytlaceni

mrtvého keratinového ttvaru z pokozky. [2]
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Pokozka

Obr. 1 Rez a struktura vlasu viny [5]

1.2 Fyzikalné — mechanické vlastnosti viny

Fyzikalni a mechanické vlastnosti vlaken jsou zna¢né vyznamné z hlediska nasledu-
jiciho zpracovani viny a jejich uzitkovych vlastnosti. Mezi hlavni ukazatele téchto vlast-
nosti byva pruznost, pevnost, délka, tloustka, barva, plstivost, hydroskopi¢nost a elektric-

ké, ¢i termické vlastnosti:
Barva vlasu

Vibec nejcennéjsi barva viny pro primyslové odvétvi je bila. Své uplatnéni mohou také
ziskat barvy hnédé ¢i ¢erné. Zabarveni viny je dano pigmentact, ale také tloustkou i morfo-

logickou strukturou chlupu.
Délka viasu

Je ptirozen¢ rozdilna u riznych typa zvirat. Délka vlasu se pohybuje v rozmezi 5 — 100
mm, lze ji urovat dvéma zpisoby a to V piirozené form¢ — kde dochéazi k méfeni vlasu
ve stavu oblouckovitém, nebo skute¢né formé¢ — kdy méfeni probihd za stavu nataZzeného

vlasu.
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PruZnost vlasu

Samotna pruznost vlasu viny je zna¢na (z pfirodnich vlaken nejvyssi). TaktéZ taznost vlasu
je pomérn¢ vysoka. Pti ptisobeni deformacnich sil je dal§im kritériem ovlivnéni teplotou,

vlhkosti, a rychlosti zatiZzeni. Za sucha je taznost 40 %, za mokra je 50 % a vice.
Pevnost vlasu

Jeji imeéra je vztahovana k obsahu disulfidickych vazeb. Pokud dochazi k poklesu cystinu,
pak i pevnost chlupu zna¢né klesa. Dal§im ukazatelem je délka hlavniho polypeptidického
fetézce. Stépenim tohoto fetézce vede opét k poklesu pevnosti vlakna. Suché vlakna maji

VYssi pevnost nez vlakna mokra.
Hydroskopicnost viasu

Vlna je znama také svou vysokou nasakavosti, kdy dokaze pojmout az 40 % vlhkosti. Tato

vlastnost se v§ak miize zménit chemickym opracovanim popft. intenzivnim susenim.
Elektrické a tepelné vlastnosti

Vldkno viny nema dobrou elektrickou vodivost. Neni vSak zcela nulova. Mtze byt odvisla
od riznych chemickych Uprav, ale i na mozné ptitomnosti vlhkosti. AvSak pii béZném ce-
sani vlaken dochdzi ke tfeni a tim vzniku elektrického naboje. Nicméné tento naboj
je $patné odvadén jen malo vodivou srsti. Tim dochazi ke slepovani jednotlivych vlaken
S ulpivanim prachu a jinych necistot. Termické vlastnosti jsou zavislé na skladbé vlakna

a na mnozstvi vzduchu nachazejici se v mikrokapilarnim systému vlakna. [2]

U viny jsou také zajimavé jeji chemické vlastnosti. Odolava organickym rozpousté-
dlim, slabym i silnym kyselinam (kromé kyseliny sirové). Jeji poruSeni vzniké diky silnym

alkaliim. Takeé ji 1ze dobte barvit a bélit v zavislosti na druhu a kvalité viny.

VIna je klasickym materialem pro vyrobu vysoce kvalitnich textilii. Ma dostate¢nou
tvarovatelnost, plny hiejivy omak i nizkou mackavost. Specialni upravou lze zabranit pl-
sténi viny a tim zvysit odolnost proti molim, jez dokdzi diky vysoké koncentraci merkap-
tand rozpoustét dany typ vyrobki. Casto se vlna zpracovava se stiizemi syntetickych vla-

ken.

V kozedélném primyslu se vlna, a z ni vytvofené textilie, vyuzivaji nejhojnéji jako

svrskovy material, potahy, podsivky aj. [1, 4]
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2 KERATIN

Keratin je zakladnim fibrilarnim (vlaknitym) proteinem vyskytujicim se u vétSiny
vysSich obratlovei. Tvoii pfevaznou cast pokozky, z niz vystupuji Gtvary ve formé vlast,
chlupti, pefi, kopyt, nehtli apod. Zrohovatéla tkann ma zvlastni misto v tkanové struktufe
obratlovct, nebot’ pokryva povrch zvifat a tim piedstavuje pfirozené rozhrani mezi orga-
nismem a vnéj$im prostiedim. Keratiny se nachazi pouze v epitelidlnich bunkach. Jsou
charakteristické svou fyzikalné — chemickou a mechanickou stabilitou. Nelze je rozpoustét
ve slabych kyselinach, louzich, vodé a organickych rozpoustédlech. Naopak moznost roz-
pusténi lze spatfovat v roztocich obsahujici denatura¢ni Cinidla (naptf. mocovina). Neroz-
pustnost je dana predevsim disulfidickymi mustky, jez vytvaii silnou a pevnou sit’ ve struk-

tufe proteinu. [6, 7]
Keratiny lze rozdg¢lit:
e o — keratiny — vyskyt u savct,

e [ —Kkeratiny — vyskyt u plazt a ptakda. [7]

2.1 SlozZeni keratinu

Podle dosavadnich poznatkl je zfejmé, ze keratin je tvofen 21 aminokyselinovymi

(AMK) zbytky.

Spoleénym znakem keratinovych bilkovin jsou jejich polypeptidové fetézce, které se
situji cystinem. Maji vysoky obsah thioaminokyselin a pfiblizné stejné mnozstvi histidinu,
lyzinu a argininu v pomé&ru 1 : 4 : 12. Dale obsahuji vyssi procento tyrozinu a do 1 % tryp-
tofanu. Keratiny se vyznacuji také obsahem 10 % AMK se zasaditou skupinou —NH,
a 15 %-nim zastoupenim AMK se skupinou —COOH Vv bo¢nim fetézci. Existuje také rozdil
v AMK slozeni jednotlivych keratinti. Nejvétsi variabilita se vyskytuje v obsahu cystinu
a tyrozinu. VlIna je touto variabilitou typicka. Nachazi se u dvou morfologickych slozek —
kutikuly a jadra, kde se lisi v obsahu cystinu. Kutikula obsahuje 18,1 — 20,3 hm. %, oproti

jadru 10 — 12 hm. % cystinu. Skupinové rozdéleni AMK ve vIné lze vidét v tabulce €. 1.
[2]
Kromé keratinovych bilkovin obsahuje keratinové utvary také doprovodné latky, jako

jsou ov¢i tuk lanolin, nekeratinové bilkoviny a mukopolysacharidy. [2]
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Tab. 1 Skupinové rozlozeni AMK viny [2]

Skupina AMK Aminokyselina Obsah AMK v pmol.g™
Arginin 570
Kationtova Lyzin 228
Histidin 66
Kyselina asparagova
Aniontova 772
Kyselina glutamova
Serin 888
Alkoholovy hydroxyl
Treonin 528
Fenolovy hydroxyl Tyrozin 300
Cystein 24
Cystin 500
Sira

Metionin 29
Kyselina cystein-sulfonova 15

Asparagin
Polarni 822

Glutamin
Alanin 438
Valin 487
Leucin 643
Izoleucin 275

Hydrofobni

Prolin 570
Fenylalanin 239
Tryptofan 32
Glycin 749
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a — keratiny se mohou také tradi¢né rozd¢lit na mékké a tvrdé. Rozd¢€leni je zaloZeno na
rozdilech v chemickych i fyzikdlnich vlastnostech, ale také na mnozstvi AMK cystinu

a tedy i koncentraci pfi¢nych sirnych vazeb, které obsahuji:

a) Mekky typ — je mozno 1épe degradovat. Nachazi se ve spodni vrstvé pokozky a ve

vlasovém jadru.

b) Tvrdy typ keratinu — ma vysoké mnozstvi siry (az 22 %) ¢im dokaze vice tvofit
vazbu -S-S-, odolnost viéi chemickym zménam je znac¢na. Tvofi pfedev§im vlasy,

nehty a rohovinu. [8, 9]

2.2 Struktura keratinu

Kvantitativni zastoupeni jednotlivych AMK s néaslednym potadim ve struktufe pro-
teinu je velmi rozmanité. Tim jsou dany rozlisné makroskopické rozdily ve vlastnostech
jednotlivych proteind, s jejich naslednou biologickou funkci. U keratinu je diferencovano

nékolik moznych typt struktur. [10]

Primarni struktura je charakterizovana polypeptidovym fetézcem, jenz obsahuje vice nez
10> AMK zbytkl. Struktura je udavana pfesnym usporadanim AMK v fetézci makromole-
kuly. AMK jsou mezi sebou propojovany kovalentnimi peptidovymi vazbami (—CO-NH-).
Mimo tento typ vazby vznikaji také dal$i druhy vazeb. Je to dano vzdjemnou reakci mezi
funk¢énimi skupinami bo¢nich fetézci AMK. Mezi tyto vazby patii disulfidova (nachazejici
se mezi dvéma molekulami cysteinu), esterova a amidova vazba. U poslednich dvou vazeb
dochéazi prosttednictvim kyseliny fosforecné ke spojeni molekul napf. serinu, argininu,
lyzinu aj. (viz obrazek ¢. 2). Veskeré vyssi typy struktur vyplyvaji z této primarni struktury
proteinu. Vazby, jez zachovavaji peptidové fetézce, poptipade jejich ¢asti v dané prostoro-
vé orientaci se uplatituji pouze tehdy, pokud umozni priméarni struktura blizky kontakt

atomu, mezi kterymi se tyto vazby realizuji. [11, 12]
V pripad¢ keratinu je pravidelny vyskyt cysteinu. Proto thiolové skupiny, které ptisobi spise
jako oxidacni systém, dokazi vytvaret po oxidaci intramolekularni i mezimolekularni disul-

fidové vazby (-S-S-) ve struktufe proteinu. [13]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Ry H o Ry ’ o R o
Ly } C &H : C H 1
W AN NS - P S
N C ch N cH N ’ cH
H é R H ‘ R H o Re
: o !:\JH
O=P-—OH O=P—OH
: ° 0
H R, 9 R‘ O 5{1
NooE e N & N M
Z \IC/H \?/ \w 4 \(]:Q \.Tl/ \1? \,CH \t[( \1‘ /
Ry H R H 0 Re H

Obr. 2 Pricné vazby mezi retézci polymerii
R, — jednotky cysteinu, R4 — serinu, Rs — lyzinu, Ry 357 — dalsich AMK [11]

Sekundarni struktura se vyznacuje lokalnim sbalenim polypeptidového fetézce v dusled-
ku vzniku vodikovych vazeb mezi imidovymi a karbonylovymi skupinami hlavniho poly-
merniho fetézce. U proteinti se nachazeji dva typy sekundarni struktury: o — helix

a B - skladany list. [14]

Fibrilarni proteiny, u nichZ se vodikové vazby tvoii mezi jednotlivymi peptidovymi fetézci,
mohou mit dvoji moZnou strukturu: antiparalelni (protismérné) a paralelni uspoiadani vo-
dikovych vazeb mezi dvéma peptidovymi fetézci. V piipadé antiparalelniho uspotfadéni
je zna¢néjsi tvorba téchto vazeb. Nasledkem je nerovinna struktura, kde musi byt zachova-
ny thly mezi vazbami na Ca (110°) pfi¢emz také bocni fetézce AMK by se piekryvaly.
Lezi proto ve dvou rovinach s tvarem  — skladaného listu. Pokud je vSak smér paralelni (u
keratinu), dochazi po vytvoteni vodikovych vazeb pomérné k nestabilni struktute. Z tohoto
divodu se energeticky snazi dostat do vyhodné&jsi pozice a to do Sroubovice a — helix. Pro-
storové usporadani zbytkovych bocnich fetézct se opakuje vzdy po 18 AMK (po péti zavi-
tech). Tvorba a — helixu je uskute¢iovana nejriznéjsimi typy AMK. Tato Sroubovice
je chiralni strukturou. Stabilni strukturou proteinu je tedy pravotociva a — Sroubovice. [11,

12]
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a-helix B-list

Obr. 3 Sekunddrni struktura fibrilarnich proteinii [15]

Terciarni struktura vznikd z identifikovatelnych, pravidelné se opakujicich jednotek do-
volenych konformaci polypeptidu [10]. Sroubovice i skladané listy se navzajem spojuji
slabsimi interakcemi, jako jsou — Van der Waalsovy interakce, vodikové mustky, iontové
sily, poptipadé elektrostatické a hydrofobni sily. Terciarni struktura tak udava molekule

definitivni prostorovou formu a udava také jeji biologicky vyznam. [11, 16]
Podle terciarni struktury lze rozliSovat dva typy bilkovin:
e Globularni — napft. serové bilkoviny

e Fibrilarni — napft. keratin, fibroin
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Kvartérni struktura je tvofena identickymi podjednotkami uspotadavajicich se do vyssi-
ho molekularniho celku. Toto spojeni byva umocnéno intermolekuldrnimi nekovalentnimi

vazbami. [14]
o — keratin

Tento typ keratinu ma jako zéklad sekundarni strukturu o — Sroubovice. Tyto pfirozena
vlakna nejsou pouhym svazkem Sroubovic, ale jejich stavba ma podstatné slozitéjsi charak-
ter. U téchto dvou nebo tfi soub&zné tocicich se Sroubovic dochazi ke staceni do levotoci-
vého trojpramenného ,.kabelu® — protofibrila (primér 2 nm). Protofibrily dokazi vytvaret
tzv. mikrofibrily (primér 8 nm). Mikrofibrily se skladaji tedy z protofibril pficemz devét
protofibril je uspofadano po obvodu mikrofibrily a zbylé dvé tvofi jadro. Nesroubovicové
konce v fetézci dokazi spojovat dohromady 10 az 12 mikrofibril do svazku propojovanych
vysokym obsahem siry — makrofibrila. Takto vytvofena struktura je zpeviiovana amidovy-
mi vazbami mezi postrannimi fetézci lysinu a glutamové kyseliny. Jednotlivé spirdlové
a dal$i utvary jsou navziajem propojovany piicnymi vazbami spolu s tmelovou substanci

matrixem.

a — keratiny jsou typické pro vlasy. Pti navlhéeni a zahtati tohoto makroskopického vlakna
dochazi k jeho nataZeni na dvojndsobek piivodni délky. Je to dano uvolnénim vodikovych
mustkl ve struktufe biopolymeru s naslednym ptechodem na 3 — keratinovou strukturu. [7,
12, 17]

B — keratin

Oproti a — keratinu je tento typ bilkoviny tvofen strukturou skladaného listu. Typickym
zastupcem této skupiny je fibroin (z hedvabi). Ma vysoky obsah zbytki aminokyselin —
glycin, alanin, serin; coz umoznuje pravidelné prostorové uspofadani rovinnych tutvart.

