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ABSTRAKT

Diplomova prace se v teoretické Casti zabyva keratinem, jeho strukturou a vlast-
nostmi, dale pfipravou keratinovych hydrolyzatd a jejich aplikacemi. Prakticka ¢ast je za-
méfena na zpracovani odpadni ovéi viny dvoustupiiovou alkalicko—enzymovou hydroly-
zou, pii niz byl sledovan vliv vybranych parametri na u¢innost hydrolyzy. Byla pouzita
metodika dvouurovnovych statistickych faktorovych pokust se tfemi sledovanymi parame-
try: koncentrace alkalického prostiedi (Ca(OH),) pfi hydrolyze, teplota 1. stupné hydrolyzy
a teplota 2. stupné hydrolyzy. V 1. stupni byla vina hydrolyzovana roztokem Ca(OH), po
dobu 24 hodin a ve 2. stupni byla dale rozkladana enzymem dalsich 24 hodin. Pfidavek
enzymu byl konstantni a byly pouzity dva rizné enzymy Esperase 6.0 T a Everlase 6.0 T.
Byly stanoveny optimalni podminky hydrolyzy. Ziskany keratinovy hydrolyzat by mohl

najit uplatnéni v obalové technice a zeméd¢lstvi jako dopln€k krmivo pro dobytek.

Kli¢ova slova: ov¢i vina, keratinovy hydrolyzat, hydrolyza, keratin, pevny odpad

ABSTRACT

This master thesis in its theoretic part deals with keratin, its structure and proper-
ties, further treatment of waste wool to the keratin hydrolysates and its applications are
described. The practical part is aimed at processing of waste sheep wool by two-stage alka-
li-enzymatic hydrolysis; influences of selected conditions on hydrolyses effectiveness were
observed. Two-level statistical factorial-test method with three monitored conditions was
used: concentration of alkali (Ca(OH),) during hydrolysis, temperature in the 1st stage of
hydrolisis and temperature in the 2nd stage of hydrolysis. In the 1st stage the wool was
hydrolysed using Ca(OH); for 24 hours. In the 2nd stage the wool was decomposed by en-
zyme for 24 hours. Amount of enzyme was constant, and two different enzymes were used
(Esperase 6.0 T and Everlase 6.0 T). Optimal conditions of hydrolysis were designated.
Gained keratin hydrolysate could be used in wrapping technology and agriculture like an

animal feed supplement.

Keywords: sheep wool, keratin hydrolysate, hydrolysis, keratin, solid waste
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UvVOoD

Kozed€lny a masny prumysl produkuji znacné mnozstvi nejrozmanitéjSich odpadu.
Tyto odpady mohou pfispivat ke znecisténi zivotniho prostiedi. Pocita se, ze asi 30 — 40%
primarni suroviny kozedéIného primyslu pfechazi na odpad. Odpady z koZzedéIlnych a ma-
sozpracujicich vyrob (odpadni tuk, odpadova srst, keratinové odpady apod.) obsahuji pes-
trou smés latek chemického a biologického charakteru. Tyto odpady mohou byt inertni,
biologicky rozlozitelné i nebezpecné. Prevaznou c¢ast jich lze vyhodné zuzitkovat a zhod-
notit. Keratinové odpady se vyznacujici vysokym obsahem nerozpustné bilkoviny keratinu,
Stétiny, nevhodné pro jiné ucely zpracovani, dale rohy, kopyta, paznehty a pefi. Napiiklad
odpadni ov¢i vina obsahuje cca 90% keratinu. Keratinové odpady lze zpracovat na kerati-
nové hydrolyzaty, které lze vyuzit napt. v zeméd¢lstvi, kosmetickém pramyslu a jinych

odvétvich.

Tato prace se zabyva zpracovanim odpadni ov¢i viny na keratinovy hydrolyzat
dvoustupniovou alkalicko—enzymovou hydrolyzou, s navrhem optimalnich podminek roz-
kladu. Pfed zahajenim hydrolyzy bylo tieba vinu vyprat, vysusit a odtucnit. Jednotlivé ex-
perimenty byly naplanovany metodou faktorovych pokust 2° tzn. pokusy se tiemi sledova-
nymi faktory pii dvou urovnich (minimalni a maximalni) se dvéma stfedovymi pokusy.
Byly sledovany 3 veli¢iny, které ovliviwyji rozklad viny: koncentrace hydroxidu vapenaté-
ho, teplota 1. faze hydrolyzy a teplota 2. faze hydrolyzy. Experimenty byly provedeny se

dvéma riznymi enzymy s jejich konstantnim ptidavkem.

Po rozkladu byla zbyla nerozlozena tuha faze a kapalna faze (keratinovy hydrolyzat)
oddélena a gravimetricky bylo zjisténo procento nerozlozené viny. Vysledky byly statistic-
ky vyhodnoceny v programu Statgraphics verze 6,0 a byly stanoveny optimalni podminky

rozkladu ov¢i viny.

Ziskané keratinové hydrolyzaty a nerozlozené tuhé faze byly podrobeny analytic-

kym metodam, pti kterych byl stanoven obsah popela, susiny, dusiku a siry.
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. TEORETICKA CAST
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1 KERATIN

Nazev keratin je odvozeny z feckého slova kéras a znaci rohovinu nebo roh. Keratin
patii do skupiny fibrildrnich (vléknitych) proteind, které maji silné¢ protahlé molekuly, je-
jichz sekundarni struktura ma dominantni charakter. Mnoho fibrilarnich proteint kiize,
Slach a kosti slouzi jako stavebni materialy, které maji ochrannou, spojovaci nebo podpiir-
nou ulohu v zivych organismech. Proteiny svalt a bi¢ikii maji pohybové funkce. Fibrilarni
proteiny malokdy krystalizuji, a tak nelze obycejné urcit jejich strukturu rentgenovou ana-
lyzou. Tyto proteiny se spiSe shlukuji do vlaken, v kterych jsou osy jejich molekul vicemé-
né soubézné s osou vlakna, ale kde postradaji specifickou orientaci v jinych smérech.
Rentgenovy difrakéni obrazec takového vlakna obsahuje malo informaci, daleko mén¢, nez
by bylo mozno ziskat z krystalického proteinu, a proto nejsou struktury fibrilarnich protei-

nd podrobné znamy. [1, 2]

Bilkoviny patfici do skupiny keratinii jsou ve vétSiné béznych rozpoustédel neroz-
pustné a odolné viici ziedénym roztoklim kyselin. Keratin je mechanicky odolny a chemic-
ky nereaktivni protein, vyskytujici se u vSech vyssich obratlovct. Je hlavni slozkou jejich
vné&jsi rohovité epidermalni vrstvy a z ni vyrastajicich Gtvart, jako jsou vlasy, rohovina,
nehty a pefi. Keratiny rozdélujeme na a-keratiny, které se vyskytuji u savci, a p-keratiny,

vyskytujici se u ptaka a plazu. [1, 2]

1.1 Chemické sloZzeni keratina

Keratin je polymer obsahujici polypeptidové fetézce. V keratinu bylo doposud iden-
tifikovano okolo dvaceti riznych latek, jejich podil zavisi na typu keratinu. Chemické slo-
zeni a struktura keratinovych utvarii kiize (srsti, pokozky, vlasy, apod.) ukazuje na velkou
miru heterogenity. Keratin nemizeme povazovat za jedinou bilkovinu, ale za biologicky
utvar vytvoreny z fady vzajemné se dost lisicich bilkovin. Spole¢nym znakem téchto bilko-
vin je jejich nerozpustnost ve vode¢, odolnost proti plisobeni proteolytickych enzymt a pii-

tomnost pti¢nych vazeb disulfidického typu. [3, 7]
Nejtypictéjs§im ukazatelem bilkovin skupiny keratint je vysoky obsah tioaminoky-
selin, a to cystinu, cysteinu a metioninu. Nejvyznamnéjsi aminokyselina keratinu je cystin a

spolu s cysteinem ma vyznamnou ulohu jako redoxsystém piti dychani v bunkach. Po od-
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umfeni bunék prevlada proces oxidacni nad redukénim, a tim nastava proces keratinizace —

rohovaténi. [4]

Ptedevsim a-keratin je bohaty na cysteinové zbytky, které spojuji pficnymi vazbami
sousedni polypeptidové fetézce. Tim jsou vysvétleny jeho dvé nejdalezitéjsi biologické
vlastnosti, nerozpustnost a pevnost v ohybu. a-Keratiny jsou bud’ ,,tvrdé“ nebo ,,meékké™,
podle toho, zda maji vysoky nebo nizky obsah siry. Tvrdé keratiny vlast, rohoviny a nehti
jsou méné pruzné nez mekké keratiny klize a mozoli, protoze disulfidické vazby odolavaji
deformacnim silam. Disulfidické vazby l1ze redukéné §tépit merkaptany. Celkovy obsah siry

v Keratinu byva v rozmezi od 2 do 5% na susinu. [2, 4]

Dalsi typické znaky aminokyselinového sloZeni keratinli jsou pomérné vysoky ob-
sah argininu (6 — 11%), nizky obsah histidinu (0,6 — 1,5%), stfedni mnozstvi lysinu a pfi-
tomnost tryptofanu. Dale je z tabulky 1 vidét, Ze keratiny obsahuji pomérné velké mnozstvi
hydroxyaminokyselin — serinu a treoninu a monoaminodikarbonovych kyselin — asparagové

a glutamové. [4]

Tabulka 1: Aminokyselinové slozeni riznych keratinti

Slozeni Epidermis ¢lo- Lidsky vlas Ov¢i vlna Rohy velkého
véka (%) (%) (%) skotu (%)
Celkovy N 14,2-15,5 15,5-16,9 16,2-16,9 14,8-16,9
Amidovy N 1,16 1,17 1,10-1,37 1,14
Celkova S 1,9 5,0-5,24 3,0-4,0 3,77-3,9
Glycin 6-13,8 4,1-42 5,2-6,5 9,6
Alanin - 2,8 3,4-4,4 2,5
Valin 4,2-5,6 5,56-5,9 5,0-5,9 5,3-5,5
Leucin 8,3 6,4-8,3 7,6-8,1 7,6-8,3
Isoleucin 6,8 4,7-4,8 3,1-4,5 4,3-4,8
Fenylalanin 2,8 2,4-3,6 3,4-4,0 9,2-4,0
Prolin 3,2 4,3-9,6 5,3-8,1 8,2
Serin 16,5 7,4-10,6 7,2-9,5 6,8
Treonin 3,4 7,0-8,5 6,6-6,7 6,1
Tyrozin 3,4-5,7 2,2-3,0 4,0-6,4 3,7-5,6
Kys.asparagova 6,4-8,1 3,9-7,7 6,4-7,3 7,7-7,9
Kys.glutamova 9,1-154 13,6-14,2 13,1-16,0 13,8
Arginin 5,9-11,7 8,9-10,8 9,2-10,6 6,8-10,7
Lysin 3,1-6,9 1,9-3,1 2,8-3,3 2,4-3,6
Oxilysin - 0 0,2 -
Histidin 0,6-1,8 0,6-1,2 0,7-1,1 0,6-1,0
Triptofan 0,5-18 0,4-1,3 1,8-2,1 0,7-1,4
Cystin 2,3-3,8 16,6-18,0 11,0-13,7 10,5-15,7
Methionin 1,0-2,5 0,7-1,0 0,5-0,7 0,5-2,2
Cystein - 0,4 0,4 0,8-1,6
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1.2 Makromolekularni struktura Keratina