Jeho struktura je tedy tvofena antiparalelné (se stfidavym smérem vazeb CO-NH). [12, 17]
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1 - kutikula
A8 2 - para buiika a orto-bunéény sloupec
3 - souhrn bunéénych membran

4 - makrofibrila

5 - matrix

6 - mikrofibrila

7 - protofibrila

8 - alfa superhelix

Obr. 4 Makroskopické slozeni vldkna viny [7,18]
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3 HYDROLYZATY KERATINU

Jak jiz bylo zminéno Vv ptedeslé kapitole, keratiny jsou znamy jako velmi stabilni lat-
ky a to pfedevsim diky zesit'ovani disulfidovymi mistky. K tomu, aby byl ziskan rozpustny
keratin, je nutné vyuzivat pomérné vysoké koncentrace chemikalii s ptidavkem vysokych
teplot, popt. tlaku. Takto zpracovany keratin ma poté znacné snizené mnozstvi nékterych
AMK (napt. lysin, methionin, tryptofan). Mezi nejznaméjsi typy hydrolyz, z nichz je tento
keratinovy hydrolyzat (KH) ziskavan, patii: alkalicka, kyseld hydrolyza, nebo také oxidac-
ni, ¢i redukéni hydrolyza. V dnesni dob¢ je taktéz znacné vyuzivana enzymova, podporo-
vana enzymy vytvafenych bakteriemi popt. houbami. Pro snadngjsi a efektivnéjsi rozklad
je v8ak mozné tyto jednotlivé hydrolyzy kombinovat. Cilem chemické ¢i enzymatické hyd-
rolyzy je rozstépit peptidové fetézce do mensich peptidii o niz§i molekulové hmotnosti.

[19-21]

3.1 Chemicka reakce Kkeratinu

Chemické struktura keratinu umoziuje fadu chemickych reakci. Je to dano vazbami
| postrannimi skupinami AMK zbytki ve struktufe keratinu. Jednou z mozZnosti jsou vazby
(zpravidla solné) se skupinami —NH; a -COOH. Dale Ize hovofit o reakci s —S—S— cystinu,
které umoziiuji Stépeni struktur s nasledkem zmeén chemickych i1 fyzikéalnich vlastnosti.
Reakce s postrannimi skupinami nemivaji obvykle vliv na zakladni stavbu polypeptidovych

fetézcl. Jejich $té€peni mize vzniknout az pii siln€jsim hydrolytickém puisobeni. [22]

3.2 Pisobeni vody a tepla

Jak jiz bylo feceno, keratinova vlakna dokazi botnat. Botnani vznika narusenim elek-
trovalentnich a vodikovych vazeb s naslednym vznikem vody, kterd difunduje do uvolnéné
fibrilarni struktury. Tim dochézi k poklesu koheze fibril. Sorpce vody tedy zavisi na pfi-

tomnosti hydrofilnich skupin (-NH; —COOH, —OH) v keratinu. [23]

Zbotnani keratinu je dulezity predpoklad pro vétSinu reakci, chemikalie dokazi totiz
1épe difundovat do nabotnalého gelu keratinu. Pokud se k tomuto déji pfipocita termické
pusobeni (teplota nad 80 °C) nabyva urc€ité odbourdni, které¢ v pfitomnosti soli kovil Cu,

Cd, Ag, Mn vyvola pokles obsahu siry. Pokud teplota saha k hodnoté 100 °C, nastava $té-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

peni cystinu a ¢aste¢na hydrolyza —NH, skupin s pfechodem a — struktury na konfiguraci .
[22, 23]

3.3 Alkalicka hydrolyza

Je vibec nejstarsim typem z uvedenych hydrolyz. Plisobeni alkalii na keratin je ucin-
néjsi oproti kyselé hydrolyze. AvSak mira této ucinnosti zavisi predevs§im na teploté, pH

I dob¢ puisobeni. Nejvice se vyuzivaji alkalie typu NaOH, KOH, Ca(OH),. [23-25]

Za béznych teplot do pH 10 piisobi alkalie pomérné malo. Avsak pfi zvySovani teplo-
ty dochazi k pomérné znaénému rozkladani viny. V ptipad¢ silnych roztokt alkalii dochazi
k $tépeni polypeptidovych fetézct. Pokud jsou pouzity mirngjsi zasady, pak struktura kera-
tinu je zachovéna. V tomto piipad¢ dochazi k hydrolyze peptidové vazby S naslednym roz-

St€penim —S-S— vazby. [22]

U tohoto typu hydrolyzy je mozné ziskat vysokou vytéznost KH. Pro zisk takto znac-
né vytéznosti KH je vhodné vyuZivat teplot v rozmezi od 60 — 100 °C. Nevyhodou této

metody vSak muze byt zména AMK slozeni proteinu. [26]
Priklad:

Mozny piiklad alkalické hydrolyzy lze uvést podle predlohy autora Coward-Kellyho a kol.,
ktery vyuzival jako vychozi surovinu pefi a kravskou srst. Promyté a vysusené suroviny
byly rozemlety na laboratornim mlynu a nasledné prosety pfes 2 mm sito. Samotné hydro-
lytické puisobeni probihalo v autoklavu pii teplotach 50 — 150 °C po dobu 300 minut
s rychlosti ota¢ek 1000 ot./min. Jako alkalie bylo pouzito Ca(OH), v pfidavku 0,4 g/1 g
suroviny. Poté pii zvolené teploté 105 °C bylo po dobé 25 minut rozpusténo 80 % pefi.
Po zvolené 3 hod. dobé¢ doslo az k 95%-mu rozkladu za vzniku KH. [27]

3.4 Kysela hydrolyza

Keratin je proti ptisobeni kyselin zna¢né€ odolnéjsi ve srovnani se zasadami. Je to da-
pomoci mineralnich kyselin (H,SO4, HCI) u nichZ se vyZaduje vyssi koncentrace S delSim
termickym plsobenim. U této hydrolyzy dochazi k reakci keratinovych fetézct se silnou

kyselinou. Poté nastavé §tépeni peptidové vazby za vzniku —COO™ a —NH," iontli. Béhem
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této hydrolyzy dochazi k Casteéné oxidaci cysteinu (na kyselinu cysteinovou) i cystinu

za neuplného rozstépeni mastkd —S—-S—. [20, 22]

Tuto rozkladnou reakci je mozné podnitit 5 — 6 M HCI, popi. 3 M H,SQO4 pii teploté

110 °C po dobu 24 hodin. Dalsi moznosti je také pouziti kyseliny octové ¢i peroxooctoveé.

[23, 24]
Piiklad:

Jako priiklad kyselé hydrolyzy uvedl Kurbanoglu a kol., kde vstupni keratinova surovina
(berani rohy) byla pietransformovana na KH. K tomuto d&ji se vyuzila rohovina z jatek,
Ktera prosla procesem promyvani, suseni a mleti (5 mm sito). 50 g tohoto rohového prasku
bylo odebrano a smichano s 3 M H,SO,4 Tato smés byla inkubovana po dobu 24 hodin pfi
teploté 70 °C. Na konci této doby doslo ke smiseni roztoku se 100 ml demineralizované
vody s naslednym vyhiatim na dalSich 130 °C po dobu 4 hodin. Nasledn¢ byl tento roztok
ochlazen s pfidanim 2,5 M Mg(OH), pro tpravu pH na 7. Na konci tohoto déje doslo
k filtraci, jejimz vysledkem se stal Ciry filtrat. [28]

3.5 Oxidacni a redukéni hydrolyza

Hydrolyza keratinu miize byt doprovazena také oxida¢nim ¢i redukénim zplsobem.
Prosttedky, jez se vyuzivaji na tento typ hydrolyzy, jsou napt. 2-merkaptoethanol, mocovi-

na, kyselina thioglykolova, peroxid vodiku, aj. [24]

Tyto typy hydrolyz probihaji pomérné stejné s tim rozdilem, Ze u oxida¢niho zpiso-
bu je vyuzivano oxidaéniho c¢inidla — pf. sifi¢itan sodny, u néjz dochazi k oxidaci ketatinu
ze vzniku cysteinu (RSH) a cysteinu-sulfonatu (RSSO3H). Tento d&j pak nese oznaceni
sulfitolyza. [29]

Priklad:

Piipravou KH se zabyva taktéz Kakkar a kol., ktery poukazuje na moznost vyuziti potenci-
alniho materialu ziskaného z kopyt hovéziho dobytka pro biomedicinské aplikace. Tato
metodika ziskani keratinu v redukované podobé byla ¢astecné piejata z jiz dobte zavede-
ného zpusobu vytvoreného Yamauchi a kol. Keratin byl ziskdn ve formé vodného roztoku,
kde byla wvyuzita odtuénénd vstupni surovina spifidavky 7 M mocoviny,
2-merkaptoethanolu a SDS pfi 60 °C. Proces nasledoval extrakci pti hodnotach pH 6 — 8.
Trvanlivost tohoto redukovaného keratinu je az 1 rok (teplota 20 — 24 °C). [30]
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3.6 Enzymova hydrolyza

V soucasnosti doslo pomérné¢ k znaénému rozmachu vyuzivani enzymui produkova-
nych bakteriemi i houbami. Vyhodou této metody jsou obzvlasté nizké reakéni podminky
ve srovndni s chemickym zptisobem hydrolyzy. Také zde dochazi k niz§imu vyuziti prote-
az. Cely d¢&j probiha navic za atmosférického tlaku a niz8ich teplot. Pfidavkem toho je ce-
nova dostupnost enzymil na takové tirovni, ze cely d¢j mtize byt levnéjsi nez u chemickych
hydrolyz. Naopak za nevyhodu této metody se vSak povazuje obtiznd manipulace
s bakteriemi audrzeni vhodnych podminek pro tento d€j. Také Cas samotné hydrolyzy
je pomérné zdlouhavy ve srovnani s chemickymi typy hydrolyz. U enzymu probiha reakce
po dobu n¢kolika dnti (3 — 7 dntt) zatimco kyselé ¢i alkalické hydrolyzy probihaji v fadech
hodin. [20]

V soucasné dobé se vyskytuje znaéné mnozstvi bakterii produkujici enzymy vyuzi-
telné pro tento typ hydrolyzy. Jednim z moznych typt je rod Bacillus. Ptikladem tomu m-
ze byt Bacillus subtilis tvotici enzym Neutrazu, Bacillus licheniformis tvofici Alkalazu,
nebo Bacillus lentus a z ngj tézici proteazu Esperazu, ktera je vyuzita v praktické ¢asti di-

plomové prace. [31, 32]
Priklad

Dostupné zdroje soucasné odborné literatury uvadéji priklady enzymoveé hydrolyzy, pti niz
v zédsad¢ dochazi k obdobnym zplsobiim provadéni s odliSnosti vyuzZitych enzymi
v kombinaci s ptidavnymi slozkami (reaktanty). AvSak model této hydrolyzy popisuje
I Grazziotin a kol., u n&jz dochazi k rozkladu kufeciho pefi pravé touto metodou. V tomto
ptipad¢€ vyuzita vstupni surovina zprvu podléhala odtucnéni s naslednym susenim. Keratin
byl nasledné podroben rozkladu keratinolytické bakterie Vibrio pfi teplotach 30 °C. [20,
33]

V ptipad¢ zminovanych hub lze uvést opét modely rozkladu keratinového materialu. Touto
problematikou se zabyval také Mussallam a kol., z Kuvajtské univerzity. Zde bylo vyuZzito
termofilniho kmene Coprinopsis sp., jez rozkladal opét upravené kufeci peti pomoci prote-
az pti zvolené inkubacéni dob¢ 14, 21, 28 a 35 dntli. Vysledkem bylo efektivni postupné
uvoliovani rozpustnych AMK do média, coZ mélo za nésledek snizeni hmotnosti suSiny

substratu. Zvolena teplota inkubace ¢inila 20,4 °C a pH 9. [34]
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4 VYUZITIi KERATINOVYCH HYDROLYZATU V PRAXI

Je ziejmé, Zze v souCasnosti vznikd zna¢né mnozstvi odpadu z primyslu. Piikladem
tomu miize byt odpad ve form¢ viny z textilniho primyslu, rohy a kopyta z jatek, zviteci
chlupy z kozeluzen apod. Jelikoz je problematické likvidovat keratinovy odpad skladkova-
nim ¢i spalovanim (z divodu energetické naro¢nosti a CO,), jednou z moznych variant
je tyto odpady prevést na uz zminovany dale vyuzitelny produkt — keratinovy hydrolyzat.
Tyto hydrolyzaty poté maji pro své ziskané vlastnosti vyuziti v mnoha odvétvich pramyslu.
Dosavadni vyuziti je spatfovano piedevsim v potravinafstvi, zemédélstvi, 1ékarstvi ¢i kos-
metice. Avsak zna¢ného rozmachu v oblasti vyuziti téchto hydrolyzati spatiuje i obalovy

primysl ve formé jedlych filmu. [35]

4.1 VyuZiti keratinovych hydrolyzati v kosmetice

Obecné bilkovinné hydrolyzaty jsou vyuzivanym efektivnim regulatorem v procesech

Vv péci o vlasy i plet. [21, 36]

KH jsou v dnes$ni dobé vyuzivany v kosmetickém pramyslu jako ptidavné slozky ta-
senek, Sampont, kondicionért, odlakovact aj. Svou nizkou molekulovou hmotnosti (mensi

nez 500 Da) vytvaii idealni formu pro kosmetické pouziti. [36]
Vlasova péce

V ptipadé vlasti se KH dokaZe vazat na strukturu vldkna a vyhlazuje jeho povrch s docas-
nym efektem zpevnéni. Je to ddno moZnym rozpusténim v alifatickych alkoholech
S naslednym vytvofenim filmu nebo natéru na vlas. Z tohoto diivodu je cilenou slozkou
Vv regeneracnich maskach, lacich, ale i gelech pro zpevnéni ucesu. Pouzivané mnoZstvi
Vv téchto preparatech je avSak 0,2 — 2 %. [36,37]

Dermalni péce

U podpory pokoZzky z pohledu hydrolyzath je prioritn€ upfednostiiovana kozni hydratace
s dostatecnou elasticitou. Nedavné studie poukazuji na mozné doplnéni hydrolyzatu mezi
lipoidni latky pokozky, které jsou podstatné pravé v piirozené hydrataci. VSe ale zavisi
pfirozené¢ na molekulové hmotnosti, chemickém sloZeni a schopnosti slozek zacleniovat se

do pokozky s dostate¢nou poskytujici vyzivou. [38]
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4.2 Vyuziti keratinovych hydrolyzati v potravinarstvi

Keratin Ize vyuzivat i v potravinaiském primyslu ve formé ochrannych folii na po-
traviny ¢i jedlych povlakd. I piesto, Ze z vyuzivanych proteint v potravinarstvi je keratin
znacn¢ nizs§i mechanické vlastnosti. Naopak vyhodou povlakii z n€j vytvorenych je vysoka
odolnost proti relativni vlhkosti, proto se také daji vyuzit jako ochranné obaly pro uchovani

svézesti potravin. [6]

KH se také uplatiuji v tzv. enkapsulaci, kde tvofi opét svrchni vrstvu mikrokapsule.
V této Castici se nachdzi aktivni latky ve formé& ochucovadel, oleja, tukd, ale také vini, ¢i
léciv. Diky tomuto povlaku pak Ize fidit uvolnovani aktivni slozky do cileného mista

v ¢asovém rozmezi od nékolika minut az do fadu nékolika mésicu. [3]

4.3 Vyuziti keratinovych hydrolyzati v zemédélstvi

KH se pouzivaji v zem&d¢€lstvi jako pfidatna komponenta dusikatych hnojiv, rusto-
vych stimulatort, chelatac¢nich ¢inidel potiebnych K odstranéni kovi z pudy i krmnych
smési pro zvifata. [20]

Potencial KH v oblasti organickych hnojiv vede k dosavadnim intenzivnim studiim
(vztaZzeno na metabolismus rostlin). Jelikoz odpadni produkty obsahuji 75 — 80 % ve vodé
rozpustnych latek: peptidy, AMK, soli, barviva, lipidy a draselné ionty, zda se pravdépo-
dobné, ze KH by mohl ptisobit jako neskodné a hodnotné hnojivo v zemedélstvi. Avsak
V soucasnosti pramysl vytvaii organicka hnojiva obsahujici zna¢né mnozstvi dusiku (odpa-
dy — 15 % N), které ma dvoji ucel a to zlepSeni rustu se zintenzivnénim mikrobialni aktivi-
ty pudy. Kvalita ristu je také dana moznym pozvolnym uvoliiovanim dusiku do pudy. [40-
42]

V minulych letech byl keratin v podobé druhotnych surovin primyslu vyuzivan jako
krmna moucka pro zvifata. Dochézelo zde ke strukturdlnim tpravam, jez jsou provedeny
Vv polypeptidovych a disulfidickych vazbach ke zvyseni stravitelnosti. Tato moucka ziskana
z rozemletych Zivoc¢isnych odpadi (za vysokych teplot) slouZila jako zdroj proteint
Vv dopliiku krmné smési. Nyni je v zemich EU zakazana z divodu nékterych chorob souvi-

sejicich s priony (BSE, Creutzfeldt - Jakobova choroba, aj.). [25, 42]
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4.4 Vyuziti keratinovych hydrolyzati v mediciné

V soucasnosti se stale vice zkoumaji vlastnosti KH pro nésledné uplatnéni v 1¢ékaftstvi
¢i farmacii. Nejvétsi rozmach se vsak spatfuje v tkanovém inzenyrstvi v podobé buné¢ného

leSeni a filmu. Uplatiuje se také jako nosi¢ 1é¢ebnych latek. [43]

Mezi proteiny, které jsou zkoumany jako vhodné biomaterialy (kolagen, albumin, fibroin),
patii i keratin. Z dosavadnich vysledkt je patrnd vhodnost tohoto proteinu diky biologické
kompatibilité, biologické rozlozitelnosti, mechanické odolnosti a =zisku suroviny

z nevyuzitych zdroja. [44]

Jak bylo dfive zminéno, keratiny jsou hlavnim strukturdlnim proteinem vSech typl
epitelialnich bunek. Proto je vyzkum soustfedén na moznou inovaci v problematice hojeni
ran. Zadoucim ukazatelem pro hojeni mokvajicich & nehojicich se ran je moznost vytvofit
obvaz, jez chrani poskozené tkané, udrzuje vhodné prostiedi, je propustny pro vodu, snad-
né pouzitelny, netoxicky a poskytuje ucinné lécebné latky do rany. Tyto vlastnosti spatiuje
Blanchard a kol., ktery vytvoril hydrogel ziskané¢ho oxidaci z lidskych vlast a zvifeci srsti.
Hydrogel ma skupiny sulfonové kyseliny, které jsou hydrofilni a tim dokdzi vazat vodu do
struktury. Pocet skupin sulfonové kyseliny odpovida stupni oxidace keratinu. Nasledné
muze byt vyuZit jako prvni faze pii 1é€b€ popélenin. Uplatnéni také smetuje k 16¢bé Spatné
se hojicich bércovych viedi u diabetickych pacienti v podobé aplikace keratinového hyd-
rogelu, popf. filmu z néj vytvofeného. Dlivod této slibné aplikace je schopnost vytvoifeného
filmu se navazat na postizenou tkan a vytvorit tak matrici pro nasledny rist bunék (bunééné
leseni). AvsSak do struktury hydrogelu lze aplikovat i antibakterialni pfisady nebo ristové
faktory ovliviujici naslednou lé€bu postizené tkan€. Zminéné filmy lze také vyuZivat jako

difuzni membrany, implantabilni povlaky zatizeni i bunééné zapouzdrovaci latky. [45, 46]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

5 CHARAKTERIZACE KERATINOVYCH FILMU

V dnesni dob¢ dochazi k znaénému vyvoji biologickych filmu z proteind, jez jsou da-
le vyuzivany jako obalovy material ¢i komopozit. Tyto keratinové filmy ziskaly popularitu
diky snadné dostupnosti suroviny, obnovitelnych zdroja ptirody a biologické rozlozitelnos-
ti proteind. Zhotovovani téchto filmu byva uskuteciovano nejéastéji fyzikalnim (tepelnym
pusobenim a ozafovanim) nebo chemickym sitovanim. Vzhledem k tomu, Ze se zabyvam
Vv praktické ¢asti diplomové prace vyhradné problematikou tvorby keratinovych filmii che-

mickym sitovanim, teoreticka ¢ast popisuje pouze tento zpusob piipravy. [47]

Piirodni filmy byvaji pfevazné tvoteny ze tfech zakladnich ¢asti — proteinu, polysa-
charidu a lipidu. K tomuto slozeni byvaji také ptidavany dal§i komponenty jako zmé&kco-
vadla, jeZ napomahaji zvySovani houZevnatosti filmu, nebo také antioxidanty ¢i povrchové

aktivni latky. [3, 48]

Samotna ptiprava keratinovych filmi byva mnohdy podrobena metodou odlévani
vodnych roztokl do pripravené dutiny formy. Vodné roztoky obsahuji keratinové hydroly-
zaty spolu s vysSimi alkoholy (sorbitol, glycerol) a vodou. VysuSeny povlak lze poté se-
jmout jako kontinudlni film. AvSak pro lepsi mechanické a fyzikalni vlastnosti je vyuziva-
na metoda sitovani, pfi niz se uplatiiuji sitovaci ¢inidla jako napf. glutaraldehyd, formal-
dehyd, nebo glyoxal. Vysledné funk¢ni vlastnosti keratinovych filmi pak zavisi nejen na

ptidavku zmekcovadla, ale také na teploté vytvrzovani a asu trvani tohoto procesu. [49]

5.1 Plastifikatory

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu této kapitoly, proteinové vrstvy a také povlaky musi
mit dostate¢nou pozadovanou pevnost a pruznost, aby se zabranilo jejich popraskani pii
manipulaci a skladovani. Z tohoto uvedeného diivodu je nutné dodavat plastifikatory
(0 relativné nizké molekulové hmotnosti) do filmotvorného produktu pro zvySeni pruznosti
a zjemnéni struktury vytvofeného filmu. Obecnou vlastnosti téchto zmékcovadel je jejich
proniknuti do struktury polymerniho fetézce, pficemz fyzikalné-chemicky se sdruzuji
né vlastnosti maji zmékcovadla také negativni dopad na filmy a to pfedevSim snizovani
bariérovych vlastnosti pro plyny a vlhkost. Nejcastéji dodavané zmé&kcovadla jsou sorbitol

a glycerol. Mezi hydrofilni molekuly, jez jsou vyzkouSeny pro mékcici ucinek je triethy-
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lenglykol, polyethylenglykol a propylenglykol. Pfiddvané mnozstvi plastifikatorti do filmo-
tvornych produktt ¢ini 10 — 60 hm. %. [50]

5.2 Sitovadla

Metody chemického sitovani vyuzivaji zna¢né rozmanitosti dostupnych sitovacich
¢inidel, které se 1i8i v chemické funkcnosti, reaktivité a velikosti. Obecné, aby doslo k zesi-
tovani proteinovych filmi s naslednou tvorbou sité, musi reaktant (sitovadlo) obsahovat
alespon jednu reaktivni skupinu. Vyhodou jsou vSak bifunkéni sitovaci ¢inidla, které doka-
Zi nést dvé reaktivni skupiny na cilové proteiny a to ve stejném nebo rizném funkcénim
sloZeni. Mezi tyto sitovadla patii nejpravdépodobnéji glutaraldehyd. Kromé toho existuji
také multifunkéni sitovaci Cinidla, kterda mohou byt vyuzity pro spojeni vice nez dvou
funkénich skupin soucasné. Proteinové zesiténi bi- a multifunkénimi sitovadly vede
k za¢lenéni molekularnich distan¢nich skupin o definované délce a sloZzeni mezi reak¢nimi
partnery. Naopak monofunkéni sitovaci €inidla (napi. formaldehyd) reaguji také s reaktivni

Casti proteinu s vyjimkou nefunkénosti dalsich ¢asti. [51, 52]

Vyhodnymi reaktivnimi skupinami jsou vybrany skupiny ze sestavaji-
cich epoxidovych, izokyanatovych a karboxylovych skupin. VSak mezi nejvhodnéjsi typy
sitovacich €inidel patfi diepoxidy, diisokyanaty a dikarboxylaty vcetn¢ anhydrida a jejich
hydrolyzovanych dikyselin. [52]

v

Jak jiZ bylo zminéno, nejhojnéj$i AMK v lidskych vlasech i zvifeci srsti je cystein,
ktery se nachazi ve formé cystinovych skupin spojovanych disulfidickymi mustky. Tato
skupina muze byt pfevedena na siru obsahujici zbytky, zejména pak na thiol. Tyto thioly
mohou poté teoreticky interagovat s reaktivnimi konci sitovadla pomoci urcenych chemic-
kych technik. Kromé cysteinu se zde nachazi i dalsi AMK obsahujici dusik nebo kyslik,
které mohou byt také uzitecné v sitovacim procesu jako bo¢ni skupiny. Jedna se tak o Arg,

Ser, Thr, Lys, Asp, Glu, Tyr, Trp a His. [52]

5.2.1 Aldehydy
Z dosud uvedené odborné literatury zabyvajici se sitovacim procesem keratinovych
film1, je patrné, Ze prozatim dochazi k slibnému sitovani prevazné aldehydy. A to prede-

v§im formaldehydem a glutaraldehydem.
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Formaldehyd