Struktura keratinovych ttvart je charakterizovana fibrilarni ¢asti a ur¢itym podilem
zakladni amorfni latky — matrixu. Matrix vypliiuje prostor mezi vietenovitymi bunikami a je
intramolekularné zesitovan cystinem. Jednou z hlavnich skupin keratinti jsou a-keratiny,
které jsou tvoreny pravotoCivym polypeptidovym fetézcem s a-helikdlni strukturou. Jejich
relativni molekulova hmotnost dosahuje az 50 000 kDa. Vietenovité buniky keratinového
vlakna se skladaji z mikrofibril (s primérem 6 — 8 nm), které se Spojuji do makrofibril
(s primérem 200 nm). Mikrofibrily se dale skladaji z protofibril (s primérem 2 nm), které
tvori peptidickymi fetézci a-struktury. Devét protofibril je uspotadano v kruhu po obvodé
mikrofibrily, a dvé tvofi jadro tohoto Utvaru. Tento strukturni motiv ,,9 + 2* se Casto vysky-

tuje v bicicich, které pouzivaji eukaryotni bunka pii svém pohybu. [2, 5, 8]

(a) (b) §f
superhelix a §|
mikrofibrila makrofibrila 5::

mikrofibrila

(uspotadani 9+2)

Obr. 1: (a) makroskopicka struktura, (b) molekulova struktura viasu

Rentgenové difrakéni obrazce a-keratinu se podobaji obrazcim a-helixu. a-Keratin

ma vSak vySku zavitu 0,51 nm zatimco a-helix 0,54 nm. Tento fakt spole¢n¢ s mnozZstvim
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fyzikalnich a chemickych idajii naznacuje, ze kazda z protofibril a-keratinu se sklada ze
dvou parii tésné spojenych a-helixi, tedy vlastné ze dvou nadSroubovic, které jsou svinuty
Vv levotocivou Sroubovici. Normalni vyska zavitu 0,54 nm kazdé a-Sroubovice je tak zmeé-
néna vzhledem k ose protofibrily, a ma hodnotu 0,51 nm. Toto uspofadani se nazyva nad-
Sroubovice (superhelix), protoze osa kazdého a-helixu v této struktufe ma Sroubovicovity

tvar. [2]

Protazenim keratinového vldkna (ve vlhkém stavu az o 100%) dochazi k prestavbé
a-struktury na zfasenou B-strukturu (struktura skladaného listu) s paralelnim uspofddanim
(s primérem 4 nm). Tuto zménu a-struktury na zfasenou B-strukturu lze pozorovat pomoci
rentgenové difrakce. Pfi zahfivani s vodou se keratinovad vldkna vlny nevratné smrst'uji

v disledku reorganizace vodikovych nebo jinych nekovalentnich vazeb. [5, 12]
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Obr. 2: Spiralova struktura o-keratinu Obr. 3: Struktura f-keratinu

Pro pochopeni strukturniho modelu bilkovin, nestaci znat jen detailni konfiguraci
polypeptidového fetézce, ale i molekularni strukturu dané bilkoviny a jeji agregacni formy.
Normalni strukturni forma keratinti je a-struktura. a-Struktura keratinu se mize modifiko-
vat v pfitomnosti vody a polarnich sloucenin na B-strukturu. Pfechod spiraly alfa na konfi-
guraci beta miiZzeme charakterizovat tak, Ze keratin ve formé alfa je v nenatazeném stavu a
skupiny CO a NH peptidickych vazeb tvofi intrapeptidické vodikové vazby. Tyto vazby se

roztazenim porusi. [4]
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Obecné, tuhost B-struktury je vyssi nez u a-struktury. Mechanické vlastnosti a cho-

vani a-keratinu i B-keratinu zavisi na obsahu vlhkosti, se zvySujicim se obsahem vlhkosti

klesa tuhost keratind. [12]
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Obr. 4: Prechod o-formy keratinu na p-formu keratinu
Na vSechny strukturni formy keratini ma do zna¢né miry vliv pfitomnost cystinu a
jeho moznost vazat se intrapeptidicky (uvniti polypeptidického fetézce) nebo interpeptidic-

Ky (pti¢na disulfidicka kovalentni vazba mezi dvéma sousednimi fetézci).

| |
R-S-S-R R-S-S-I‘?
|

Intrapeptidicky Interpeptidicky
vazany cystin vazyny cystin

Obr. 5: Zpuisoby vazani cystinu v peptidovém retézci

1.3 Chemické reakce keratinu

Chemicka struktura keratinu umoznuje vazbami a postrannimi skupinami aminoky-
selinovych zbytkll fadu reakénich moznosti. Na reaktivitu keratinu mé kromé normalnich
funkénich skupin bilkovin vyznamny vliv pfitomnost disulfidické kovalentni vazby. Dale

je reaktivita keratinu podminénd pfitomnosti cystinu. [1, 4, 6]
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1.3.1 Reakce s vodou

Keratiny bobtnaji ve vod¢. Vina se pii bobtnani prodlouzi asi o 1,2% a jeji tloustka
se zvetsi asi o 11%. Bobtnani se vysvétluje ¢asteCnym narusenim elektrovalentnich a vodi-
kovych vazeb a vnikanim vody do uvolnéné fibrilarni struktury. Absorbce vody zavisi na
pfitomnosti hydrofilnich skupin v keratinu, ke kterym pfislusi predevsim skupiny -NHp,
-COOH, -OH a peptidové skupiny. Absorpce vody hraje dulezitou roli ve fyzikalnich

vlastnostech keratinu. [6, 7]

Zbobtnani keratinu je pro vétSinu reakci dulezity predpoklad, chemikalie 1épe di-
funduji do nabobtnalého gelu keratinu. Pfi zvysené teploté, nad 80 °C, nastavé uréité od-
bourani, které v pritomnosti soli kovii Cu, Cd, Ag, Mg zplsobuje pokles obsahu siry. Pfi
teploté varu nastava $tépeni cystinu a ¢aste¢na hydrolyza anodickych skupin. Rovnéz struk-
tura alfa prechdzi na konfiguraci beta. Kdyz se zahtiva keratin v uzaviené nddob¢ nad tep-
lotu 130 °C, nastava kontrakce v priibéhu 10 -ti minut asi o 36%. Epidermis hovézi kiize

ma Ts jiz pti 50 az 70 °C. Tato teplota kontrakce ma vztah ke stupni keratinizace. [4]

1.3.2 Pisobeni kyselin

Proti G¢inkum kyselin je keratin pomérné odolny. Je to zptsobeno odolnosti disul-
fidické vazby proti kyselé hydrolyze. Pti reakci s kyselinami se potla¢i disociace — COOH
skupin, které jsou v porovnani s bazickymi skupinami vzdy v nadbytku. A proto ma keratin
1zoelektricky bod pii pH 3,67 a s ptidavkem dal§iho mnoZstvi kyselin ziskava kladny na-

boj. [1, 4]

Teprve pii delSim varu a vySSich koncentracich mineralnich kyselin nastava hydro-
lyza bez poruseni cystinu. Totalni hydrolyza keratinu nastava pii zahtivani s 30 — ti%
H,SO4 nebo 6N HCl pti 110 °C 24 hodin. Pfi ¢isténi a prani chlupl se proto pouziva kyse-

lin, a nikoli zasad, které jsou proti cystinu agresivngjsi. [4]

1.3.3 Pisobeni zasad
Plisobeni zasad na keratin je vyrazngjsi a je funkci pH, teploty a doby. V alkalickém
prostiedi se potla¢i disociace — NH3" skupin a keratin ziskdva negativni naboj. Disulfidic-

ka vazba cystinu podléha hydrolytickému Stépeni. VIiv pH ma vliv na mérnou pevnost
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chlupt. Pii alkalickém zpracovani keratinu, napt. v roztocich vapna nastdva rozpousténi

keratinu. [1, 4]

Z hlediska mechanismu Stépeni disulfidické vazby keratinu G¢inkem zasad nastava

podle Speakmanna tvorba sulfonové a triolové skupiny:
HOH
R-S-S-R; ——» R -SOH + R;SH Q)

Podle Blazeje jde o heterolytické — iontové §tépeni:

2
R-S-S-R,—»RS" + R,S @)

Podle Swana se uplatiuje v alkalickém prostiedi nukleofilni piisobeni OH™ iontd a to vede
k ionizaci uhliku a a nasledujici eliminaci tiocysteinového aniontu R —S — S’

E ot

—~ | I
R—S—8—CH,—C—H + OH~ — R—S-—S( { CH,=C + HOH (3)
l |

Disulfidickd vazba mtize za urcitych podminek pfechazet ve vazbu monosulfidickou za-

tvorby lantioninu, ktery je odolngjsi proti ptisobeni zasad. [4]

1.3.4 Pusobeni oxidaénich ¢inidel

Pii plsobeni oxidacnich latek na keratin v prib&éhu béleni chlupd, popfipadé oxi-

dacniho odchlupovéani mohou nastat dva ptipady:
a) oxidace disulfidické vazby bez jejiho Stépeni,
b) oxidaéni stépeni disulfidické vazby.
Na disulfidickou vazbu keratinu ptsobi oxidaéné bez $tépeni roztoky peroxidu vo-

diku, roztoky KMnO, a fotooxidace pfi starnuti keratinovych bilkovin. Oxidace probiha za

tvorby sulfoxidu az sulfonu takto:

+0O +0O +0O
R-S-S-R —»R-SO-S-R —»R-S50-SO-R —

+0O

+O 4)
— »R-SO-S0O,-R——R-S0,-SO0,-R



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Pfi oxida¢nim Sté€peni keratinu uc¢inkem perkyselin nebo chloristanu sodného nasta-

va tvorba kerateinsulfokyselin za soucastného rozpousténi chlupt. [4]

4R -S-S-R+10ClO,+4H,0 —— 8R-SOz;H+5Cl, 5)

Oxidovana vlna ma nizs§i pruznost i pevnost a snadnéji se v zasadach rozpousti.

Oxidaéni pochody se uplatiuji pii mrtveni a béleni kozesin peroxidem vodiku. [6]

1.3.5 Pisobeni redukénich ¢inidel

Pti u¢inku redukénich Cinidel na keratin nastdva redukéni Stépeni disulfidické vaz-

by, napt. i€inkem sirovodiku, sifi¢itan( nebo tioglykolové kyseliny.

R-s-s-R 2M, R-SH+HS-R

(6)
Reakce je vratnd a mirnou oxidaci se znovu vytvori disulfidické vazby. Zpétna reakce se
vyuziva k trvalému formovéni tvarii keratinovych vlaken. Redukéni G€inky na chlupy se
projevi zvySenou lamavosti pfi ohybu, teplota kontrakce se vyrazné snizi, po redukci nasta-

va snadny rozklad i rozpousténi keratinu u¢inkem enzymu. [4, 6]

Rozpousténi redukovaného keratinu v zasadach nelze oznacit jako hydrolyzu, nena-
stava Stépeni peptidickych vazeb. Pti redukci keratinu, dé&je-1i se pfi normalni teploté, 1ze
oxidaci ziskat chlupy ptivodnich vlastnosti. Pfi Setrné redukci nastdva zmékceni, plastifika-

ce keratinu, ktery Ize libovolné tvarovat a potom oxidaci fixovat do elastického tvaru. [4]
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2 STAVBA, SLOZENI A VLASTNOSTI OVCi VLNY

Ov¢i vlna je pfirozeny pokryv téla ovci. I pies velmi nizkou trzni cenu za vinu, vina
stale zistava charakteristickym a zasadnim ov¢im produktem a z pohledu jejiho upotiebeni
1 klasickou textilni surovinou. Ackoliv nékteré¢ jiné¢ druhy vlaken mohou mit v ne€kterych
parametrech srovnatelné ¢i i vhodnéjsi vlastnosti nez je tomu u ovéi viny, obecné je mozno
konstatovat, Ze celkové nedosahuje zadné jiné vlakno takovych parametrti, jako je tomu
Vv piipadé ov¢iho vlakna. Pro ov¢i vlakno je predevsim charakteristické: vina je velmi dob-
ry absorbent, hieje, je trvanliva, relativné lehké a pfitom pevna, je velmi elasticka a pruzna,

tepelné odolna, pomérné dobie se barvi. [9]