Reakce formaldehydu s ov¢i vinou byla predmétem nékolika studii z divodu schopnosti
dobrého zavedeni molekuly tohoto aldehydu do struktury viny, jeho snadnému Sifeni a in-
terakei s patfiénymi funkénimi skupinami viny. Mimo jiné zde hral vyznam i cenové do-
stupnosti této suroviny. V uvedenych studiich byla uvedena pomérné dobra interakce for-
maldehydu s postrannimi fetézci keratinu — Arg, Lys, Tyr, Trp, His a Cys. Krom¢ toho, ze
formaldehyd dokaze tvofit methylenové sité, také ma sklon ke kondenzaci. Proto miize

tvorit také oxomethylenové zesiténi. [53]
Glutaraldehyd

Nejvétsi potencial sitovacich ucinkt z dosud studovanych aldehydid ma glutaraldehyd.
Mimo jiné nasel také uplatnéni diky dobré obchodni dostupnosti a nizsi cenové relaci. Pro-
to se v soucasnosti nejvice uplatiiuje v primyslu. Nejvice pak v textilnim, kosmetickém
prumyslu ale i v odvétvi zdravotnictvi. Tato latka vyrabéna jako kapalina je dobie rozpust-
na ve vod¢, alkoholu i1 organickych rozpoustédlech. Dokdze dobie interagovat
s aminokyselinami v okoli neutralniho prostedi, pficemz je ¢inné&jsi nez jiné aldehydy pti
tepeln¢ a chemicky stabilnich mustkut. V pfipadé¢ keratinu dokaze glutaraldehyd interagovat
s Lys za u¢inkem tvorby pevné trojrozmérné sité. Nevyhodou tohoto aldehydu je jeho po-
tencialni toxicita, jez odrazuje od dalSiho zkoumani sitovani proteinovych filmt vyuzitych
pro kosmeticky, potravinaisky a zdravotnicky priimysl. Proto dochéazi ke zkoumani dalSich
sitovadel, 1 kdyz sitovani nedosahuje takovych vysledkl jako v ptipad¢ glutaraldehydu.
[53, 54]

Dialdehyd $krobu (DAS)

Také dialdehyd skrobu byl posuzovan jako mozné sitovaci ¢inidlo keratinovych filma vyu-
zivanych v biomediciné. Podle studie Dou,Y. a kol., zabyvajici se vytvofenim a charakteri-
zaci keratinovych filma zalozenych na KH (z peti), DAS a glycerolu, byl ucinek sitovadla
slibnou alternativou glutaraldehydu. Testovani vytvoienych filmd bylo rozmanité. Zjist'o-
vanymi parametry byla mikrostruktura, krystalizace chovani, propustnost svétla a vlhkosti,
rozpustnost, mechanické vlastnosti, ale také bariérové vlastnosti pro vodni paru a cytotoxi-
cita filmi. Ze zjisténych dat byla patrnd kompaktni mikrostruktura filml, vysoké trans-
parentnost (prithlednost < 2) pticemz filmy byly zcela amorfni. Kone¢né vysledky pouka-

zovaly, ze zvySeny ptidavek DAS zvySuje hodnotu transparentnosti a soucasné snizuje roz-
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pustnost. Diky t€émto vlastnostem a predevsim odolnosti filmi KF proti vod¢ rozsituje dale

upatnéni nejen v biomedicing, ale také v baleni potravin. [55]

5.2.2 Enzymy
Transglutaminaza

Jeden z enzymu odizolovany z bakterii (rod. Streptoverticillium mobaraense), jez je zkou-
man pro sitovaci u¢inky filmt a gelil vytvotenych z keratinovych hydrolyzatl, se nazyva
transglutamindza. Tento enzym nachdazejici se ve vétSing tkani a télnich tekutinach se podi-
leji na fadé biologickych procest, v¢etné hojeni ran, srazlivosti krve, epidermalni keratini-
zace apod. Primyslové se pouziva predevsim ke zlepSeni textury a stabilité¢ potravinai-
skych vyrobkt, avSak uplatnéni je spatfovano také ve farmacii a vyrobcich pro péci o spo-

trebitele. [56]

Sitovacim principem tohoto enzymu je transamidacni reakce vyvolana transglutaminazou.
Enzym napomaha interakci aminokyselin Glutaminu s Lysinem za tvorby pevnych isopep-
tidovych vazeb. Aktivita tohoto enzymu je dana fadou faktort, véetné pH a teploty. Proto
enzymova stabilizace je jednim z hlavnich problému v optimalizaci biokatalytickych pro-
cest tohoto enzymu. Vytvorené keratinové filmy lze pfirozené vyuzit jako soucast komer¢-
nich pfipravku, ale také mohou poskytnout platformu pro aktivni latky, které dodavaji ak-

tualni oSetfeni na tkané i netkané vinéné tkaniny. [56, 57]

5.2.3 Cinidla odvozens od organickych kyselin
Diethylester kyseliny vinné (DET)

Sitovaci Uc¢inky v ptipadé esterii odvozenych od organickych kyselin nejsou dosud piilis
znamy. Nicméné jsou také zkoumdny v sitovacich procesech, predev§im pro jejich neto-
xické chovani a tim vhodné vyuziti v primyslu tvofici produkty pro bézné uzivani konzu-

menta (potraviny, kosmetika, 1é¢iva).

Tento diethylester byl také zkoumdn jako moZny potencidlni plastifikator pro keratinovy
material. Studie probihala v kanadské univerzité pod vedenim Ullaha, A.. Ze zjisténych dat
bylo rozpoznano, ze DET plisobil vzhledem ke své velikosti relativné hiife nez jiné typy

zmékcovadel. Naopak mél vliv na mechanické vlastnosti a pevnost danych keratinovych
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vzorkl. Z téchto poznatkil 1ze fici, ze DET ma v tomto ptipad¢ stabilizac¢ni, ¢i piimo sit'0-

vaci uc¢inky. [58]

V posledni dobé byly vyvinuty také ¢inidla odvozena od organickych kyselin — vinné,
jable¢né a citronové. Tyto sitovadla obsahuji substituované karboxylové skupiny organické
kyseliny s aktivnimi estery, jeZz interaguji s biopolymerem. Tyto Cinidla byla prozatim tes-
tovana v kombinaci s zelatinou, jez by mohla byt v budoucnu vyuzita v klinické pra-
Xi. Nyni Zelatina pro klinickou aplikaci neni zcela pouzitelna, z divodu Zelatinovych roz-
tokt, jez maji sol-gel ptechodovy bod okolo lidské télesné teploty. Rtizné chemické sit'o-
vadla jako je glutaraldehyd, epoxy slouceniny ani karbodiimid, které byly pouzity
k piekonani tohoto problému, nejsou zcela vhodné kvili jejich cytotoxicité a moznym
chronickym zanétim v téle. Proto jako mozna alternativa jsou urcena ¢inidla odvozena

od organickych kyselin, které podle dosavadniho testovani vykazuji vhodné vlastnosti. [59]
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II. PRAKTICKA CAST
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STANOVENI CILU PRACE

Hlavni myslenkou vyzkumného problému bylo vytvoteni filmu se zvolenym ptidav-
kem sitovadla diethylesteru kyseliny vinné a zmékcovadla. Nasledné se u vytvorenych fil-
mi zjistovali jejich uzitné vlastnosti s ptipadnym vyuzitim v praxi.

Na zaklad¢ tohoto namétu byly v praktické casti diplomové prace vytyGeny Ctyfi

hlavni cile:

Prvni cil — pfiprava keratinového hydrolyzatu metodou dvoustupnové alkalicko-
enzymové hydrolyzy ze ziskané vstupni suroviny — odpadni ovéi vina typu Merino, pfi-
¢emz tento ziskany hydrolyzat byl nasledné podroben dialyza¢nimu procesu napomahaji-

cimu k dostate¢né minimalizaci zbylych anorganickych podili v ziskaném hydrolyzatu.

Druhy cil — vymezeni tvorby keratinovych filmii ze ziskaného keratinového hydroly-
zatu spolu s riznym procentualnim piidavkem sitovadla (diethylester kyseliny vinné) a

také plastifikatoru (glycerolu).

Tteti cil — vytvofeni filmu, vstupni suroviny a také samotného keratinového hydroly-

zatu. Pro toto testovani byly zvoleny jak analytické, tak instrumentalni metody.

Zavéreénym cilem praktické ¢asti bylo shrnuti a zhodnoceni vlivu zvoleného sitovadla

a plastifikatoru na vysledné vlastnosti keratinovych filmda.
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6 POUZITE MATERIALY A METODY STANOVENI

V této kapitole jsou popsany materialy, jez byly pouzity pfi rozkladnych reakcich vl-
ny, K tvorbé keratinovych filmi a také chemikalie vyuzité pro analytické hodnoceni danych
surovin. Pro vyhodnocovani vlastnosti surové viny, jejiho nerozlozené¢ho podilu po roz-
kladné reakci, keratinovych hydrolyzati a filma z nich vytvofenych byly vyuzity dvé oblas-
ti stanoveni. Prvni z nich je analytické stanoveni, jez napomaha diagnostikovat pfitomnost
anorganickych podilii ve vzorcich, tuk a také rozpustnost vytvorenych filmii. Druhou oblas-
ti jsou pak pristrojové metody, u nichz byly vybrany — diferencialni skenovaci kalorimetrie,

termogravimetricka analyza a také infraervena spektroskopie s Fourierovou transformaci.

6.1 Pouzité materialy

6.1.1 Vstupni surovina - vina

Jako vstupni surovina byla pouzita surova vina typu Merino od soukromého chovate-
le z Obce Nevsova. Tento material prosel znaénym mnozstvim tprav, o nichz je zminéno
Vv nasledujicich ¢astech této diplomové prace. Mechanicky ocisténa surova vlna, ktera
se dale vyuzivala pro tvorbu keratinovych hydrolyzatt, byla podrobena analytickému i in-
strumentalnimu testovani. Postupy analytickych zkouSek jsou uvedeny v nize popsané ka-

pitole. Stanovené analytické hodnoty pro vstupni surovinu lze spatfit v tabulce ¢. 2.

Tab. 2 Zanalyzované hodnoty zjistovanych elementii U vstupniho materidalu

Stgnovovana Dusik Sira Popelovina Tuk
jednotka
Obsah [%0] 14,32 0,16 0,77 7,97
Smérodatna
odchylka [%] 0,23 ] 012 -
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6.1.2 Pouzité enzymy

Nize zminéné enzymy vyuzité pro rozkladnou reakci viny a také odtuc¢néni byly zis-

kany od firmy Novozymes sidlici v Dansku.

Lipex 100T

Oznaceni Lipex 100T ziskal hydrolyticky enzym lipaza, ktery je odizolovan z bakterii
kmene Aspergillus. Tento enzym lze tedy vyzit jako biokatalyzator pro hydrolyzu oleji

za vzniku mastnych kyselin a glycerolu, kter¢ 1ze nasledné zcela rozpustit.
Savinase 6.0T

Savinaza je zastupcem skupiny subtilisinu (serinové proteazy), jezZ byva vylucovana alkalo-
filni bakteriii Bacillus lentus. Vymezuje se vysokou stabilitou v rozmezi pH 7-12. Savinaza
patii mezi typické endo-proteazy, jez dokazi $tépit uréitou aminokyselinu (v tomto piipadé
serin) pfimo uvnitt bilkovinného fetézce. Vyuziti ma proto jak v potravinaiskych, tak i v

primyslovych odvétvich.

Esperase 6.0T

Tak jako v pfipad¢ Savinazy i tento enzym je tvorfen alkalofilni bakteriii Bacillus lentus.
Proto mé velmi podobné vlastnosti jako v pfedeslém piipad€. Vyznacuje se opét vysokou
stabilitou pfi znacnych teplotach 1 hodnotach pH. Z tohoto diivodu ho Ize v praxi vyuZit na

robustni ¢isténi pii vysokych teplotach a znacné zasaditosti.

6.1.3 Pouzité sitovadlo

Zvolena latka pouzita pro sitovaci proces keratinového filmu byl diethylester kyseli-
ny vinné (DET; Sigma-Aldrich, Francie). V nasledujici tabulce ¢. 3 lze shlédnout jeji za-

kladni charakteristiku.
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Tab. 3 Uvedené charakteristiky DET dle vyrobce

Diethylester kyseliny vinné

Sumarni vzorec CgH14056
QH O
Strukturni vzorec HsC. O . O/\CH 3
O OH
Molekulova hmotnost 206,19 g/mol
Bod varu 280 °C
Bod vzplanuti 93 °C

(+)-Diethyl L-tartrate,
Synonymum
L-(+)-Tartaric acid diethyl ester

6.2 Analytické hodnoceni

6.2.1 Mikrochemické stanoveni dusiku — Micro-Kjeldahova metoda AOAC 960.52

Vstupni material o hmotnosti 0,2 g byl navazen pomoci analytickych vah KERN 770
(Némecko) s ptesnosti méteni 0,0001 g. Tento material byl spolu s 5,6 ml H,SO4 (Lukes,
CR), 20 ml 0,02 M HCI (Lukes, CR) a tabletou katalyzatoru (Thomson & Capper, Velka
Britanie) pfeveden do mineraliza¢ni banky. Takto pfipravena smés nasledné podléhala pro-
cesu mineralizace pfi teploté 480 °C 1,5 h. Po Gplném vyceteni doslo k ochlazeni minerali-
zacni banky, do niz bylo nasledné prevedeno malé mnozstvi vody z divodu rozpusténi
pevnych ¢astic vytvofenych po chladici dobé. Vytvofeny roztok byl pteveden do 50 ml

odmérné banky doplnénou zbylym objemem vody.

Ptichystany roztok byl podroben destilaci. Do destilacni baiikky Parnas-Wagnerova
aparatury bylo odpipetovano 25 ml vzorku s 20 ml Na;S,03 . 5 H,O + NaOH. Do titracni
baiiky byla odméfena 2% kyselina borita (Lukes, CR) 0 objemu 15 ml s naslednym umisté-

nim pod chladi¢. Destilace probihala vZdy 20 minut od doby bodu varu vody. Po ukonc¢eni
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destilace probéhla titrace pomoci roztoku 0,02 M HCI. Tento postup stanoveni byl vzdy

hodnocen u kazdého vzorku 2x.

Vypocet pro stanoveni obsahu dusiku ve vzorku:

m.10

1)

Kde:

e N - obsah dusiku v analyzovaném vzorku [%],
e V —objem spotieby HCI pfi titraci [ml],
e ¢ —koncentrace HCI [cyc = 0,02 M],

e m — hmotnost navazky vzorku [g].

6.2.2 Stanoveni obsahu siry sraZenim roztokem chloridu barnatého AOAC 955.48

Do Kjeldahovy banky byl odvaZzen 1 g vzorku s pfidanim 50 ml konc. HNO3 (Lukes,
CR). Tato smés se nechala provafovat nad kahanem po dobu 2 hodin, pfi¢emZ co 15 minut
bylo ptidano 3 ml H,O, (Luke$, CR). Po zmineralizovani byl vzorek ochlazen, pielit do
200 ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Takto vytvofeny roztok
se prefiltroval pres stiedni filtr KA2 (Filpap, CR), pfi¢emz byl zahtivan k teplot& varu za
soucasného pridavani 120 ml horkého roztoku 10 % BaCl, (Lachema, CR). Po hodinovém

provafovani se smés nechala odleZet v digestofi 24 hodin.

Vznikld srazenina se nejprve samovolné piefiltrovala pies husty filtrani papir, kde
poté byla promyvana horkou destilovanou vodou, dokud nebyly odstranény veskeré chlori-
dy. Piitomnost chloridi byla zjistovana pomoci piidavku AgNO; (Lukes, CR). Poté se
filtra¢ni papir spolu se srazeninou vysousel pfi teploté 103 °C. VysuSeny vzorek byl na-
sledn¢ podroben procesu zpopelnéni s naslednym zihanim v muflové peci Labotherm

L9/11/S27 (Nabertherm, Némecko) po dobu 2 hodin pfi teploté 800 °C.

Vypocet pro stanoveni obsahu siry ve vzorku:

1. Mnozstvi sirant v %:

m.0,412.100
oy = MO0 ®
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Kde:
e m — hmotnost srazeniny BaSO, [g],

e n-—navazka vzorku na stanoveni [g],

e 0,412 — prepotitavaci faktor (z BaSO4na SO4%) [-].

2. Mnozstvi siry v %:

M

(S)
Coy = Cosot) [%] €)
(s0;7)
Kde:
e M, —moléarni hmotnost siry [M = 32,06 g/mol],
e M —molarni hmotnost siranti [M = 96,056 g/mol].

(s0)

6.2.3 Stanoveni obsahu tuku

Pro stanoveni obsahu tuku ve vIn¢ byl vyuZzit Soxhletlv extrakéni pfistroj. Pred za-
¢atkem méteni byla na analytickych vahach (pfesnost 0,0001 g) odvazena vina do extrakcni
patrony o hmotnosti 2 g. Do pfedem zvazené extrak¢ni banky (s nékolika sklenénymi ku-
lickami) bylo vlito 100 ml Petroléter-Etanolu (pomér 1:1, Lukes, CR). Takto pfipravena
baiika byla vloZena do topného hnizda LTHS ,250“ (Brnénska drutéva, CR). Extrakéni
patrona byla nasledovné uzaviena vatou a vloZena do extraktoru. Extrakce probihala po
dobu 8 hodin od doby varu zvoleného rozpoustédla. Po této stanovené dobé extrakce doslo
k oddestilovani vétSiny rozpoustédla do zasobniho prostoru. Po destilaci byla extrakéni
baiika s vyextrahovanymi latkami a zbylym mnoZstvim rozpoustédla umisténa do suSarny
(Memmert ULP 400, Némecko) pfii teplot¢ 80+2 °C. V poslednim kroku byla extrakéni
banka vlozena do exsikatoru a poté zvazena. Obsah tuku byl stanoven pomoci nasledujici-

ho vzorce:

(mz — ml)
n

EA = 100 [%] (4)
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Kde:

® m; — hmotnost extrakéni banky [g],
® m, — hmotnost extrak¢éni banky s extraktem [g],

® n-—navazka vzorku [g].

6.2.4 Stanoveni obsahu popelovin

Pro stanoveni pfitomnosti anorganického podilu, vyskytujici se v keratinovém hydro-
lyzatu i po dialyza¢nim procesu, probihalo testovani na obsah popelovin. Pomoci analytic-
kych vah (pfesnost 0,0001 g) byla zméfena hmotnost suchych pfedem vyzihanych za-
ruvzdornych kelimkd. Do téchto kelimka bylo odvazeno 0,5 g vzorku. Tato navazka byla
spalena nad kahanem v pfitomnosti kysliku, pficemz vznikla popelovina se nechala dale
zihat ptiblizné 30 minut. Kelimek se spalenym vzorkem byl nasledné¢ vlozen do muflové
pece a zihan pii teplot¢ 600 °C po dobu 2 hodin. V poslednim kroku doslo k ochlazeni
vzorku v exsikatoru a stanoveni celkového obsahu popelovin:

P= %.100[%] (5)

Kde:

e mp— hmotnost popela [g],

e n-—navazka vzorku [g].

6.2.5 Stanoveni rozpustnosti

Do ptedem zvazenych vazenek bylo odvazeno malé mnozstvi vzorku z keratinovych
filmt. Tyto vzorky byly nésledné zality 30 ml destilované vody a vloZeny do suSarny pfi
udrzované teploté 30 °C. Doba rozpousténi byla zvolena na 3 az 25 minut. Po stanovené

dobé¢ doslo k sliti ptebytecné vody a vzorek se nechal dosusit do konstantni hmotnosti.
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6.3 Pozité instrumentalni metody

6.3.1 Termogravimetricka analyza (TGA)

Termogravimetricka analyza (TGA) se fadi mezi zakladni metody termické (materia-
lové) analyzy. Jednd se o experimentalni metodu zkoumajici zménu hmotnosti vzorku pfi
jeho termickém ohievu (popf. chlazeni) pfevazné probihajici konstantni rychlosti, v§e pod
dohledem teplotniho programu. Tento druh analyzy lze rozdélovat podle zptisobu ohievu
vzorku na staticky (ptisobeni konstantni teploty) a dynamicky (fizené zmény teplot). Vy-
sledkem tohoto méfeni je pak termogravimetricka kiivka znazoriujici zavislost hmotnosti
na teploté nebo Case. Z této kiivky lze poté ziskat informace o rozkladu vzorku, jeho stabi-
lit¢, popf. udaje o nespalitelnych anorganickych c¢asti vznikajicich ztohoto procesu.
Od této metody se dale odvozuje derivaéni termogravimetrie (DTG), ptficemz vysledna
kiivka poukazuje na rychlost hmotnostni zmény v zavislosti na teploté. Termogravimetric-
kou analyzu Ize tak vyuzit jak pro kvalitativni (identifikace d¢je) tak i kvantitativni hodno-
ceni (odecteni velikosti danych zmén) vzorku. Tuto metodu lze tak vyuzit nejen
Vv klasickych védnich oborech (analytickd, anorganickd chemie, biochemie aj.), ale také

Vv oblasti polymert a farmakologie. [60, 61]

Ve vyzkumné ¢asti této diplomové prace byly naméfeny termogravimetrické kiivky u
surové vlny, nerozlozené¢ho podilu viny, hydrolyzatu a vytvofenych filmi obsahujicich
rizné mnozstvi pfidaného sitovadla. Vzorek o hmotnosti 10 — 15 mg byl vystaven tepel-
nému plisobeni v rozmezi 25 az 800 °C pfi rychlosti ohfevu 20 °C/min. Toto méteni probi-
halo za pfisunu inertniho plynu (helium). Pfi dosazeni 800 °C byla pfepnuta atmosféra
z helia na vzduch, jez napomohl k oxidaci zbylych ¢asti daného vzorku a tim naméteni
ptitomnosti popelovin pfitomnych ve vzorku. Stanovena rychlost prutoku plynu helia ¢inila
100 ml/min a poté vzduch 100 ml/min. Ziskané vysledky lze nalézt v kapitole 8 Zhodnoce-
ni vysledkl. Veskeré testovani probihalo pomoci termogravimetru TGA Q 50 (TA Instru-
ments, USA).
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6.3.2 Diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Tato metoda byla vytvofena na zaklad€ poznatkd termické analyzy (DTA). Principem
DSC je udrzeni shodné teploty studovaného a referencniho vzorku, které¢ jsou linearné sou-
bézné zahtivany. Proto, aby bylo dosazeno nulového teplotniho rozdilu, je diilezité dodavat
energii do vzorku (endotermni d¢j), popi. do referen¢ni latky (exotermni d¢&j). Toto méteni
se uskutecnuje pomoci dvou typi DSC pfistroji — DSC s kompenzaci piikonu a DSC
s tepelnym tokem. V naSem piipad¢ bylo vyuzito druhého typu tohoto ptistroje (DSC 1 Star
Systém, Mettler Toledo, CHE), ktery se vyznacuje spole¢nou kalorimetrickou celou, do niz
je umisténa reference a méteny vzorek. Oba tyto vzorky jsou usazeny na samostatnych tep-
lotnich ¢idlech. Zkoumany materidl je navic uloZzen v kovové nebo keramické misce
(tzv. panvicce). Tyto vodivé materialy jako kov, ¢i keramika jsou upiednostiovany
z ditvodu dokonalého kontaktu s topnym téliskem a teplotnimi ¢idly. Dle stanovenych typii
vzorkll byvéa volena ohfivaci rychlost (nejéast&ji 10 °C.min™) a také teplota v rozmezich
teplot (-150 °C az 1500 °C). Organické latky (pfedevs§im tak ve farmaceutickém primyslu)
se standardn¢é méfi do laboratornich teplot 300 °C. [62]

Z dliivodu toho, aby nedochazelo k nezaddoucim reakcim vzorku s okolnim ovzdu$im
pii méfeni, bylo vyuzito dusikové atmosféry o rychlosti pritoku 20 ml/min. V nasem pfi-
padé rychlost ohievu ¢inila 10 °C/min s rozsahem teplot 25 — 300 °C. Vystupem tohoto
méfeni jsou DSC snimky opét ze vstupni suroviny, keratinového hydrolyzatu a filml z n¢j

vytvofenych (viz kapitola 8).

6.3.3 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Infracervena spektroskopie je nedestruktivni analyticka metoda, pfi niz neni zkouma-
ny vzorek nijak poSkozen a pfitom poskytuje dostatecné informace o svém slozeni (identi-
fikace a charakterizace organickych i anorganickych latek). Vysledné hodnoty jsou dany
ziskanymi vibra¢nimi energiemi souvisejicimi se stabilitou chemickych vazeb a molekulo-
vou strukturou. Tedy podstatou této metody je interakce dopadajiciho paprsku
Vv infracervené oblasti se zkoumanym vzorkem. Infracervenym zatenim se rozumi elektro-
magnetické zafeni v rozsahu vino¢td 12 500 az 20 cm™ a sou¢asné vinovych délek 800 nm
az 0,5 mm. Analytickym vystupem se poté stava infracervené spektrum. Jelikoz dochézi
U béznych spektrometrii s miizkovym monochromatorem k nepfesnostem meéteni a nizké

citlivosti, doslo k vyuziti pfistroji s Fourierovou transformaci. Tyto piistroje dokazi méfit
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interferogram modulovaného svazku zafeni po prichodu paprsku vzorkem. Vyhodou
je pak dopad celého svazku zafeni na detektor, coz umoznuje méfit experimenty se silnou
absorpci paprsku. Tyto stroje umoziuji méfit kromé pevnych vzorki také kapaliny a plyny,
coz bylo vyuzito i v ptipad¢ diplomové prace.

Meéieni probihalo u veskerych vzorka keratinovych filma, keratinovych hydrolyzati a
také vstupniho sitovadla nachazejici se Vv kapalné fazi. Méteni probihalo pomoci spektrofo-

tometru typu Avatar FT-IR 320 (Nicolet, CR) pfi zvolenych vlnodtech 4000 — 400 cm™ a
poctu scand 32. [63]
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7 PRIPRAVA KERATINOVYCH HYDROLYZATU A TVORBA
FILMU

Pro pocatecni predstavivost rozkladu ovc¢i viny s naslednym vznikem keratinového

hydrolyzatu bylo vytvofeno toto vychozi schéma:

’ Surova vina

@ Predtprava viny

(odtuénéni, mleti)

1. faze rozkladu

< l ’ Alkalicka hydrolyza

\
3 Uprava pH

2. faze rozkladu
Enzymova hydrolyza

C

Separace
(filtrace+odstiedéni)

! 1

Kapalna faze Tuha faze
Dialyza Suseni

Nerozlozeny podil

Suseni
viny

Keratinovy
hydrolyzat

Keratinové filmy

Obr. 5 Postup alkalicko-enzymové hydrolyzy se vznikem keratinového hydrolyzatu
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Odpadni vlna nejprve prosla mechanickou ocistou ve vlazné vodé pro odstranéni
hrubych necistot. Jako latka minimalizujici mastnotu ve viné byl vyuzit saponat, jez po

dostate¢ném plisobeni musel byt odstranén opé€t vypiranim viny ve vode¢.