Nejvyznamnéjsi svétovi producenti ovéi viny jsou stale Australie a Novy Zéland.
V poslednim obdobi se zafadila mezi nejvyznamnéjsi svétové producenty viny i Cina a
Indie. Mezi vyznamné svétové dovozce a zpracovatele viny patii Cina, Italie, Velka Brita-
nie a Francie. Vlna je také velmi cennym odpadem kozeluzské vyroby a je zddouci jeji zis-

kavani. [4, 9]

2.1 Morfologicka a histologicka stavba ov¢i viny
Vlakno viny se sklada ze tii ¢asti:

e stvol (¢ast nad pokozkou)

e koten (¢ast pod pokozkou)

e chlupova cibulka

Stvol a kofen vldkna obsahuji odumielé buniky a chlupova cibulka obsahuje Zivé
epidermalni buiky. Kofen vlakna vyrusta z chlupového vacku (folikulu) a je hluboko za-
rostly do kiize. Chlupovy vacek se sklada z kolagenovych a elastinovych vlaken. Chlupovy
koten je zakoncen chlupovou cibulkou, ktera sedi na vazivové papile, vV niz jsou krevni a
mizni cévy vyzivujici vladkno. Vnéjsi chlupova pochva se skldda z pokozkovych bunék a je
vlastné pokozkou chlupového vacku. Rohovita vrstva je pouze ve vrchni ¢asti vacku, ve
spodni Casti zlistava jen vrstva slizova. Behem rustu viny se buniky vytvareji v chlupové
cibulce. Jak vlakno viny roste, buiky se premist'uji folikulem smérem k povrchu. Chlup

vyrista z pokozky vzdy Sikmo a jeho smér je udavan sklonem chlupové pochvy. [3, 4]
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Obr. 6: Pricny fez chlupu

Mazové a potni zlazy usti do vrchni ¢asti chlupového vacku. Mazové zlazy vylucuji sekret,

ktery obsahuje vinotuk (lanolin), ktery chrani vlakno proti vné&jsim vliviim. [9]

Na pifi¢ném fezu vinového vlakna je mozno rozlisit téi zékladni vrstvy - pokozku,
kiru a dfen.

Pokozka (vrstva Supinata, kutikula) — je povrchova vrstva plochych Supinovitych
zrohovatélych bun¢k, které v jedné nebo n¢kolika vrstvach pokryvaji vlakna. Jednotlivé
Supinky se piekryvaji jako tasky na stieSe a volné konce Supinek pfitom sméfuji ke Spicce
vlakna. Pokozka je zpravidla 0,5 az 0,8 pum silnd, pfi¢emz pfedstavuje cca 6 — 16% sily

vlakna. Povrch bunék pokryva jesté jemny voskovity film, oznacovany jako epikutikula.

Chlupova kiira (vrstva kortikalni, kortex) — predstavuje hlavni hmotu ov¢iho vlak-
na. Sklada se ze zrohovatélych bunék velmi protdhlého tvaru. Jednotlivé buiiky jsou viete-
novité a jsou spojeny keratinovym tmelem, takze husté vyplnuji cely objem vlakna. Kura je
tvofena dvéma skupinami bunék; buiikami ortho a para cortexu, pficemz podil bunék
orthocortexu ¢ini 60 — 90% a podil bun¢k paracortexu 10 — 40%. Jednotlivé bunky kiry
jsou navzajem spojeny tonofibrilami, to zabezpecuje predevsim pevnost a pruznost ovciho

vlakna.
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Dren (vrstva medularni) — je napadnéji vyvinuta jen v nejtlustSich vlaknech; u jem-
nosrstych zvirat, jako jsou ovce merino, chybi nebo se vyskytuji jen u vousii a fas. Ve Spic-
ce vlakna nebo jeho koteni chybi vzdy. Dien se sklada z jedné fady nebo vice fad odumie-
Iych bunék, jez se zrohovaténim seschly v nepravidelné hvézdicovité, zoubkované a jiné
vackovité utvary vyplnéné vzduchem. Vzduch zapliuje i prostory mezi bunikami, oznaco-

vané jako vakuoly. Bunky dien¢ obsahuji kapénky tuku a zrnicka pigmentd. [3, 9]

Molekula a-keratinu

Makrofibrila

Bunka kortexu —

Vnitini kutikula
Vnéjsi kutikula
Epikutikula

Vrstva Supinovitych bunék

Kortex — chlupova kiira

Obr. 7: Rez strukturou stvolu vidkna viny

2.1.1 Zakladni typy vlaken

Podle velikosti vlédkna, podle jeho pruznosti fyziologické funkce rozeznavame tii

hlavni typy vlaken — podsadové vldkna, pesiky a hmatové chlupy.

Podsadové vidkna — tvori nejhustsi vrstvu srsti, hustota vSak zavisi na klimatickych pod-
minkach. Podsadové vldkno je bez diené, lesk vldkna je nevyrazny a délka tohoto typu

vldkna se pohybuje v rozmezi 5 — 15 cm.
Pesiky — jsou vétSinou nejdelsi a nejtlustsi vlakna. U pesikl je dieniovy kandlek souvisly.
Pesiky dosahuji sily 30 — 50% celého vlakna. Pro tento typ vlakna je charakteristicky po-

mérn¢ vyrazny lesk.
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Hmatové chlupy — jsou organem hmatu zvitete. Jsou velmi dlouhé, pfimé a tlusté.

2.2 Slozeni ov¢i viny

Hlavni chemickou slozkou vinového vldkna je bilkovina keratin. Obsahy aminoky-
selin variuji v zavislosti na vyzivé, plemeni zvifete a také na fazi rastu vldkna. Obecné

chemické slozeni suSiny vlnového vlakna je zobrazeno v tabulce 2. [9]

Tabulka 2: Chemické slozeni susiny vinového vlakna

Chemicka latka Obsah (%0)
uhlik 50%
vodik 22 — 25%
kyslik 16 - 17%
dusik 7%

sira 3—-4%

Potni vlna obsahuje v priméru 15 — 72% vlastni viny, 12 — 47% tuku a potu, 3 —
24% necistot pifedevsim rostlinného ptivodu a 4 — 24% vlhkosti. Tuk z ov¢i viny je produ-
kovan mazovymi zlazami v kiiZi ovce, zatimco pot je produkovan potnimi Zldzami. U tuc-
nych, jemnych vin typu merino byva podil pravé, vlastni viny v rozmezi 29 — 67%, u
nentl potni vlny, patii predev§im technologie chovu, plemeno, vyziva, zdravotni stav, po-
hlavi, vék zvifete a genetické faktory. Nezanedbatelny vliv na slozeni potni viny ma i za-
chazeni s vlnou po stfizi, v tomto pripadé muze byt slozeni viny zasadné ovlivnéno zpliso-

bem jejiho uskladnéni ¢i zptisobem jejiho zpracovani. [6, 9, 10]

2.3 Vlastnosti ov¢i viny

2.3.1 Jemnost viny

Jemnost viny vyjadiuje silu vladkna, uvadi se v um, idedlni je, aby sila vldkna byla

po celé své délce stejnd. Ale ve vetsing ptipadi je jemnost vlakna po celé své délce poméer-
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né nestabilni, napt. u polojemnych vin mtze byt rozdil v sile vldkna od jednoho konce ke
druhému az 10 um. Jemnost vldkna se pohybuje v rozmezi 10 — 80 um. Pro srovnani lidsky
vlas je silny cca 100 um. Idealni vlakno by mélo mit kruhovy tvar na pficném fezu, ale ve
skutecnosti je piicny fez vladkna mirné elipticky. Obecné je sila vlakna ovlivnéna hlavné
plemenem ovce, zdravotnim stavem, vyzivou, vékem, pohlavim a télesnou partii zvitete.

[9, 10, 11]

2.3.2 Délka viny

Délku viny u ovei 1ze délit na délku pfirozenou a délku skutecnou. Ptirozena délka
viny vyjadiuje délku vldkna v pfirozeném nenatazeném stavu. Piirozena délka viny se po-
hybuje v rozmezi 5 — 50 cm. Skute¢na délka je vzdalenost mezi obéma konci vlakna v na-
rovnaném stavu. Rozdil mezi pfirozenou a skutecnou délkou je ovlivnén hlavné obloucko-

vitosti kazdého vlakna. [9, 10]

2.3.3 Zkadereni viny (oblouckovitost)

Tuto vlastnost viny ovliviiuje bilateralni skladba vlaken. U normalniho zkadefeni
jsou vyska a zakladna obloucku prakticky shodné. U vysoké oblouckovitosti je vyska vyssi,
u nizké je naopak vyrazné SirS$i zdkladna. Obecné je mozno konstatovat, Ze ¢im je vina

jemngé&jsi, tim ma vyssi oblouckovitost. [9]

2.3.4 Barvavlny

Barva je ovlivnéna hlavné konkrétnim plemenem, pfi¢emz z pohledu evropské a
domaci populace ovci je dominantni barva viny bild az nazloutla. Pfirozené zbarveni viny
se déli na vinu bilou, pestrou a barevnou. Viny pestré maji podil barevnych vldken do 2%,
barevné viny maji podil barevnych vlaken vyssi jak 2%. V nékterych ptipadech se mizeme
setkat i s vinou Sedou, toto zbarveni je ovlivnéno obsahem vzduchu ve vyschlych burikach

kary nebo mezi nimi. [9]

2.3.5 Leskviny

Tato vlastnost viny je predev§im ovlivnéna velikosti, tvarem a uspofadanim Supin
na povrchu vlakna. Pro lesk viny obecné plati zavislost, ze ¢im je vlna hrubsi, tim je u ni

zjistovan vyrazngjsi lesk. [9]
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2.3.6 Vlhkost viny

Vlhkost viny udava procentuelni mnozstvi vody ve vin¢€. Pfi standardni atmosféte,
coZ je 65% -ni relativni vlhkost vzduchu a teplota vzduchu 20 °C, by se hodnoty vihkosti

viny méli pohybovat v rozmezi 14 — 18%. [9, 10]

2.3.7 Mechanické vlastnosti viny
Mezi dal$i vyznamné vlastnosti vIny patfi:
e Pevnost viny: vyjadiuje odolnost viny proti jejimu pietrzeni

e PruZnost viny: vyjadiuje schopnost viny obnovit ptivodni rozmér a tvar po preruse-

ni mechanického ptisobeni (tlaku, ohybu apod.)
e Taznost vlny: vyjadiuje miru natazeni vlédkna, aniz by doslo k jeho pfetrzeni.

e Bobtnavost viny: vyjadiuje schopnost vlakna zmeénit svoji silu ¢i délku ve vlhkém

prostiedi.
e Hydroskopicnost viny: vyjadiuje schopnost vldkna véazat vodu.

e Plstivost viny: je schopnost vlaken viny, vzhledem ke své stavbé, se za urcité teplo-
ty, vlhkosti, tlaku a za pasobeni chemickych ¢inidel navzajem propojit tak, ze se

vytvoii souvisla vrstva plsti.

e Hiejivost viny: je ovlivnéna schopnosti viny udrzovat uréitou teplotu diky své Supi-

naté strukture. [9]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

3 ZPRACOVANI KERATINOVYCH ODPADU

Keratinové odpady tvoii zna¢nou ¢ast odpadtu kozeluzského a masného priamyslu.
Skupinovym oznacenim keratinové odpady rozumime latky, vyznacujici se vysokym obsa-
keratinové odpady patii srst a $tétiny, nevhodné pro jiné ucely zpracovani, dale rohy, kopy-
ta, paznehty a pefi. Ac¢koli, tyto materialy tvofi témét nevycerpatelny zdroj keratinu, zuzit-
kovava se pouze malé mnozstvi t€chto odpadii, napt. jako péfova moucka nebo zpénovaci

ptisada do hasicich pfistroju. [4, 13]