Po wvycisténi viny nastala fize odtuchovani. OCiSténd vina byla smisena
s destilovanou vodou v poméru 1:50. Takto ptichystané vin¢ bylo upraveno pH na hodnotu
8+0,1 pomoci 5 M NaOH. Uprava pH probéhla za piitomnosti pHmetru WTW pH 526
(Némecko). K odtu¢néni viny byl pouzit enzym Lipex 100T v 1% piidavku vztahujici se na
hmotnost odtu¢inované viny. Zvolené parametry pro spravné odtuénéni: 1) teplota 40+2 °C,
2) ¢as 24 hodin. V pribéhu tohoto procesu dochazelo k obéasnému promichavani smési.
Po tomto dé&ji doslo k opakovanému promyti vodou a suSeni v horkovzdusné susarné pii

teploté 103+2 °C.

Takto upravena vina byla v poslednim kroku pomleta na nozovém mlyné Pulverisette

19 (FRITSCH, Némecko) s velikosti ok sita 1 mm.

7.1 Rozkladny proces ov¢i viny

Upravena vlna prosla procesem dvoustupiiové alkalicko-enzymové hydrolyzy.
V prvnim stupni hydrolyzy doslo k smiseni viny s alkalii Ca(OH), (Luke$, CR) a destilo-
vanou vodou tak aby vznikl 0,6% roztok. Takto pfipravena smeés byla nasledné podrobena
48 hodindm hydrolyzy (pfi teploté 80+2 °C), pticemZ v prvnich Sesti hodinadch dochazelo
k intenzivnimu promichavani smési, pomoci pracky Romo (CR). Ve zbylém &ase se vzorek

nechal inkubovat bez moznosti michani pfi totozné zvolené teplotg.

Pied zapocetim druhého stupné hydrolyzy doslo k snizeni teploty smési na 60 °C a
také k upravé pH pomoci 5 M roztoku NaOH na hodnotu 9+0,1. Bezprostfedné po upravé
kyselosti smési byl pfidan enzym Esperasa 6.0T v 5% ptidavku na navazku rozklddané
viny. Tak jako v pfipadé alkalické hydrolyzy doslo k promichavani smési po dobu 6 hodin
s krat8i dobou inkubace 18 hodin. Teplota smési byla udrzovana na 60 °C. Po zvoleném
Case rozkladné reakce doslo k inaktivaci enzymu zahiatim kapalné faze na 90 °C po dobu

10 minut.
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7.2 Separace a CiSténi

Odseparovani keratinového hydrolyzatu od nerozlozeného podilu viny bylo realizo-
vano nejdiive pomoci filtrace pres 16 vrstev polyamidové tkaniny o velikosti ok 150 pm.
Tuhy podil byl nasledné susen po dobu 24 hodin pfi teploté¢ 90+2 °C (po vyjmuti ze susar-
ny ochlazen a zvaZen). Z dlivodu zna¢ného mnoZstvi nerozloZenych mikrocastic viny
ve filtratu proslé pies tkaninu, bylo zapotiebi odstted’ovat filtrat pomoci pfistroje Universal
32 (Hettich Universal, Némecko) pii rychlosti ota¢eni 4000 ot/min po dobu 10 minut.
Pro tplnou distotu ziskaného keratinového hydrolyzatu a snizeni pritomného mnozstvi
anorganickych podili vlny byla provedena dialyza, ktera probihala na principu propousténi
analyticky disperznich latek pres celul6zovou semipermeabilni membranu S propustnosti
¢astic mensich nez 12 kDa (Sigma-Aldrich, USA). Tato membrana byla naplnéna vzdy 500
ml hydrolyzatu, seviena na obou koncich svorkami a poté vlozena do 5 1 destilované vody.
Béhem tohoto procesu dochazelo k vyméné obsahu vody vzdy po dvou dnech. Celkova

doba dialyzy Cinila 7 dnti. Takto ziskany kapalny keratinovy hydrolyzat byl nasledné nalit

na plech a suSen pfi teploté 60+2 °C po dobu 24 hodin.

Obr. 6 Vstupni surovina (a) a produkty alkalicko-enzymové hydrolyzy —
nerozlozeny podil viny (b) a keratinovy hydrolyzat (C)
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V prabéhu provadéni praktické Casti diplomové prace byl zkouman také dalsi vytvo-
feny keratinovy hydrolyzat ziskany z pfedeslych vyzkumnych studii na UTB ve Zling. Vy-
roba tohoto hydrolyzatu byla obdobna, avSak jsou zde patrné mensi odliSnosti. Pfedevsim
pak u pouzitych chemikalii (pro Gpravu pH) a enzymu vyuzitého na rozklad vstupni suro-

viny. Postup pfipravy je uveden nize:
1. Faze (alkalicka hydrolyza)

Pied pocatkem této hydrolyzy doslo k smiseni surového materialu s 0,6 % roztokem KOH.
Ptipravena smés byla nasledné vyhiata na 90+2 °C, ptfi¢emz se udrzovala v této teploté

48 hodin. Opét v prvnich 6 hodinach dochéazelo k obasnému promichavani smési.

2. Faze (enzymova hydrolyza)
Po ukonceni prvni faze byla provedena uprava pH smési na hodnotu 9+0,1 priddnim kon-
centrované kyseliny chlorovodikové. Na navazku biologického materialu byl do smési pii-
dan 5% pridavek enzymu Savinase 6.0T. Bezprostfedné po pfidani enzymu doslo k vyhtati
smési na 60 °C a na této termické hodnoté byla udrzovana opét 24 hodin s opétovnym mi-
chanim v prvnich 6 hodinéch.

3. Faze
V této posledni fazi byla smés zahtata na 95+2 °C po dobu 10 min., tak aby doslo k Gplné
deaktivaci enzymu. Jako v piedeslém piipade i zde byla smés filtrovana na bavinéné tkani-
né (o ruzné propustnosti). Zachyceny nerozlozeny podil vystupniho materidlu byl vysusen
v komorové susarné pii teploté¢ 80+2 °C za ptitomnosti vakua. Posléze doslo k zvaZeni
tohoto podilu pro vyhodnoceni G¢innosti alkalicko-enzymové hydrolyzy. Vytézeny kerati-
novy hydrolyzat se zahustil a nasledné vysusil na nerezovém plechu v komorové suSarné
pii teploté¢ 80+2 °C. V poslednim kroku byl vysuSeny keratinovy hydrolyzat rozdrcen

na jemny prasek (v tfeci misce).
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7.3 Tvorba keratinovych filmi

Keratinové filmy byly tvotfeny ze ziskanych keratinovych hydrolyzatt spolu s dalSimi
pfidatnymi latkami. Vzdy dochazelo k smiseni zmék&ovadla glycerolu (Lukes, CR), sito-
vadla diethylesteru kyseliny vinné (DET; Sigma-Aldrich, Francie), destilované vody a KH
v jednotlivych hmotnostnich pomérech (viz tabulka ¢. 4). VEtsi zastoupeni zmékcovadla
bylo zvoleno u filmt Esperase 6.0T z diivodu jejich zna¢né kiehkosti v nizsich ptidavcich
a tim nemoznosti testovani. Smes byla disledné promichana pomoci magnetické michacky
IKa — RTC Basic (Némecko) a poté prelita do pfichystanych silikonovych forem o rozméru
12,5 cm x 7 cm x 0,3 cm. Suseni téchto filma trvalo 24 hodin pii teploté 6042 °C. Vysuse-

né vzorky poté byly podrobovany zmiflovanym zkouskam.

Tab. 4 Vytvorené filmy v s procentudlnim pridavkem DET a glycerolu

Typ KH Esperase 6.0T KH Savinase 6.0T
pridavky DET [%] Glycerol [%] DET [%] Glycerol [%]

1. Film 0 40 0 40

2. Film 10 40 10 40

3. Film 15 60 15 40

4. Film 20 60 20 40
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8 ZHODNOCENI VYSLEDKU

8.1 Utinnost alkalicko-enzymové hydrolyzy

Dle ptedlohy rozkladného procesu viny v kapitole 7.2 byl zvaZzen nerozlozeny podil
a poté spoctena ucinnost uvedené hydrolyzy. Pivodni navazka predem upravené viny Cinila
800 g. Po rozkladném d¢&ji byla hodnota nerozlozeného podilu viny 230 g. Zbylé mnoZstvi
pteslo na keratinovy hydrolyzat. Z téchto hmotnosti lze tedy urcit G¢innost hydrolyzy

na 71,25 %.

Hmotnost ziskané¢ho keratinového hydrolyzatu (vysuseny) po dialyze pfipravovany
enzymem Esperase 6.0T ¢inila 74,59 g. Tento produkt byl po vizudlni strance hnédo-zlaty,

S nepatrnym Stiplavym zapachem.

8.2 Zhodnoceni zesitovanych keratinovych filmu

Zesitované filmy s pfidavkem DET, uvedené v kapitole 7.3, i filmy tvofené bez sit'o-
vadla mély rozméry 12,5 cm x 7 cm. Tloustka filmu se pohybovala v rozmezi
0,08 - 0,1 cm. Po optickém zhodnoceni byly veskeré filmy zlatavé hnédé (pfirozené diky
barvé KH). Avsak filmy vytvofené z KH Esperase 6.0T mély svétlejsi zabarveni se zvyse-
nou transparentnosti oproti KH Savinase 6.0T. Presto rovnomérna hladkost filmu byla pra-

videlng&jsi u KH Savinase 6.0T (viz obrazek 8).

Folie, jez obsahovaly vy$s$i mnozstvi glycerolu nez 60 %, byly vysoce lepivé, a tudiz
nesly volné vyjmout z forem. Tento ikaz znemoznil dal$i praci s témito filmy. Také byl
zkous$en ptidavek 30 % plastifikatoru, avSak toto mnozstvi vedlo k zna¢né kiehkosti vzor-
ku a tudiz nemoznosti manipulace. Proto byl zvolen pfidavek glycerolu 40 — 60 %. Spravné
provedeni sitovanych folii vedlo K jejich dostate¢né ohebnosti bez moznosti rozlomeni.
Tento jev splnovaly spise folie KH Savinase 6.0T oproti KH Esperase 6.0T. Je to dano
nejen zvolenym plastifikdtorem, ale také sitovacim cCinidlem se kterym KH interaguje.
V piipad¢ sitovanych filmi dochazelo po delsi dobé k castecné lepivosti povrchu.

vV

dobé& manipulace a pfi vyssich teplotach.
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Obr. 8 Vytvorené filmy z KH Esperase 6.0T vV procentudlnim pridavku:

a)15 %, b) 20 % DET
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Obr. 9 Vytvorené filmy z KH Savinase 6.0T v procentudlnim pridavku:

a) 10 %, b) 15 %, c) 20 % DET

8.3 Vysledky u zvolenych analytickych metod

Zhodnoceni vysledkl analytické ¢asti probéhl u vstupni suroviny, nerozloZeného po-
dilu vlny, keratinovych hydrolyzatd a u filma z nich vytvofenych. Jednotlivé vysledky jsou

individudlné posouzeny Vv nésledujicich kapitolach.

8.3.1 Vysledky stanoveni obsahu dusiku Micro-Kjeldahovou metodou

Stanoveni obsahu dusiku poukazujici na pfitomnost proteinu ve vybrané suroviné by-
lo provedeno u surové viny, vystupi alkalicko-enzymové hydrolyzy a veskerych vytvore-
nych filmi ze ziskanych hydrolyzath. Testovani u zminovanych vzorkidl probéhlo vzdy
dvakrat, u nichz je vzdy uvedena smérodatna odchylka. Vysledky tohoto stanoveni jsou

pfedstavovany Vv nasledujicich tabulkach.

Tab. 5 Vysledné hodnoty obsahu dusiku surové viny a vystupii uvedené hydrolyzy

Surovina Surova NerozloZeny KH Esperase KH Savinase
vina podil 6.0T 6.0T
Stanoveni N [%0] 14,32 10,72 14,17 10,72
Smérodatns 0,24 2,19 1,82 0,10
odchylka
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Tab. 6 Vysledné hodnoty obsahu dusiku u vytvorenych filmii

Piidavek KH Esperase smérodatna KH Savinase smérodatna
sitovadla [%] 6.0T odchylka 6.0T odchylka
0 8,91 1,31 8,30 0,04
10 8,26 0,39 8,46 0,04
15 7,76 0,16 8,03 0,02
20 8,35 0,08 7,56 0,12

Jak 1ze vidét v tabulce €. 5 vstupni surovina (ov¢i vina) obsahovala 14,32 % dusiku,
coz odpovida praimérnym hodnotam v proteinech. Keratinovy hydrolyzat, ktery byl pfipra-
vovan z této viny, obsahoval nepatrné nizs$i mnozstvi 14,17 %. V porovnani s tabulkou ¢. 6
je patrné, ze kone¢né hodnoty u filmt obsahuji nizsi podil dusiku a to pramérné 8 % ve

srovnani s obéma typy KH. Tento pokles je dan pfidavkem plastifikatoru a sitovadla.

8.3.2 Vysledky stanoveni obsahu siry sraZenim roztokem chloridu barnatého

Stanoveni obsahu siry bylo provedeno u vsech surovin s vyjimkou zesitovanych ke-
ratinovych filmd. Vysledné hodnoty v tabulce ¢. 7 poukazuji na snizeni mnozstvi siry
u keratinového hydrolyzatu Esperase 6.0T oproti hodnoté vztahujici se k surové ving. Ten-
to jev ukazuje na kvalitni provedeni alkalicko-enzymové hydrolyzy, jez napomaha naruseni

pevnych disulfidovych vazeb a tim podporuje produkci KH.