AZ 5% télesné vahy drubeze tvoti pefi. Z jatek s kapacitou 50000 kusa dribeze je
denné vyprodukovéno 2 — 3 tuny suchého pefi. Dal§im vyznamnym keratinovym odpadem
je ov¢i vina. Ve svété se rocné vyprodukuje pfiblizné 1,2 mil. tun surové viny uréené pie-
vazné pro textilni pramysl. Velka ¢ast viny se odstrani béhem ¢isténi a Upravy viny nebo je
vyfazena pro své nevyhovujici vlastnosti. Celkem je ve svété vyprodukovano vice nez 5

mil. tun keratinovych odpadi za rok. [14,15]

3.1 Priprava keratinovych hydrolyzati

Jednim ze zpisobu zpracovani keratinovych odpadi je vyroba keratinovych hydro-
lyzati. Zpasobi provedeni hydrolyzy keratinovych odpadl je mnoho, ale vétSina kroka je
vice ¢i méné shodna s postupem uvedenym na obrazku 8. Keratinovy odpad je nejdiive
vypran, vysusen a homogenizovan. Poté je ze substratu odstranén tuk extrakci rozpoustédly
(methanol, dietyléter, chloroform, aj.) nebo rozloZzen pomoci lipolityckych enzymi. Odtuc-
nény substrat je poté hydrolyzovan. Hydrolyza keratinu se provadi pomoci enzymii, hydro-
xidd, kyselin nebo oxidacnich a redukénich ¢inidel. Pfed enzymovou hydrolyzou je potieba
upravit pH substratu. Po hydrolyze je zbyly nerozlozeny podil separovan, nejcastéji filtraci
nebo odstfedénim. Ziskany surovy hydrolyzat je nutné nasledné upravit pro dalsi pouziti.
Keratinovy hydrolyzat je moZzné zahust'ovat a ziskané roztoky pouzit pro zpracovani mace-
nim, natiranim nebo odlévanim. Jinym zplsobem Upravy je vysuSeni hydrolyzatu na pra-
Sek. Surovy hydrolyzat je mozné také upravovat pridavkem aditiv (plastifikatorti, sitova-

del, apod). [18]
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Obr. 8: Schéma moznosti zpracovani keratinovych odpadit na keratinovy hydrolyzat
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Ptiprava redukovanych keratinli spoc¢iva v rozstépeni disulfidickych vazeb a vodi-
kovych mustkl proteinu Cinidlem za vhodné zvolenych podminek (teplota, pH prostredi).
Jako redukéni ¢inidlo se pouziva zejména 2-merkaptoethanol, kyselina thioglykolova a
dalsi ve vod¢ rozpustna ¢inidla. Nevyhodou je, Ze sulfohydroskupiny (-SH) takto ziskanych
keratinli se snadno oxiduji na vzduchu a disulfidové vazby se znovu vytvaii. Proto se
Vv posledni dobé jako Cinidlo pouziva methyl jodid nebo kyselina jodooctova, tyto Cinidla
zabranuji vzniku disulfidickych vazeb. Jako prostfedi se pouziva mocovina (NH, — CO —
NH,), Na;S;03 nebo NaHSO3. Cely proces probiha obvykle za vysSich teplot do 80 °C,
v alkalickém prostiedi (pH 8 — 10). Vytézek redukovaného keratinu se pohybuje okolo 30 —
70 %. Vodné roztoky keratinii se skladaji z proteind o molekulové hmotnosti cca 15 —

60 kDa a je mozné je skladovat velmi dlouho, aniz by doslo k vysrazeni proteinu. [16, 17]

Schrooyen a kol. pouzili k pfipravé keratinovych hydrolyzatt z kuteciho pefi re-
dukéni ¢inidlo 2-merkaptoethanol a jako prostfedi vodny roztok mocoviny. Na 1g vyprané-
ho, nasekan¢ho a odmasténého pefi bylo pouzito 25 ml tlumivého roztoku obsahujici 6M
mocovinu, 3mM EDTA a 1,4M 2-merkaptoethanol. Ke smési bylo dale ptidano 1,4g do-
decylsulfat sodného (SDS). Smés byla michéna v atmosféfe dusiku pii teploté 40 °C po
dobu 60 minut. Ze ziskané¢ho keratinového hydrolyzatu byly odstranény nerozpustné ¢asti
membranovou filtraci, pfi filtraci byly pouzity celulozové filtry s velikosti port 20 — 25um.
Po filtraci byly filtry tfikrat oplachnuty vodou, usuSeny na vzduch a zvazeny. MnoZstvi
keratinu (vytézek hydrolyzy) ve filtratu bylo vyjadfeno jako procento z celkové hmotnosti
pouzitého pefi. Ptidavek SDS pred rozkladem zabrafiuje agregaci keratinovych, polypepti-
dovych fetézcl a nasledné oxidaci cysteinovych residui. Byl sledovan vliv riznych mnoz-
stvi ptidavkl SDS na stupen agregace polypeptidovych fetézct, a na stupen oxidace béhem

rozkladu. [24]

Alkalickou hydrolyzu keratinovych odpadt lze provadét pomoci silnych roztoki
hydroxidi (NaOH, Ca(OH),, apod.). Coward-Kelly a kol. pouzili k ptipravé keratinovych
hydrolyzath Ca(OH),. Jako zdroj keratinovych odpadl pouzili kravské chlupy a pefi, které
byly n€kolikrat vyprany ve vodé¢, vysuseny na vzduchu pfi pokojové teploté. Poté byl mate-
rial vysusen pii 105 °C, rozemlet v laboratornim mlynku a nakonec proset pfes sito s veli-
kosti pord 2 mm. Hydrolyza byla provedena v autoklavu s kontrolovanou teplotou a mi-
chadlem. Vysoka rychlost michani (1000 rpm) byla pouzita k udrzeni kontaktu mezi sus-

pendovanou pevnou fazi a kapalinou. Podminky hydrolyzy peti byly riizné: teplota (50 —
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150 °C), ¢as (0 — 300 min), pridavek Ca(OH); (0 — 0,4 g Ca(OH); na gram vysu$eného ma-
terialu), mnozstvi suchého pefi (18 — 80g). Po skonceni hydrolyzy byly vzorky vyndany
Z autoklavu a déle byly separovany odsttedénim. Pii teplot& 105 °C 80% pefi bylo rozpus-
téno b&hem 25 minut. Po tiech hodinach hydrolyzy pfi teploté 105 °C pieslo do roztoku
95% peii. Alkalicka hydrolyza kravskych chlupii probihala pii konstantni teploté 100 °C.
Podminky, které se pii hydrolyze ménily, byly ¢as, pfidavek Ca(OH),, mnozstvi suchych
kravskych chlupt. [19, 20]

Kawahara a kol. pouzili keratinové hydrolyzaty ke kone¢né upravé vlaken lyka,
takto upravené vlakna vykazuji zvyseni tahovych vlastnosti. Jako zdroj keratinovych odpa-
da byla pouzita odpadni ov¢i vina a prachové kachni pefi. Prachové kachni pefi bylo roz-
pousténo v IN NaOH pti teploté 70 °C po dobu tfi hodin. Poté byl roztok peii neutralizo-
van kyselinou octovou. Vldkna lyka byla ponofena do keratinového roztoku pfi teploté 40 -

45 °C po dobu dvaceti minut, poté byla vlakna oplachnuta vodou. [21]

Dal8i mozZnou metodou hydrolyzy keratinu je pouziti kyselin, napf. HCI, nebo
H,SO,. Tyto kyseliny pouzili pfi svych experimentech Kurbanoglu a kol. Berani rohy byly
vyprany v demineralizované vodé a suSeny v susarné pti 100 °C do konstantni hmotnosti.
Suché rohy byly nafezany na malé kousky a pomlety. 50g pomletych rohii bylo smichano
s 75ml 6N H,SO,. Vysledna smés byly inkubovany pii teploté 70 °C po dobu 24 hodin. Po
uplynuti doby bylo ke smési pfidano 100 ml demineralizované vody a smés byla znovu
inkubovana pii teploté 130 °C po 4 hodiny. Ziskany roztok byl zchlazen na pokojovou tep-
lotu a pH roztoku bylo upraveno 5N Mg(OH);, na pH 7. Poté byl roztok dvakrat zfiltrovan.
Timto postupem bylo hydrolyzovéano 42 g z ptivodnich 50 g materialu. [25, 26]

Chemicka ptiprava keratinovych hydrolyzati s pouzitim redukcnich €inidel, rizné
kombinace fyzikéalnich a chemickych rozkladl za vysokych teplot s pouZzitim kyselin a za-
sad jsou bézn¢ pouzivané. Tyto techniky jsou ale velmi neSetrné k Zivotnimu prostiedi.
Z té&chto diivodil se v poslednich letech zacinaji vyuzivat enzymatické rozklady a mikrobio-
logické premény. V prirodé se vyskytuje velké mnozstvi bakterii, které¢ produkuji enzymy
schopné rozkladat keratin. Tyto bakterie je mozné vyuzit pii zpracovani keratinovych od-
pada nebo je mozné vyuzit bézné enzymy Stépici proteiny. Pomoci téchto enzymt je moz-
né zpracovavat keratinové odpady za mirnych podminek. Nejvice jsou pouzivany bakterie

rodu Bacillus a Streptomyces. Mikrobiologické piemény jsou alternativni metody pro
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upravu keratinovych odpadi, jsou k zivotnimu prostifedi Setrné, a maji pomérn¢ nizké

energetické naroky. [18, 22, 23]

Dalev pouzil kombinovanou dvoustupniovou enzymové—alkalickou hydrolyzu pro
rozklad odpadniho pefi. Pro tento experiment byl pouzit reaktor, coz je nerezova nadoba s
objemem 80 litrti, s kontrolovanou teplotou a s michadlem. Nejprve bylo 40 kg pefi micha-
no v reaktoru se 30 litry 0,3M NaOH pii teploté 80 °C po dobu 30 minut. Po alkalickém
stupni hydrolyzy vznikla z reakéni smési hustd homogenni hmota. Pfed enzymovou hydro-
Iyzou bylo upraveno pH na 8,0 — 8,3 pomoci 10% HCI, a poté bylo ptidano 100 g alkalické
proteinazy B72 z Bacillus Subtilis. Hydrolyza probihala za stalého michani po dobu 2 ho-
din pfi teploté 55 °C. Po ukonéeni hydrolyzy bylo upraveno pH na 7,0 pomoci 10% HCI.
Aktivita enzymu byla zni¢ena zahfdnim materialu na 95 °C po dobu 30 minut. Ziskany
roztok (hydrolyzat) byl husty a zakaleny. Hydrolyzat byl poté sprejové susen a byl ziskan
Sedivy prasek o hmotnosti 19,3 kg. [15]

Jiny postup enzymové hydrolyzy popsal Kida a kol. V experimentu zpracovavali
rohy a kopyta krav a buvoli pomoci péti riznych enzymi. Na enzymovou hydrolyzu byly
pouzity enzymy vzniklé z rodu Bacillus, Aspergillus a z praseci slinivky (Bacillus subtilit,
Bacillus species, Bacillus licheniformis, Aspergillus melleus, enzym z praseci slinivky).
Rohy a kopyta byly rozemlety na ¢asteCky s primérem mensim nez 250 um. 40 mg roze-
mletého materialu bylo smichdno se 7 ml fosfatového pufru (pH 8,3). Tato smés byla umis-
téna do reaktoru, kde byla michana pfi teploté 50 °C po dobu 30 minut. Poté byl ke smési
pfidan 1ml roztoku enzymu obsahujici 8mg komeréniho enzymu a smés byla opét michana
pii teploté 50 °C po dobu 60 minut. Po ukonéeni hydrolyzy byl ze smési odseparovan ne-

rozlozeny zbytek materialu. [13]

3.2 Priprava keratinovych filmu

Dalsim ze zptsobti zpracovani keratinovych odpadu je ptiprava keratinovych filmd.

Keratinové filmy se pfipravuji oxidaci redukovanych forem keratinu.

Vodné roztoky redukovanych keratini o koncentraci 2,1% (w/w) se smichaji
s glycerinem (50%, w/w proteinu). Tento roztok se vylije na hladkou plochu, napt. na PP
desku. Dale se roztok necha vysusit v exsikatoru nad vysuSenym silikagelem za pokojové

teploty. Vysusené filmy se poté zahieji na 15 minut pii 80 °C a sloupnou se z desky.
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K usnadnéni separace filmu od podlozky se podlozka s vytvofenym filmem ponoti do vo-
dy. V pripadé potieby se filmy jesté proplachnou vodou a nechaji se vysusit pii pokojové

teploté. [16]

Nevyhodou keratinovych filmii pfipravenym metodou liti vodnych roztokti reduko-
vanych keratini bez pfidavku aditiv je jejich kiehkost. Dal$i nevyhodou jsou limitované
moznosti tvarovani filmi do pozadovaného tvaru. Tyto nevyhody lze piekonat pouzitim

lisovani, jako alternativni metody pro ptipravu keratinovych filmii. [17]
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4 APLIKACE KERATINOVYCH HYDROLYZATU

Z velké ¢asti se keratinové hydrolyzaty vyuzivaji jako zdroj proteinu pii vyziveé do-

bytka a jinych domestikovanych zvirat, jelikoz obsahuji velké mnozstvi proteint. [19, 20]

Vodné roztoky redukovaného keratinu se pouzivaji pro piipravu obalovych materia-
I pro mikrokapsule. Enkapsuluji se zejména barviva, ochucovadla, ving, 1éCiva, oleje a
tuky. Vyhoda enkapsulace spociva v tom, Ze enkapsulovana substance si zachovava svoji

aktivitu po del$i dobu a je mozné regulovat jeji uvoliiovani na specifickém misté. [16]

Keratinové hydrolyzaty mohou byt také pouzivany v potravinafstvi jako ochranné

povlaky a obaly na maso, driibez a ryby. [16]

Mal¢ keratinové fragmenty ziskané hydrolyzou keratinu se pouzivaji jako pfidavek
do vlasové kosmetiky a krémtl. Keratinové fragmenty se vazi na strukturu vlasu a zpeviuji

ho, zaroven vytvaieji na pokozce i na vlasu ochrannou vrstvu. [16, 27]

Dal$im vyuzitim miaze byt pouziti keratinovych hydrolyzati ke kone¢né upravé
vlaken lyka, takto upravené vlakna vykazuji zvyseni tahovych vlastnosti. Hydrolyzat mize
byt pouzit 1 pii Gpravé nasaklého dieva, tato Gprava potlacuje nadmérné vysychani dieva

Vv pribehu jeho schnuti. [21]

Vlakna vyrobend z keratinovych hydrolyzati se mohou uplatnit pii vyrobé kompo-
zitnich materialt s jinymi biopolymery nebo syntetickymi polymery (napt. PE). Kompozit-
ni materialy slozené z keratinu a celulézy se mohou pouzit v zeméd¢€lstvi jako komposto-

vatelné obaly. [28, 29]

Keratinové hydrolyzaty se také mohou vyuZzivat v zeméd¢lstvi jako hnojiva a stimu-

latory riistu, pro svlij vysoky obsah aminokyselin. [30]

Také se keratinové hydrolyzaty mohou pouzivat jako Zzivna ptuda pro kultivaci mik-

roorganismu, nebo jako ptisada do zivnych médii. [31]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 PLANOVANI EXPERIMENTU

Cilem experimentd bylo posoudit moznosti alkalicko-enzymového rozkladu ovéi
viny a navrzeni optimalnich podminek rozkladu. Experimenty zamétené na rozklad ov¢i
viny byly provedeny v laboratornich podminkach. Byla pozita metoda 2 - fdzového rozkla-
du, kdy v 1. fazi byla vlna podrobena alkalické hydrolyze za definovanych podminek (tep-
lota, cas, doba michani). Jako alkalie byl pouzit hydroxid vapenaty o riznych koncentra-
cich. Ve 2. fazi byla vlna podrobena enzymové hydrolyze za definovanych podminek (pH,
teplota, ¢as, doba michani, pfidavek enzymu). Jako enzymovy preparat byly pouzity protei-
nazy Esperase 6.0 T a Evarlase 6.0 T (vyrobce Novozymes, Dansko).

Pred 2 - fazovym rozkladem byla ovéi vina v piipravnych operacich vycisténa, od-

tucnéna enzymem Lipex 100 T (vyrobce Novozymes, Dansko), vysuSena a namleta.

Experimenty byly naplanovany metodou faktorovych pokusi 2% tzn. pokusy se tte-
mi sledovanymi faktory pfi dvou trovnich (minimalni a maximalni) se dvéma stiedovymi
pokusy. Faktorové pokusy 23 otestovaly vlivy jednotlivych proménnych na pribéh reakce.
Sledované proménné: faktor A - koncentrace hydroxidu vapenatého (0,2 — 0,6%), faktor B
- teplota 1. faze hydrolyzy - alkalicka hydrolyza (40 — 80 °C), faktor C - teplota 2. faze
hydrolyzy - enzymova hydrolyza (40 — 60 °C). Celkova doba 1. i 2. faze hydrolyzy byla
konstantni 24 hodin. Z celkové doby hydrolyzy byla konstantni i doba michani (6 hodin) a

koncentrace enzymu (5%). Experimenty byly provedeny se dvéma riznymi enzymy.

Po rozkladu byla zbyla nerozlozena tuha faze a kapalna faze (keratinovy hydrolyzat)
oddélena a gravimetricky se zjistilo procento nerozlozené viny. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny v programu Statgraphics verze 6,0 a byly stanoveny optimalni podminky roz-

kladu ov¢i viny. Byla provedena diskuze vysledki, grafické a tabelarni zpracovani.
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Tabulka 3: Ptehled organizace faktorovych pokusti dvoustupiiové hydrolyzy
Podminky alkalicko-enzymového rozkladu ov¢i viny
Faktor A: Faktor B: Faktor C:
Experiment Koncentrace TepI(?ta 1. fazeT hy’d- Teplrota 2. faze hyq-
5 Ca(OH) rolyzy (alkalicka rolyzy (enzymova
c. 2 hydrolyza) hydrolyza)
%
1 0,2 40 40
2 0,2 40 60
3 0,2 80 40
4 0,2 80 60
5 0,6 40 40
6 0,6 40 60
7 0,6 80 40
8 0,6 80 60
Tabulka 4: Prehled organizace stfedovych pokusi dvoustupiiové hydrolyzy
Podminky alkalicko-enzymového rozkladu ov¢i viny
Faktor A: Faktor B: Faktor C:
Experiment Koncentrace Tep19ta 1. faze' hy’d- Teplrota 2. faze hyq-
5 Ca(OH), rolyzy (alkalicka rolyzy (enzymova
c. hydrolyza) hydrolyza)
(%) OC OC
(C) (C)
1 0,4 60 50
2 0,4 60 50

U strfedovych pokusii znac¢i experiment ¢islo 1 dvoustupiiovou hydrolyzu s enzymem Espe-

rase 6.0 T a experiment ¢islo 2 dvoustupiiovou hydrolyzu s enzymem Everlase 6.0 T.
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6 MATERIALY A POSTUPY PRACE

6.1 Vstupni material

Vstupnim materidlem byla odpadni ov¢i vina dodana z jatek. Slozeni surové ovci

viny je uvedeno v tabulce 5.

Tabulka 5: Slozeni surové viny

Stanoveni Obsah (%) Smérodatna od-

chylka
Susina 91,56 0,13
Popel* 2,33 0,01
Tuk* 8,18 0,92
Dusik* 12,17 0,08
Sira* 2,51 0,28
* yztazeno na suSinu

6.2 Pouzité chemikalie

Enzym Lipex 100 T (Novozymes — Dansko)

Lipex je lipaza do detergentli produkovana submerzni fermentaci geneticky modifi-
kovaného kmene Aspergillus. Lipex §tépi jedlé tuky a oleje rozstépenim esterovych vazeb
Vv prvnich a ttetich pozicich tukové (glycerinové) molekuly. Produkty hydrolyzy jsou mo-
noglyceridy a diglyceridy a volné mastné kyseliny, které¢ jsou snadno dispergovany nebo
rozpu$tény ve vodnych roztocich. Lipex ma Sirokou substratovou specifiku a podporuje

hydrolyzu Siroké §kéaly riznych tukt a olejt.

Enzym Esperase 6.0 T (Novozymes — Dansko)

Esperase je proteinaza produkovana submerzni fermentaci mikroorganismu Bacil-
lus. Esterase je serinovy typ proteinazy charakterizovany vybornou u¢innosti pii vyssi tep-

loté a pH. Esperase je velmi aktivni za vysoce alkalickych podminek. Esperase se pouziva
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K odstranéni skvrn bilkovinného charakteru, napf. od travy, krve a nékterych potravin.

Esperase hydrolyzuje proteiny na peptidy, které se v roztoku snadno rozpoustéji nebo dis-

perguji.

Enzym Everlase 6.0 T (Novozymes — Dansko)

Everlase je proteinaza vytvofena proteinovym inzenyrstvim produkovana submerz-
ni fermentaci geneticky modifikovaného mikroorganismu Bacillus. Everlase se pouziva
K odstranéni skvrn bilkovinného charakteru, napf. od travy, krve a nékterych potravin.

Everlase hydrolyzuje proteiny na peptidy, které se v roztoku snadno rozpoustéji nebo dis-

perguji.

Ca(OH), (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR)
5N NaOH

1 N NaOH

5%- ni HCI

30%- ni HyO,, p. a. (Lachema, Brno, CR)

96%- ni H2SO4, p. a. (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR)

2%- ni H3BOs3 (Lachema, Brno, CR)
30%- ni NaOH (Ing. Petr Luke§, Uhersky Brod, CR)
0,02 N HClI

Tashirtv indikator  (UTB, Zlin, CR)
Tableta katalyzatoru

65%- ni HNOs, p. a. (Lachema, Brno, CR)
10% BaCl2. 2H20  (Lachema, Brno, CR)
Roztok AgNO; (UTB, Zlin, CR)

Destilovana voda
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6.3 PouZzité pristroje
Susarna MEMMERT ULP 400

SusSarna Binder WTB

( Némecko)

(Némecko)

Magneticka michacka s ohfevem IKA — RTC Basic (Némecko)

Teplotni ¢idlo IKA ETS — D4 fuzzy
Laboratorni michadlo LM 4 1

Muflova pec Labotherm L9/11/S27
Elektronické predvazky KERN 440 — 47
Elektronické analytické vahy KERN 770
Exsikator (s vysuSenym silikagelem)

pH metr WTW pH 526 s elektrodou
Elektricky vati¢ ETA 2107

Vodni lazen GFL 1002

Vodni lazen GFF 1041

Mineralizator Hach Digesdahl Digestion
Topné hnizdo 2000 ml LTHS 2000

Ptistroj Parnas-Wagner

Vakuova odparka Heidolph LABORA 4003 WB

Nozovy mlyn Fritch, velikost sita Imm
Lednicka Samsung Calex

Elektricka trouba MORA 524

6.4 Pouzité pomiicky

25 ml, 100 ml, 500 ml odmérné valce

250 ml Erlenmayerovy banky s gumovymi zatkami

(Némecko)

(Ceska republika)
(Nabertherm Némecko)
(Némecko)

(Némecko)

(Némecko)

(Ceska Republika)

(Némecko)

(Némecko)

(Dange USA)

(Brnénska Drutéva, Ceska republika)
(Ceska republika)