Tab. 7 Vysledné hodnoty obsahu siry surové viny a vystupii uvedené hydrolyzy

Surovina | Surova vina | NerozloZeny podil | KH Esperase 6.0T | KH Savinase 6.0T

Stanoveni

S [%)] 0,17 0,66 0,04 2,52

8.3.3 Vysledky stanoveni obsahu popelovin

Stanoveni obsahu popelovin bylo provedeno u vstupni suroviny spolu s vystupy hyd-
rolyzy metodou Zihani, jez je detailnéji popsana v piedchozi kapitole. V ptipad¢ keratino-
vych filma byl obsah popelovin zjisStovan pomoci TGA analyzy. Posouzeni vysledk u
téchto filmu je provedeno v kapitole: Zhodnoceni vysledkt instrumentalnich metod — TGA

viz 8.4.1.
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Tab. 8 Zjisténé hodnoty obsahu popelovin u danych vzorkii

Surovina Surova NerozloZeny KH Esperase KH Savinase
vina podil 6.0T 6.0T
Stanoveni popelovin 0.77 1048 457 1752
[%0]
Smérodatna
odchylka 0,10 1,26 0,24 0,18

V tabulce ¢. 8 lze spatfit obsah popelovin nachazejici se ve stanovenych vzorcich.
Pivodni mnozstvi popelovin u surové viny ¢inilo 0,77 %. Coz je pomé&rné nizka hodnota
oproti nerozlozenému podilu viny a také keratinovému hydrolyzatu. Vyssi procentudlni
zastoupeni téchto slozek je dano mnozstvim ptiddvanych alkalii v pribéhu procesu alkalic-
ko-enzymové hydrolyzy, jez pronikaji do struktury vlakna viny a nasledné interaguji
s aktivnimi konci aminokyselin. V ptipadé nerozlozeného podilu viny nedochazelo
k Zadnému dodateénému upravovani, proto obsah popelovin ¢inil vyslednych 10,48 %.
Diky vyuziti dialyzy doslo u keratinového hydrolyzatu (pfipravované enzymem Esperase
6.0T) K patficnému poklesu anorganickych ptimési, které nejsou pro keratinovy hydrolyzat
zcela vhodné na koneénych 4,57 %. Z téchto vysledki lze fici, ze byl proveden vhodny
dialyza¢ni proces vztahujici se ke KH Esperase 6.0T. V piipadé KH Savinase 6.0T nebyla
provedena dialyza, proto hodnota obsahu popelovin je vyssi ve srovnani s druhym typem

hydrolyzatu.

8.3.4 Vysledky stanoveni rozpustnosti

Ze vSech vytvotrenych filmu byly odebrany vzorky na testovani rozpustnosti. Interak-
ce mezi vodou jako rozpoustédlem a zhotovenymi vzorky filmi, byla zna¢na. Proto zvole-
ny cas pro rozkladny d¢j filmd byl volen v rdmci minut. V ptipad€ filma ptipravenych
z KH Savinase 6.0T s procentualnim pfidavkem DET doba rozpousténi ¢inila 25 minut.
V piipadé KH Esperase 6.0T byly filmy opét rozpoustény v pribéhu 25 minut. Naopak
nejkrats$i doba rozpustnosti byla zjiSténa u filmt bez pfitomnosti sitovadla. Doba rozpous-
téni byla u téchto filmt 15 minut. Je tomu dano neptitomnosti sitovaci slozky napomahaji-

ci mezimolekulovym interakcim S naslednym zesiténim v daném filmu.
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Tab. 9 Namérené hodnoty rozpustnosti pro filmy KH Esperase 6.0T

Surovina Pridavek sitovadla [%] | C*° r?,f,l;::]umm Ubytek hmotnosti [%]
3 31,52
KH Esperase 6.0T 0
15 91,59
5 60,42
KH Esperase 6.0T 10
25 98,39
5 42,87
KH Esperase 6.0T 15
25 52,26
5 58,35
KH Esperase 6.0T 20
25 63,28

V tomto ptipadé€ je rozpustnost nesiténé¢ho filmu s ptibyvajicim casem znacné vyso-
ka. Jiz po 15 minutach doslo k rozpusténi 91,59 % z pivodni navazky vzorku. Také 10%
ptidavek DET neni dostacujici pro udrzeni mirnéjsi rozpustnosti filmu. Nejpomalejsi pri-
beh rozpousténi ma vsak film s 15% ptidavkem DET. Po 25 minutach doslo k rozpusténi

pouze 52,26 % vzorku.

Tab. 10 Namérené hodnoty rozpustnosti pro filmy KH Savinase 6.0T

Surovina Pridavek sit’ovadla [%] Cas I‘F;Ii’::]“ Sténi I'betek hmotnosti [%]

3 59,27

KH Savinase 6.0T 0
15 87,26
) 5 63,65

KH Savinase 6.0T 10
25 86,77
5 55,31

KH Savinase 6.0T 15
25 83,02
) 5 53,40

KH Savinase 6.0T 20
25 80,29

Jak lze vidét v tabulce €. 10 procentudlni ubytek filmu bez ptidavku DET byl
V porovnani se sitovanymi filmy zna¢né vyssi (vzhledem k stanovenému Casu). Také je
patrné, Ze s vysSim piidavkem sitovadla DET dochazi k pomalejSimu ubytku hmotnosti

vzorku se zvysujici se dobou rozpustnosti.
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Také si 1ze v§imnout, Ze v této zkouSce dochazi u filmu tvofenych z KH Savinasa 6.0

T k pomalej$im tbytkiim hmotnosti oproti KH Esperase 6.0T.

8.4 Vysledky u zvolenych instrumentalnich metod

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, zvolené metody pro zhodnoceni vlastnosti
vzorkl filmu 1 hydrolyzati spolu se vstupni surovinou, byly pouzity — TGA, FTIR a DSC.
Posuzovani probihalo vzdy pro film nezesitovany sitovacim c¢inidlem oOproti filmim

s rozdilnym ptidavkem sit'ovadla a také vstupni surovinu proti KH a nerozlozenému podilu

viny.

8.4.1 Termogravimetricka analyza (TGA)

TG méfeni bylo realizovano pomoci piistroje TA Instruments TGA Q50 dle postupu
v kapitole 6. Naméfené TG kiivky lze vidét na obrazcich 9 — 11. Na jednotlivych snimcich
jsou porovnavany filmy ze ziskanych keratinovych hydrolyzatii s procentualnim ptidavkem
DET oproti nesitovanému filmu. Také jsou zde posuzovany keratinové hydrolyzaty oproti

nerozlozenému podilu viny a vstupni suroving.

Hmotnost vzorku [%]

———— KHEsperase 6.0 T
———— KHSavinase 6.0 T
1 ——— - nerozlozeny podil
100 vina
80
60
40
20
0 7 T I T T T u T i : T : i i T T T T
0 200 400 600 800 1000

Teplota [°C]

Obr. 10 TG krivky vstupni suroviny a vystupii alkalicko-enzymové hydrolyzy
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Na obrazku ¢. 9 jsou patrné ¢tyfi TG kiivky znazornujici ubytek hmotnosti vzorku v
zavislosti na teploté. V tomto piipade 1ze vidét kiivku pro vlnu, nerozlozeny podil viny a
také piipravené KH. V piipadé viny doslo v pribéhu zvysujici se teploty Kk nejvétsimu pro-
centudlnimu Ubytku vlhkosti ze vSech uvedenych vzorkl pii teplot¢ 160 °C na 93 %.
V opa¢ném piipadé je ubytek vlhkosti nejmensi u nerozlozeného podilu viny. Ze vsech
typ materialt doslo ke zméné hmotnosti u KH Savinase 6.0T jiz pfi teplotach 180 °C, coz
odpovida rozsahu endotermniho piku tdni uvedené¢ho na DSC snimku. S timto je spojena
také degradace proteinu, jez u KH Savinase 6.0T zac¢ina pti 210 °C. U KH Esperase 6.0T je
teplota rozkladu posunuta az ke 250 °C. V piipad¢ nerozloZzeného podilu viny je zesiténi

A4

vzorky.

Nejveétsi mnozstvi popelovin po procesu zihani — 12,26 %. Surova vina méla naopak

vwr

chemikalii v postupech alkalicko-enzymové hydrolyzy a dalSich Gpravach pii vzniku filmu.
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Obr. 11 TG krivky filmii z KH Esperase 6.0T
Na obrazku ¢. 10 jsou opét viditelné Ctyfi kiivky. V tomto ptipadé se jedna o refe-
ren¢ni vzorek (nesitovany film) a vzorky s ptidavkem DET. Filmy maji konstantni hmot-

nost pii teplotach do 100 °C. Se zvySujici se teplotou dochazi k prudkému tubytku hmot-
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nosti filmu zptsobenou degradaci proteinu. Ze vSech uvadénych kiivek je ubytek hmotnos-
ti od pocatku 190 °C u sitovanych filml vétsi oproti referencnimu vzorku. Pii teplotach
250 °C zde probiha faze odpafovani zmékcovadla. Nejvyznamnéj$iho maxima rychlosti
degradace dosahuje film s 20 % DET — 262,92 °C. Pii teploté 800 °C byl ubytek z celkové
hmotnosti piiblizné 80 %, piicemz vzorek s 10 % DET byl mirné pod touto hranici
s hodnotou 79,78%. Po procesu zihani byla pfitomnost popelovin jednotlivych filmi nasle-
dujici: bez sitovadla — 7,656 %, 10 % DET - 2,090%, 15% DET — 3,073 %,
a 20 % DET - 6,698 %.

—— 10% DET
————  15% DET
1 —— - 20% DET
100 bez sitovadla
80
= i
E i
S 60 *
£ 40
20
0 d T ¥ T T o d T T T T T T T T T
0 200 400 600 800
Teplota [°C]

1000

Obr. 12 TG krivky filmi z KH Savinase 6.0T

Na dalsim snimku (obr. 11) je patrné porovnani filma ptipravenych z KH Savinase
6.0T bez as ptidavkem sitovadla. Zminéné kiivky maji pomérnou shodnost pfi teplotach
do 100 °C, kdy pfi této teploté dochazi k pozvolnému odpafovani vody. Pti zvySovani tep-
loty ohfevu je zfejmy ubytek hmotnosti, coz signalizuje postupnou degradaci pfitomného
keratinu. Zacatek degradace zaclind pii teplot¢ 190 °C. Po rozkladu keratinu dochazi
kK pozvolnému ubytku hmotnosti v zavislosti na zvysujicich se teplotach, kdy nastava odpa-
feni plastifikatoru pfi teplotach nad 250 °C. Také sitovadlo degraduje spolu s odpatovanim
zmé&kcovadla pii teplotach kolem 280 °C. U téchto kiivek nedochazi k vyrazné zméné
v pribéhu ubytku hmotnosti. Celkovy ubytek hmotnosti se pohybuje v hodnotach

75 -83 %, ptficemz nejvetsi pokles je spatfovan u sitovaného vzorku s 20% piridavkem
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DET. Naopak nejmensi ubytek mél Savinase 6.0T s 10 % DET. Teplota Zihani skoncila
u vsech vzorka pfi teploté 800 °C, pficemz hmotnost popelovin byla nejvétsi u vzorku bez
ptidavku sitovadla (9,792 %). V ptipad¢ vzorku s 10% ptidavkem DET obsah popelovin
¢inil — 8,654 %, 15 % DET — 7,292 % a nejméné u 20 %DET — 7,232 %.

8.4.2 Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC)

DSC meéteni probihalo pomoci piistroje DSC 1. Namétené DSC kiivky jsou viditelné
na obrazku 12 — 14. | v tomto piipadé¢ jsou zde vyobrazeny kiivky porovnavajici filmy ze
ziskanych keratinovych hydrolyzét s procentualnim ptidavkem DET oproti nesitovanému

filmu a také keratinové hydrolyzaty oproti nerozloZzenému podilu viny a vstupni suroving.

EXO
Surova vina

Wrg]

197,37°C

T T T T T T T T T T g T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 2%
Teplota

Obr. 13 DSC krivky filmii vstupni suroviny a vystupu alkalicko-enzymové
hydrolyzy
Na uvedeném DSC snimku (obr. 12) je mozné vidét piky nachazejici se u surové viny, ne-
rozlozeného podilu viny a také KH Savinase 6.0T. Se zvySujici se teplotou dochazi

k ubytku vody, jez se pfirozené nachazi v pocatku kazdé suroviny. Po odpateni vody jsou
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v oblasti 160 - 240 °C viditelné endotermni piky. V piipadé surové viny lezi pik na kiivce
pomérn¢ dal oproti zbyvajicim vzorkim. Jeho hodnota dosahuje v maxima 236,65 °C.
V piipadé nerozloZzeného podilu dochazi k tani filmu v oblasti 160 — 170 °C, pfi¢emz ma-
ximum je opét vyznaceno v uvedeném grafu. Poslednim vzorkem, u néjz se projevil endo-
termni pik je KH Savinase 6.0T. Jeho maximalni hodnota v oblasti tani ¢ini 197,37 °C.
V ptipadé¢ KH Esperase 6.0T neni patrny zadny pik poukazujici na oblast tani vzorku. Je to

dano ziejme jeho zcela amorfni strukturou.