(Némecko)

(Némecko)

(Némecko)

(Ceska republika)
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Nalevky

400 ml kadinky

Hodinové sklicka

Filtradni papir KA 4 (Filpap, Ceska Republika)
Petriho misky

Pipety + balonky

Navazovaci lodicka

50 ml odmérné baiky

Mineraliza¢ni banky

Zihaci kelimky

Titracni banky

PAD tkanina na filtraci (velikost pora 150 um)
Plastové sito (velikost port Imm)

Tteci miska s tlouckem

Silikonové formy

6.5 Postup prace

6.5.1 Preduprava viny

300 g surové viny bylo nejdiive mechanicky zbaveno viditelnych necistot a duklad-

né proprano ve vod¢. 300 g viny bylo rozdéleno na dvé stejné velké poloviny. 150 g viny

bylo vlozeno do nadoby a pridalo se 7500 ml vody. 5N roztokem NaOH bylo upraveno pH

smési na hodnotu 8,0 (puvodni pH viny bylo kyselé cca pH = 5,8). Dale byla vina enzymo-

veé odtucnéna podle nasledujiciho postupu: Do nadoby se smési viny bylo pfidano 1,5 g

enzymu Lipex 100 T a vSe bylo promichano. Nadoba se smési byla umisténa do termostatu

a pii 40+2 °C se odtuciovala po dobu 24 hodin. B&hem této doby bylo obsahem obgas za-

michano.
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Po odtu¢néni byla vina dukladné proprana na situ pod tekouci vodou mirn¢ teplou a
nechala se vysusit pii 103+2 °C po 3 hodiny. Poté byla vIna opét proprana na situ pod
tekouci mirn¢ teplou vodou a nechala se susit pii 1032 °C po 24 hodin. Vysu$ena vlna
byla pomleta na nozovém mlyn¢ Fritch na malé kousky délce do 5mm. Upravena vina byla

uzaviena do exsikatoru, kde zustala ptipravena k pokustm.

Obr. 10: Odtucnené, pomletad vina

6.5.2 Alkalicko—enzymova hydrolyza ov¢i viny

Alkalicko-enzymova hydrolyza probihala ve dvou stupnich. V prvnim stupni, alka-
licka hydrolyza, byly proménlivymi parametry koncentrace alkalie (0,2% — 0,6%) a teplota
(40 — 80+2 °C). Do 8 Erlenmayerovych banék bylo na analytickych vahach navazeno (na
Ctyfi desetinnd mista) 10 g odtucnéné, vysusené a pomleté viny. Do prvnich ¢ty banék bylo
piidano 0,3 g Ca(OH), - koncentrace roztoku Ca(OH), byla 0,2%. Do zbylych ¢tyi banék
bylo ptidano 0,9 g Ca(OH), - koncentrace roztoku Ca(OH), byla 0,6%. Do vSech ban¢k
bylo odméteno 150 ml destilované vody a cely obsah banék byl dikladn¢€ promichan. Bylo
tteba dbat na to, aby veskerd vina byla smacena a nebyly zbytky viny na sténach. Banky
byly umistény do pifedem vyhiaté vodni 14zné o teploté 40+2 °C a 80+2 °C a michany mi-
chadly stanovenou dobu 6 hodin. Po uplynuti doby michani byly baniky umistény do inku-
béatort predehiatych na teploty 40+2 °C a 80+2 °C. Z celkové doby hydrolyzy 24 hodin byla
smés michana 6 hodin a 18 hodin inkubovana bez michani. Po ukonc¢eni inkubace (1. stup-

ni rozkladu) bylo upraveno pH smési na 9,0 £0,1 pfidanim 5% -ni HCI.
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Ve druhém stupni, enzymova hydrolyza, bylo pfidano 0,5 g enzymu — koncentrace
enzymu byla 5%, vztaZzeno na hmotnost suché viny. Sledovanym parametrem byla teplota
(40 — 60+2 °C). Baiiky byly umistény na predem vyhiaté vodni 1azné o teploté 40+2 °C a
60+2 °C a michany michadly stanovenou dobu 6 hodin. Po uplynuti doby michani byly
batiky umistény do inkubatorii pfedehiatych na teploty 40+2 °C a 60+2 °C. Z celkové doby
hydrolyzy 24 hodin byla smés michana 6 hodin a 18 hodin inkubovana bez michani. Po
ukonceni inkubace bylo zméteno pH a vzorky byly prefiltrovany ptes 20 vrstev PAD tkani-
ny. Tuhé faze byly nasledn& vysuseny pii 103+2 °C po dobu 24 hodin. Po vyjmuti ze susar-
ny a vychladnuti v exsikatoru zvazeny. Kapalné faze byly zahiany nad teplotu 80+2 °C, aby
doslo k deaktivaci enzymu. Dale byly kapalné faze zahustény na jednu polovinu objemu na
vakuové odparce. Zahusténé kapalné faze byly nality do silikonové formy a vysuSeny
Vv su$arné pii teploté 70+2 °C. Vysusené hydrolyzaty byly rozdrceny na prasek ve tfeci mis-
ce a vlozeny do exsikatoru. Z vysusSenych a zvazenych tuhych fazi byla stanovena ucinnost

(m) hydrolyzy podle vztahu:

m
n= 100—(—1*100J (%) (7)
n
my ... hmotnost nerozloZeného podilu (g)
n ... navazka vzorku (g)

Alkalicko—enzymova hydrolyza byla provedena vySe popsanym postupem shodné

se dvéma rtuznymi enzymy Esperase 6.0 T a Everlase 6.0 T.
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Obr.v11: Kapalna faze po alkalicko— Obr. 12: Tuha faze po alkalicko—

enzymovém rozkladu ovci viny enzymovém rozkladu ovci viny

Obr. 13: Zahustend, vysuSend a rozdrcenad kapalna faze (hydrolyzat)

6.6 Analytické metody

6.6.1 Stanoveni obsahu popelovin
Stanoveni bylo provadéno ze susiny (pfi 103+1 °C). Na analytickych vahach s pies-
nosti 0,0001 g se zvazi prezihany a vychladnuty kelimek z kiemicitého, zaruvzdorného

skla. Na analytickych vahach se navazi do kelimku asi 1,0 g nerozlozené faze. Navazka
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vzorku v kelimku byla opatrné spalena. Prvni etapa spalovani byla provadéna nad kahanem
30 minut az do svého zuhelnaténi. Ve druhé etapé byl vzorek vyzihan v muflové peci pii
550+4 °C po dobu 60 minut. Poté byl Zihaci kelimek se vzorkem vychlazen v exsikatoru a
bylo zvazeno a pfepoc¢itano mnozstvi popelovin ve vzorku. Mnozstvi popelovin (mp) se

prepocitalo podle vztahu:

m, =2 —Me %100 (96) ®)
Ny
Mg ... hmotnost zihaciho kelimku bez vzorku (g)
my ... hmotnost zihaciho kelimku véetné vzorku po vyzihéni (g)
NH ... Navazka hydrolyzatu vysuseného pii 103°C ()

6.6.2 Stanoveni siry

Vzorek hydrolyzatu se zmineralizuje a sirany se v zmineralizovaném produktu sta-
novi gravimetricky. lonty SO, reaguji ve slab& okyseleném prostfedi s ionty Ba * 7a

vzniku velmi malo rozpustné sraZeniny siranu barnatého:
S0,% + Ba* — BaSO, (9)

Do Kjeldahlovy baiiky bylo navdzeno 1,5 g odtucnéné viny. Bylo ptidano 50 ml
koncentrované kyseliny dusi¢né. Vznikla smés byla mineralizovana 2 hodiny do vymizeni
poslednich zbytkd uhliku a vycefeni roztoku. Pficemz byly po kazdych 15 minutach vareni
ptidavany 3 ml 30% -niho peroxidu vodiku. Peroxid vodiku byl ptidavan po kapkach pies
nalevku s tizkou kapilarou. Po ochlazeni byl roztok opatrné prelit do 200 ml odmérné ban-
ky a dolit destilovanou vodou az po znacku. VVzorek byl prefiltrovan a jiz nebyl dopliovan
vodou. Smés byla pielita do 600 ml kadinky a zahfana k varu. Za stalého michani bylo ke
smési pfidavano po castech 120 ml horkého roztoku 10% -niho chloridu barnatého, nez se
vytvofila srazenina. Smeés byla asi 1 minutu michana a poté byla vafena na vodni lazni po

dobu 1 hodiny.

Smés se nechala 24 hodin odlezet. Vznikla sraZenina byla filtrovana pfes filtrani
papir KA 4. SraZenina byla promyvana horkou destilovanou vodou, dokud nebyly odstra-
nény veskeré chloridy. ZkousSka na chloridy ve vzorku byla provadéna roztokem dusi¢nanu

stiibrného. Pokud byly chloridy pfitomny ve vzorku, pfidavek dusi¢nanu stiibrného zpiiso-
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boval mlééné zakaleni. Filtr se srazeninou byl vysusen pfi teploté 103+2 °C a poté byl pie-
nesen do predem vyzihaného a zvazené¢ho kelimku z kiemenného skla. Filtr spolecné se
srazeninou byl opatrné zpopelnén po dobu cca 30 minut nad kahanem, a poté byl kelimek
7ihan v muflové peci pfi teploté 6504 °C po dobu 2 hodin. Po ochlazeni v exsikatoru byl

kelimek zvazen.

Mnozstvi siranll ve vzorku se vypocita podle vzorce:

. _ mBaSO,.f (10)
¢, (50,%) = f“p.loo
Cm (8042') ...mnozstvi sirantt v %
mBaSO,; ...hmotnost BaSO,zjisténa vaZzenim v ¢
fp ...stechiometricky prepotitavaci faktor, pro prepocet BaSO4na SO,%, f = 0,412
n ...navazka vzorku na stanoveni v g
Ptepocet na mnoZstvi siry:
M (S) ). (11)
Cm(S)=—<—5—.¢, (SO
o) = g0 - o (0:°)

Cm (8042') ...mnozstvi siranu v %
Cm (S) ...mnozstvi siry v %
M (SO4*) ...molarni hmotnost sirani 96,056 g/mol

M (S) ...molarni hmotnost siry 32,06 g/mol

6.6.3 Mikrochemické stanoveni dusiku — Micro-Kjeldahlova metoda (upraveny po-

stup)

Do mineraliza¢ni baiiky bylo navézeno na analytickych vahach 0,2 g vzorku s pies-
nosti na 0,0001 g. Dale bylo pfidano 5,6 ml koncentrované kyseliny sirové, 20 ml 0,02N
HCI a tableta katalyzatoru. Mineraliza¢ni baika byla vlozena do mineralizatoru, kde pfi
teploté 480+2 °C probihala mineralizace do vycefeni vzorku (1 — 1,5 hodiny). Po ukon&eni
mineralizace se obsah z mineraliza¢ni banky nechal zchladnout, poté byl zfedén malym

mnozstvim vody. Po rozpusténi pevnych casti byl prelit do 50 ml odmérné banky a doplnén
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po rysku destilovanou vodou. Do nalevky Parnas-Wagnerova piistroje bylo odpipetovano
25 ml mineralizatu a 20 ml roztoku NaOH, do ptedlohy Parnas-Wagnerova pfistroje bylo
nalito 15 ml 2% -ni H3BO3. Od poc¢atku varu destilace probihala cca 20 minut a uvolnény
amoniak se s vodni parou jimal do piedlohy. Po dokonceni destilace bylo do ptredlohy pii-

dano par kapek Tashirova ¢inidla a vzorek byl titrovan 0,02N HCI do rtizového zbarveni.

Procentuelni obsah dusiku ve vzorku se vypocita podle vzorce:

V.c.14,007.2 (12)
%N = .100
Ny
\Y ...objem odmérného roztoku HCI spotifebovany na titraci (ml)
c ...molarni koncentrace HCI (¢ = 0,02 mol.I'™")

N ...navazka hydrolyzatu vysuseného pii 103 °C (mg)
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Alkalicko—enzymova hydrolyza ov¢i viny s enzymem Esperase 6.0 T

V tabulce 6 jsou uvedeny podminky rozkladu ov¢i viny dvoustupnovou alkalicko—
enzymovou hydrolyzou s enzymem Esperase 6.0 T a v tabulce 7 jsou uvedeny vysledky

rozkladu.

Tabulka 6: Podminky rozkladu ov¢i viny dvoustupiiovou alkalicko—enzymovou hydrolyzou

s enzymem Esperase 6.0 T

Faktor A: Faktor B: Faktor C:
Experiment ¢. Koncentrace Teplota 1. faze Teplota 2. faze
Ca(OH); (%) hydrolyzy (°C) hydrolyzy (°C)
1 0,2 40 40
2 0,2 40 60
3 0,2 80 40
4 0,2 80 60
5 0,6 40 40
6 0,6 40 60
7 0,6 80 40
8 0,6 80 60
Stiedové pokusy 0,4 60 50

Tabulka 7: Vysledky rozkladu ov¢i viny dvoustupiiovou alkalicko—enzymovou hydrolyzou

s enzymem Esperase 6.0 T

Experiment | Vstup vin Ptidavek . Utinnost p H’po ukoq-
P & (S) ’ enzymu () Tuhd faze () | 171lady %) | “™ hzyjr(ﬂy'
1 10,0370 0,5008 8,9588 10,7423 8,64
2 10,0291 0,5047 8,1886 18,3516 7,53
3 10,0431 0,5027 8,8321 12,0580 8,07
4 10,0479 0,5012 7,5001 25,3565 7,18
5 10,0782 0,5021 8,3205 17,4406 8,46
6 10,0556 0,5041 7,3778 26,6299 7,70
7 10,0098 0,5004 5,4168 45,8850 8,55
8 10,0975 0,5042 3,7502 62,8601 7,79
Stied. p. 1 9,9987 0,5049 17,7675 22,3149 8,09
Stied. p. 2 10,0215 0,5053 7,8397 21,7712 8,10
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V tabulce 8 jsou uvedeny hodnoty Fischerova testu, které vyjadiuji statistickou vy-
znamnost vlivu faktorti na Gc¢innost rozkladu pro zvolené parametry a jejich interakce.
Vsechny sledované faktory jsou statisticky vyznamné a maji vliv na mnozstvi vytézku.
Nejvétsi vliv na mnozstvi vytézku ma faktor A: Koncentrace Ca(OH),, zatimco nejmensi

vliv na mnozstvi vytézku ma faktor C: Teplota 2. faze rozkladu.

Tabulka 8: Analyza rozptylu a Fischerova testu statistické vyznamnosti vlivu faktor na

mnozstvi vytézku

Sledované faktory VS oucetc F-test
Ctvercu

A: Koncentrace Ca(OH), 930,53 59,51
B: Teplota 1.faze rozkladu 665,76 42 58
C: Teplota 2.faze rozkladu 276,6 17,69
Interakce AB 397,34 25,41
Interakce AC 3,48 0,22
Interakce BC 22,78 1,46
Celkova chyba 46,91
Celkova chyba (kor.) 2342 4
FQS%krit = 10,13

Mnozstvi vytézku je popsano nasledujici rovnici a jejim korelacnim koeficientem (RZ):

Y =22,21 - 68,29A — 0,67B — 0,05C + 1,76AB + 0,33AC + 0,01BC ; R* = 0,97998

Vliv parametr alkalicko—enzymového rozkladu na mnozstvi vytézku je popsan
pomoci vrstevnicovych diagramt (Obr. 14 — 16). Obrazek 14 znazoriuje vliv teploty 1.
faze rozkladu (t;) a teploty 2. faze rozkladu (t;) na mnozstvi vytézku pii pouziti 0,2%
Ca(OH), a 0,6% Ca(OH),. Z diagramu je patrné, ze pii minimech sledovanych parametra
(t; = 40 °C a t, = 40 °C) bylo v 0,2% Ca(OH), ziskéno jen 11,41% vytézku, ale v 0,6%
Ca(OH); bylo ziskano 20,65% vytézku. P¥i maximech sledovanych parametri (t; = 80 °C a
t, = 60 °C) bylo v 0,2% Ca(OH); ziskano jen 23,08% vytézku, zatimco v 0,6% Ca(OH),
bylo ziskano jiz 56,99% vytézku, coz je témet o 34% vétsi vytézek. Ze sklonu kiivek lze
vypozorovat, ze vliv teploty 1. faze rozkladu (t1) je vyssi nez vliv teploty 2. faze rozkladu
(t2) pti pouziti 0,6% Ca(OH),. Naopak pii pouziti 0,2% Ca(OH); je vliv teploty 1. faze roz-

kladu (t;) nizs8i nez vliv teploty 2. faze rozkladu (tp).
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% vytezek pfi koncentraci Ca(OH).=0,2% 9% vytézek pfi koncentraci Ca(OH), = 0,6%

60} 123,08 60::"
56 121,63 56
: 120,17 [
52} 18,71 52!
2(C) s, J172s RCC) |
40
115,79 48
44/ ’ 44-
AOC oo 4017
40 50 60 70 80

t1 (°C)

Obr. 14: Viiv teploty 1. faze rozkladu () a teploty 2. faze rozkladu (t;) na mnozstvi vytezku

Na obrazku 15 je znazornén vliv koncentrace Ca(OH); a teploty 2. faze rozkladu
(t2) na mnozstvi vytézku pii riznych teplotdch 1. fize rozkladu (t;): 40 °C a 80 °C.
Z diagramu je patrné, Ze pii minimech sledovanych parametrii (koncentrace Ca(OH), =
0,2% a t, = 40 °C) byl pii teploté 40 °C v 1. fazi rozkladu (t;) vytézek jen 11,54%, téméf
stejny vytézek 15,81% byl pii teploté 80 °C v 1. fazi rozkladu (t;). P¥i maximech sledova-
nych parametrd (koncentrace Ca(OH), = 0,6% a t, = 60 °C) byl pfi teplot& 40 °C v 1. fazi
rozkladu (t;) vytézek jen 24,23%, pfi teploté 80 °C v 1. fazi rozkladu (t1) byl vytézek zvy-
Sen zhruba o 32% na 56,45%. Ze sklonu ktivek diagramii mizeme vyvodit, ze koncentrace

Ca(OH ), ma vyrazngjsi vliv na vytézek, predevsim pii teploté 80 °C v 1. fazi rozkladu (ty).
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% vytézek pfit1 = 40 °C % vytéZzek pfit1 = 80 °C

24,23 ‘
22.64 156,45
| t2 (°C) |
] 21,08 | 51,37
119,47
17,88 ;
‘ 146,29
116,30 400720 i
0,2 0,3 0,4 0’5 0,6 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konc. Ca(OH); (%) konc. Ca(OH), (%)

Obr. 15: Vliv koncentrace Ca(OH); a teploty 2. faze rozkladu (ty) na mnoZstvi vytezku

Vliv koncentrace Ca(OH), a teploty 1. faze rozkladu (t;) na mnozstvi vytézku pii
riiznych teplotach 2. faze rozkladu (t,): 40 °C a 60 °C je znazornén na obrazku 16. Ze sklo-
nu kiivek lze vypozorovat, ze vliv koncentrace Ca(OH); a teploty 1. faze rozkladu (t;) na
mnozstvi vytézku je skoro stejny. Pifi minimech sledovanych parametrli (koncentrace
Ca(OH); = 0,2% a t; = 40 °C) byl pii teploté 40 °C v 2. fazi rozkladu (tp) vytézek 13,47%,
pii teploté 60 °C v 2. fazi rozkladu (t,) byl vytézek 21,47%. Pii maximech sledovanych
parametrid (koncentrace Ca(OH), = 0,6% a t; = 80 °C) byl pii teploté 40 °C v 2. fzi rozkla-
du (tp) vytézek 41,56%, pii teploté 60 °C v 2. fazi rozkladu (t,) byl vytézek 57,08%.

% vﬁéiek p,‘fl 12 =40 OC % \/Ytéz"ek pfl t2 = 6OOC
80r 80K ‘
| | | | | 41,56 | 157,08
205NNy 38,05 700 1 52,63
: ‘ | , 34,54 | 148,17
31,02 (°C) 60 - }: 43,72
| 27,51 L 139,27
50 24,00 50 | f 34,82
: 20,49 ‘ 13037
400, 400 g
02 03 0, 4 0 5 0 6 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
konc. Ca(OH); (%) konc. Ca(OH), (%)

Obr. 16: Vliv koncentrace Ca(OH), a teploty 1. faze rozkladu (t,) na mnozstvi vytézku
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7.2 Alkalicko—enzymova hydrolyza ov¢i viny s enzymem Everlase 6.0 T

V tabulce 9 jsou uvedeny podminky rozkladu ov¢i viny dvoustupniovou alkalicko—
enzymovou hydrolyzou s enzymem Everlase 6.0 T a v tabulce 10 jsou uvedeny vysledky

rozkladu.

Tabulka 9: Podminky rozkladu ov¢i viny dvoustupniovou alkalicko—enzymovou hydrolyzou

s enzymem Everlase 6.0 T

Faktor A: Faktor B: Faktor C:
Experiment €. Koncentrace Teplota 1. faze Teplota 2. faze
Ca(OH), (%) hydrolyzy (°C) hydrolyzy (°C)
1 0,2 40 40
2 0,2 40 60
3 0,2 80 40
4 0,2 80 60
5 0,6 40 40
6 0,6 40 60
7 0,6 80 40
8 0,6 80 60
Sttedové pokusy 0,4 60 50

Tabulka 10: Vysledky rozkladu ov¢i viny dvoustupnovou alkalicko—enzymovou hydroly-

zou s enzymem Everlase 6.0 T

Experiment | Vstup vin Pridavek . ucinnost roz- p H’po ukon’-
P & (z) y enzymu () Tuha faze (g) Kladu (%) ceni hz};iroly-
1 10,0733 0,5077 9,2603 8,0708 8,72
2 10,0576 0,5078 8,9297 11,2144 7,68
3 10,0503 0,5015 8,9366 11,0813 8,11
4 10,0624 0,5086 8,4458 16,0657 7,39
5 10,0001 0,5035 8,7227 12,7739 8,82
6 10,0617 0,5013 8,7788 12,7503 7,65
7 10,0112 0,5057 6,8198 31,8782 8,61
8 10,0322 0,5009 5,8191 41,9958 7,72
Stied. p. 1 9,9677 0,5031 8,6529 13,1906 8,67
Stied. p. 2 10,0139 0,5035 8,5028 15,0900 8,88
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V tabulce 11 jsou uvedeny hodnoty Fischerova testu, které vyjadiuji statistickou
vyznamnost vlivu faktorti na U¢innost rozkladu pro zvolené parametry a jejich interakce.
Pouze faktor A: Koncentrace Ca(OH), a faktor B: Teplota 1. faze rozkladu jsou statisticky
vyznamné a maji vliv na mnozstvi vytézku. Nejveétsi vliv na mnozstvi vytézku ma faktor B:
Teplota 1. faze rozkladu, zatimco nejmensi vliv na mnozstvi vytézku ma faktor C: Teplota
2. faze rozkladu, tento faktor neni ani statisticky vyznamny pro takto zvolené podminky pfi

rozkladu ov¢i viny.