EXO ﬁ

10 % DET

161,46 °C

W]

155,71 °C

Teplota

T T T T T T T T v T T T T T T T T T T T T T T T T
[ ] 20 <40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 ©

Obr. 14 DSC krivky filmi z KH Esperase 6.0T

Z obrazku ¢. 13 zobrazujici DSC kfivky, lze vidét porovnani nesitovaného keratino-
vého filmu oproti filmiim s pfidavky sitovadla DET 10, 15 a 20 %. Ve vSech ptipadech
dochazi od pocatecni teploty do piiblizn¢ 130 °C k odpafovani ptitomné vody z filmu.
U filmu bez ptidavku DET je patrny endotermni pik v rozmezi teplot 140 — 165 °C, jez
poukazuje na tani vytvoieného filmu. Vrchol tohoto piku je zaznacen v grafu ukazujici
filmu pti teplot¢ nad 200 °C se souCasnym odparovanim glycerolu. Film obsahujici

10% DET ma obdobny pribéh jako tomu bylo v piipadé nezesiténého filmu. Vyjimkou je
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vsak pik nachazejici se v rozmezi 140 — 165 °C. Nejvyssi hodnota je pak 161,46 °C. De-
gradace probiha opét pii teplotach nad 200 °C. Piidavek 15 % DET ma oproti ptedchozim
dvéma filmim posunutou hranici tani. Nejvyssi hodnota piku je 166,26 °C. V ptipad¢ 20%
také dochazi oproti ostatnim filmim pii nepatrné nizsich teplotach. Také je dilezité zminit
nastup procesu tani, pii némz hodnota u nesitovaného filmu se pohybuje okolo teploty
138 °C. Pridavek sitovadla tuto hodnotu tdni posunul k nepatrn¢ vyssim hodnotam a to u

filmu s 10% ptidavkem DET na 143 °C a u filmu s 20 % DET na 140 °C. Vibec nejveétsi

EXO ﬁ

10 % DET

[Wig]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
Teplota

posun je patrny u filmu s 15 % DET, kdy tato hranice za¢in4 u hodnoty 158 °C.

Obr. 15 DSC krivky filmiz KH Savinase 6.0T

V piipad¢ filmu (obr. 14) tvoieného z KH Savinase 6.0T bez pfidavku DET je opét
patrné odstranéni vlhkosti do 130 °C. Endotermni pik se pohybuje v rozmezi teplot
140 - 180 °C s vrcholem 156,82 °C. Pfidavky sitovadla poukazuji na posun endotermnich
pikt vztahujici se k teploté tani u zminovanych filmi. Tepelna odolnost filmt je timto po-
znatkem mirné€ zvysena oproti nezesitovanému filmu. Hodnoty vrcholll pikli se pohybuji

v rozmezich 160 — 172 °C. Tak jako v piipadé KH Esperase 6.0T, zde dochazi k posunu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

nastupu tani keratinu. U nesit'ovaného filmu pocatek probiha pii teploté 138 °C. | zde do-
chézi s procentudlnim piidavkem DET k posunu hodnoty tani vzorku. Vesker¢ tyto zesité-

né filmy maji hodnoty tani pii teploté 140 — 145 °C.
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8.4.3 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)

Meéfieni probihalo u veskerych vzorkl keratinovych filmt, keratinovych hydrolyzati
a také vstupniho sitovadla DET. Pro toto hodnoceni byl zvolen ptistroj spektrofotometr

Avatar FT-IR 320 Nicolet. FTIR ktivky jsou vyhodnoceny na obrazcich 15 — 18.
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Obr. 16 FTIR k#ivka sitovadla DET

Na obrazku ¢. 15 je vyobrazen FTIR graf, ktery popisuje priubéh absorbance vzorku
DET v zavislosti na zvoleném rozsahu vInocta. Jelikoz se jedna o latku odvozenou od or-
ganické kyseliny, méli by se zde objevovat prvky — C, O a H, jez jsou spole¢né spojovany
jednoduchymi i dvojnymi vazbami. Pro tuto latku jsou primarné typické vazby C—H (alka-
ny), které se pohybuji v rozmezi hodnot vino&tii 2980 — 2850 cm™. Jejich pik je vzdy zdvo-
jeny, coZ je patrné i v tomto piipad€. Charakteristicky ostry pik, ktery se zde nachazi
v hodnotach 1800 — 1650 cm™, proto je spojen s esterovou vazbou C=0. Absorbance vzor-
ku je patrn také v hodnotach 1500 — 1300 cm? coz odpovida vazbdm —CH,— v deformacni
oblasti jak uvedeno i v odborné literatuie. Za t€émito vIinoCty jsou poté typické také C—O
vazby spojované s karbonylem, které maji tabulkovy rozsah v hodnotach 1320 — 1100 cm™.
V tomto piipadé se jedna o rozsah velmi ostrych pikti blizkych témto hodnotam a

to 1300 - 1000 cm™. Lze také hovofit o spojeni —OH vazeb, které se tabulkové vyznaduji
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v rozmezi vino&ti 3500 - 3100 cm™. U hodnot niZ§ich nez 1000 cm™ se mize op¢t jednat o

vibra¢ni deformace spojované s —OH skupinou.
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Obr. 17 FTIR kriivky keratinovych hydrolyzatit

U tohoto grafu (obr. 16) jsou vyobrazeny FTIR kiivky pro ziskané KH. V pfipadé
Savinase 6.0T je patrna vétsi absorbance v porovnani s druhym hydrolyzatem. Také jsou
zde viditelngjsi piky v oblasti hodnot vino&tu 900 — 1200 cm™ charakterizujici —~OH vazby.
Savinase 6.0T je patrny pik v oblasti vlnodtu 900 cm™, ktery je spojovan s vazbou
-CH=CH,.
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Obr. 18 FTIR krivky pro filmy tvorené z KH Esperase 6.0T

U nasledujiciho grafu (obr. 17) jsou porovnavany keratinové filmy Esperase 6.0T bez
piidavku sitovadla oproti filmim sjeho procentudlnim piidavkem. Tak jako
Vv pfedchazejicim grafu dochazi k projeviim charakteristickych pikti pro DET sit'ujici film.
Film bez pridavku sitovadla obsahuje glycerol, ktery pojima ve své struktuie pouze —OH
a C—H vazby. Takze kromé& —OH pikii nachézejici se v oblasti 1300 — 1500 cm™ je zde
i charakteristicky pik v rozmezi 2850 — 2950 cm™, ktery predurtuje pravé vazbu CH,. PHi-
tomnost proteinu ve filmu je uréen také mensim naznakem piku, jez urcuje -CONH- vazby
nachazejici se nad hodnotou vinoctu 3000 cm™. Ze sitovanych filmd ma nejvétsi absorban-
ci film s pfidavkem 15 % DET. Jeho nejvyssi hodnota dosahuje k absobranci 0,45 a také
veskeré piky jsou rapidné vétsi. U ze vSech uvedenych sitovanych filma je pfitomnost cha-
rakteristickych piki DET shodnd. Nachazi se zde opét pik pfiblizné v oblasti
1500 - 1700 cm™ odpovidajici C=0 vazbg. Je zde zaznamenana pfitomnost také —OH va-
zeb, pro které plati ostiejsi pik pii 1000 cm™. Opét jsou ve viech kfivkach piitomny vazby
—CONH- a CH,. Veskeré tyto piky mohou piedurcovat vznik nové vytvorenych peptido-

vych vazeb. Absorbance sitovanych filmt jsou vyssi se zvySujicim se ptidavkem DET.
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Obr. 19 FTIR krivky pro filmy tvorené z KH Savinase 6.0T

Na obrazku €. 18 je opét patrné porovnavani mezi referen¢nim a sitovanym vzorkem.
V tomto pripadé absorbance nesitovaného vzorku je v oblasti do 1700 cm™ mensi oproti
sitovanym filmim. Tato kiivka postradd pomémé ostry pik v oblasti 1800 — 1700 cm™
ktery poukazuje na neptitomnost esteru v jeho struktufe. Ve vSech zminovanych filmech je
ptirozena pritomnost -CONH- i C—H vazeb. Také oblasti, ve kterych se nachazeji —OH
vazby maji u reference niz§i hodnoty oproti sitovanym filmim. U sitovanych filmi je zno-
VU absorbance vyssi u 15% piidavku DET. Nejvyssi hodnoty v oblastech pikti ma v pfi-

tomnosti —-OH a C=0 vazeb.

Veskeré obrazky s FTIR grafy jsou pro detailngjsi prohlédnuti v piiloze DP.
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ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva moznym zpracovanim keratinovych odpadt na kera-
tinovy hydrolyzat s jejich naslednou schopnosti tvorby filmu. V teoretické ¢asti Ize nalézt
informace o vIng, keratinu a také moznych $tépnych reakcich za vzniku keratinovych hyd-
rolyzatt. V praci jsou rovnéz uvadény informace o mozném vyuziti hydrolyzata a také si-

tovaci u¢inky dosud znamych sitovadel spojovanych s timto proteinem.

Prakticka ¢ast popisuje prubéh vzniku keratinového hydrolyzatu uskute¢tiovaného
dvoustupnovou alkalicko-enzymovou hydrolyzou ov¢i viny, pfi¢emz v prvnim stupni byla
pfedupravena vlna podrobena alkalickému piisobeni Ca(OH),. Po upravé hodnoty pH do-
chazelo k druhému stupni hydrolyzy za pfitomnosti proteolytického enzymu. Také je zde
popsan prub¢h separace a dialyzy vzniklého keratinového hydrolyzatu. Prakticka ¢ast zahr-
nuje tvorbu keratinovych filmi s pifidavkem glycerolu a sitovadla diethylesteru kyseliny
vinné v obsahu 10, 15 a 20 % a glycerolu. Tyto filmy byly nasledné podrobeny analytické-
mu i instrumentalnimu testovani. Hodnoceni filmi probihalo vzdy ve srovnani
s nesitovanym filmem. Vysledky testovani ucinnosti pfitomného sitovadla na vytvoteny

film jsou vzdy uvadény v ptislusnych tabulkéach a grafech.

Pti analytickém testovani bylo zji$téno, Zze ptitomnost obsahu dusiku u vytvofenych
filma je niZsi v porovnani se samotnymi keratinovymi hydrolyzaty. Je to dano pfidavanym
mnozstvim plastifikatoru a také sitovadla. Hodnoty nesitovaného filmu byly srovnatelné se
sitovanymi filmy. Také lze spatfovat v praci vhodnost pouziti dialyzaniho procesu, nebot’
hodnoty spojované s KH Esperase 6.0T odpovidaji znaénému poklesu popelovin oproti KH
Savinase 6.0T. Rovnéz u rozpustnosti byly zjistény nepatrné zmény u sitovanych filma
V porovnani s nesitovanym vzorkem, kdy s pfidavkem sitovadla dochazelo k mens$im
ubytkiim hmotnosti v zavislosti na ¢ase. Vibec nejpomalejsi rozpousténi probihalo u KH

Esperase 6.0T s procentudlnim piidavkem 15 % DET.

Z vysledkii TGA je patrné, ze u prichystanych filmi nedochazi k vétsSim zménam
Vv ubytcich hmotnosti v zavislosti na zvoleném intervalu teplot. V pfipadé DSC snimki je
viditelny posun endotermnich piktli, poukazujici na hodnotu tani filmu, u sitovanych filmt
Ve srovnani S nesitovanymi filmy. V pfipadé KH Esperase 6.0T jsou tyto posuny patrnéjsi.

Ptedevsim pak u 15% ptidavku DET. FTIR snimky poté poukazuji na pfitomnost charakte-
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ristickych vazeb DET u sitovanych filmu, avSak nevykazuji zadny viditelny nartst vazeb

-CO-NH-.

Z vysledkl praktické ¢asti Ize odvodit, ze ptidavek DET mirné zlepsuje fyzikalng-
mechanické vlastnosti u filma z keratinovych hydrolyzatl, avSak filmy stale nedisponuji
takovymi vlastnostmi, které byly puvodné o¢ekavany. Proto Ize konstatovat, ze zvoleny
zpusob sitovani nevede ke srovnatelné dobrym vlastnostem, jako tomu je u filmu sitova-
nych glutaraldehydem. I piesto 1ze tento material zkoumat v piistich studiich jako potenci-

alni netoxické sitovadlo vyuzité ptredevsim pro oblast mediciny a kosmetiky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK  Aminokyselina

KH Keratinovy hydrolyzat
DAS  Dialdehyd skrobu

DET Diethylester kyseliny vinné
napf. Napitiklad

kDa  KiloDalton, Dalton — jednotka molarni hmotnosti (1 Da = 1 g/mol)
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PRILOHA PI: FTIR SNIMEK KH ESPERASE 6.0T
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PRILOHA P II: FTIR SNIMEK KH SAVINASE 6.0T
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PRILOHA P III: FTIR SNIMEK KH ESPERASE 6.0T - BEZ
SITOVADLA

ENNNRRNAREERARENN §

!_“\-5_

|
i

1400

h_.—.“ §
i S

- S

E;_ 2

|
3 900

A
o

L
q-. =
o =

LM
m-.
=

= =

c o o
[-] @2ueqiosqy

0,10
0,05
0,00 -

S 9 ] 9
=

Vinoéet [cm1]




PRILOHA PIV: FTIR SNIMEK KH ESPERASE 6.0T + 10 % DET
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PRILOHA P V: FTIR SNIMEK KH ESPERASE 6.0T + 15 % DET
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PRILOHA P VI: FTIR SNIMEK KH ESPERASE 6.0T + 20 % DET
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PRILOHA P VII: FTIR SNIMEK KH SAVINASE 6.0T - BEZ
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