Tabulka 11: Analyza rozptylu a Fischerova testu statistické vyznamnosti vlivu faktori na

mnozstvi vytézku

Sledované faktory VS oucetc F-test
Ctvercu

A: Koncentrace Ca(OH), 350,73 28,33
B: Teplota 1.faze rozkladu 395,23 31,92
C: Teplota 2.faze rozkladu 41,54 3,36
Interakce AB 204,93 16,55
Interakce AC 0,49 0,04
Interakce BC 17,97 1,45
Celkova chyba 37,14
Celkova chyba (kor.) 1048,03
Fg5%krit = 10,13

Mnozstvi vytézku je popsano nasledujici rovnici a jejim korelaénim koeficientem (RZ):
Y = 26,99 — 48,97A — 0,53B — 0,21C + 1,27AB + 0,12AC + 0,01BC ; R? = 0,96456

Na obrazcich 17 — 19 jsou znazornény vrstevnicové diagramy rozkladu ov¢i viny
dvoustupnovou alkalicko—enzymovou hydrolyzou pii riznych podminkach. Obrazek 17
znéazornuje vliv teploty 1. faze rozkladu (t1) a teploty 2. faze rozkladu (t2) na mnoZstvi vy-
tézku pii pouziti 0,2% Ca(OH), a 0,6% Ca(OH),. Z diagram je patrné, ze pii minimech
sledovanych parametrti (t; = 40 °C a t; = 40 °C) bylo v 02% Ca(OH); ziskano jen 9,09%
vytézku, ale v 0,6% Ca(OH), bylo ziskano 13,84% vytézku. Pii maximech sledovanych
parametrii (t; = 80 °C a t, = 60 °C) bylo v 0,2% Ca(OH), ziskano jen 15,49% vytézku, za-
timco v 0,6% Ca(OH); bylo ziskano jiz 37,22% vytézku, coz je skoro 0 22% vétsi vytézek.
Sklon kfivek u obou diagrami je rozdilny. Ze sklonu kiivek diagramu pii pouziti 0,6%
Ca(OH); Ize vypozorovat, ze vliv teploty 1. faze rozkladu (t1) je vys$si nez vliv teploty 2.
faze rozkladu (tp). Pfi pouziti 0,2% Ca(OH); je vliv faktoru ptiblizné stejny.
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Obr. 17: Viiv teploty 1. faze rozkladu (1) a teploty 2. faze rozkladu (t;) na mnozstvi vytezku

Na obrazku 18 mtzeme sledovat vliv koncentrace Ca(OH); a teploty 2. faze roz-
kladu (t2) na mnozstvi vytézku pii riiznych teplotach 1. fize rozkladu (t;): 40 °C a 80 °C.
Z diagramu je patrné, Ze pii minimech sledovanych parametrii (koncentrace Ca(OH), =
0,2% a t, = 40 °C) byl pii teploté 40 °C v 1. fazi rozkladu (t;) vytézek jen 8,76%, vytézek
12,32% byl pii teploté 80 °C v 1. fazi rozkladu (t;). P¥i maximech sledovanych parametri
(koncentrace Ca(OH), = 0,6% a t, = 60 °C) byl pii teploté 40 °C v 1. fazi rozkladu (t1) vy-
tézek jen 12,50%, pii teploté 80 °C v 1. fazi rozkladu (t;) byl vytézek téméi o 25% vyssi.
Z kiivek diagramti mizeme vyvodit, Ze koncentrace Ca(OH ), ma mnohem vyrazngjsi vliv

na vytézek nez teplota 2. faze rozkladu.
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Obr. 18: Vliv koncentrace Ca(OH);, a teploty 2. faze rozkladu (t;) na mnozstvi vytézku

Vliv koncentrace Ca(OH), a teploty 1. faze rozkladu (t;) na mnozstvi vytézku pti

riiznych teplotach 2. fize rozkladu (t,) - 40 °C a 60 °C je znazornén na obrazku 19. Ze sklo-

nu kiivek Ize vypozorovat, Ze vliv koncentrace Ca(OH); a teploty 1. faze rozkladu (t;) na

mnozstvi vytézku je skoro stejny. Pfi minimech sledovanych parametrii (koncentrace
Ca(OH), = 0,2% a t; = 40 °C) byl pti teploté 40 °C v 2. fazi rozkladu (tp) vytézek 10,67%,
pii teploté 60 °C v 2. fazi rozkladu (tz) byl vytézek velmi podobny, a to 12,44%. P¥i maxi-

mech sledovanych parametrti (koncentrace Ca(OH), = 0,6% a t, = 80 °C) byl pii teploté
40 °C v 2. fazi rozkladu (tp) vytézek 29,72%, pii teploté 60 °C v 2. fazi rozkladu (t2) byl
vytézek 37,07%.
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Obr. 19: Vliv koncentrace Ca(OH); a teploty 1. faze rozkladu (t1) na mnozstvi vytézku

7.3 Vysledky stanoveni analytickych metod

7.3.1 Vysledky stanoveni obsahu popelovin

Stanoveni obsahu popelovin bylo provedeno u tuhych fazi metodou Zihani (postup
metody je popsan vyse) a u keratinovych hydrolyzati TGA analyzou. TGA analyzou byl
také stanoven obsah suSiny v keratinovych hydrolyzatech. U obou metod byly stanoveny
obsahy popela pouze u nejvice rozlozenych vzorkt — experiment 8 (parametry hydrolyzy: ¢
= 0,6%; t; = 80 °C; t, = 60 °C) a nejméné rozlozenych vzorkd — experiment 1 (parametry
hydrolyzy: ¢ = 0,2%; t; = 40 °C; t, = 40 °C). Obsah popelovin byl také stanoven u stiedo-

vych pokust. Vysledky stanoveni obsahu popelovin jsou v tabulce 12.
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Tabulka 12: Vysledky stanoveni obsahu popelovin a susiny

Obsah popela (%) Obsa(l;/:)uﬁiny
Experiment Tuha faze Kerat“;g;’a}l’thydro- Keratn;;;/zt hydro-
8 * 4,14 24,13 96,61
8** 4,19 35,85 95,34
1~ 2,12 34,65 97,14
1** 2,43 33,86 95,62
sttedové pokusy * 2,46 32,37 96,13
sttedové pokusy ** 2,46 26,06 95,74

* experiment s enzymem Esperase 6.0 T

** experiment s enzymem Everlase 6.0 T

U keratinovych hydrolyzatli byla provedena termogravimetricka analyza (TGA)
v rozsahu teplot 25 — 600 °C. Rychlost vyhiivani dT/dt byla nastavena na 20 °C/min, pii
dosazeni 600 °C byla tato teplota udrzovana po dobu 120 minut. Po konci expozice byla

z kfivky TGA odeétena susina pti 103 °C a popel po ukondeni expozice.

Obsah popela je mnohem mensi v tuhych fazich nez v samotném hydrolyzatu.
U tuhych fazi je obsah popela zhruba dvakrat vyssi u experimentli 8 (nejvice rozloZené
vzorky) nez ve zbyvajicich vzorcich. Naopak je tomu u keratinovych hydrolyzati kde vétsi
obsah popela obsahuji experimenty 1 (nejméné rozlozené vzorky) nez experimenty 8.

Obecné je obsah popela v hydrolyzatech pomérné vysoky.

7.3.2 Vysledky stanoveni siry

Stanoveni siry bylo provedeno pouze u keratinovych hydrolyzatii, a to u nejvice
rozlozenych vzorki, nejméné rozlozenych vzorki a stfedovych pokust. Vysledky stanove-

ni siry jsou znazornény v tabulce 13.
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Tabulka 13: Vysledky stanoveni siry

Experiment Obsabh siry (%)
8 * 2,98
8 ** 4,08
1* 6,07
1** 6,54
sttedové pokusy * 5,47
sttedové pokusy ** 9,62

* experiment s enzymem Esperase 6.0 T

** experiment s enzymem Everlase 6.0 T

Z vysledki stanoveni siry vyplyva, ze obsah siry ve vys§i U experimentli 1 nez u

experimentt 8. Celkové nejvyssi obsah siry je u hodnoty stiedového pokusu s enzymem

Everlase 6.0 T.

7.3.3 Vysledky stanoveni dusiku

Obsah dusiku byl stanoven u keratinovych hydrolyzati i u tuhych fazi. Opét pouze

u nejvice rozlozenych vzorkl, nejméné rozlozenych vzorkl a sttedovych pokust. Vysledky

stanoveni dusiku jsou znazornény v tabulce 14.

Tabulka 14: Vysledky stanoveni dusiku

Obsah dusiku (%)

Experiment Tuhé faze Keratinovy hydrolyzat
8 * 12,86 11,10
g ** 11,53 9,87
1* 14,09 6,85
1** 14,14 5,27
sttedové pokusy * 13,87 8,44
sttedové pokusy ** 14,24 6,80

* experiment s enzymem Esperase 6.0 T

** experiment s enzymem Everlase 6.0 T

Z vysledkt je patrné, Ze obsah dusiku je vyssi u tuhych fazi nez u hydrolyzati. U

experiment 1 je obsah dusiku tuhych fazi podstatné vyssi nez u hydrolyzati. Podstatné

mensi rozdil v obsahu dusiku je mezi tuhou fazi a hydrolyzatem u experimentt 8.
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7.4 Porovnani vysledki

Vyssi ucinnosti rozkladu alkalicko—enzymové hydrolyzy ov¢i viny bylo dosazeno
s pouzitim enzymu Esperase 6.0 T. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno s pouzitim enzymu
Esperase 6.0 T v experimentu 8 (parametry hydrolyzy: ¢ = 0,6%; t; = 80 °C; t, = 60 °C),
kde uc¢innost rozkladu byla 62,86%. Pfi nejmirnéjsich podminkach rozkladu — experiment
1 (parametry hydrolyzy: ¢ = 0,2%; t; = 40 °C; t, = 40 °C) bylo rozlozeno pouze 10,74%
puvodni navazky viny. Z vysledka Ize pozorovat, ze s rostoucimi teplotami 1. i 2. faze roz-
kladu a s rostouci koncentraci Ca(OH); G¢innost rozkladu roste. Nejvétsi vliv na mnozstvi

vytézku ma koncentrace Ca(OH),, zatimco nejmensi vliv ma teplota 2. faze rozkladu.

Alkalicko—enzymova hydrolyza ovéi viny s enzymem Everlase 6.0 T dosahuje nizsi
ucinnosti rozkladu, nez tomu bylo pfi pouziti enzymu Esperase 6.0 T. Nejvyssi acinnost
rozkladu vykazovat také experiment 8 (parametry hydrolyzy: ¢ = 0,6%; t; = 80 °C; t, =
60 °C), pii rozkladu za téchto podminek bylo rozloZzeno 42% ptvodni navazky viny. Cel-
=40 °C; t, = 40 °C) s enzymem Everlase 6.0 T, vytézek byl pouze 8,1%. Nejvétsi vliv na
mnozstvi vytézku ma teplota 1. faze rozkladu, zatimco nejmensi vliv na mnoZstvi vytézku
ma teplota 2. faze rozkladu, tento faktor neni ani statisticky vyznamny a nema vliv na

mnozstvi vytézku.
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ZAVER

Teoretickd cast diplomové prace se ve svém uvodu vénuje slozeni keratinu, jeho
makromolekularni struktufe a riznym chemickym reakcim keratinu. Dale je popsana ov¢i
vlna, jeji morfologicka a histologicka stavba, slozeni viny a jeji vlastnosti. Teoreticka ¢ast
se rovné€Z zabyva zpracovanim keratinovych odpadu, zejména piipravou keratinovych hyd-
rolyzatii z odpadniho keratinu kozedélného a masného prumyslu. V zavéru jsou uvedeny

moznosti aplikaci keratinovych hydrolyzati.

Cilem experimentalni ¢asti byla piiprava keratinového hydrolyzatu dvoustupiovou
alkalicko—enzymovou hydrolyzou odpadni ov¢i viny. Experimenty rozkladu viny byly pro-
vedeny metodou dvoutirovitovych faktorovych pokusii se tiemi sledovanymi proménnymi
pii dvou trovnich (minimalni a maximalni) se dvéma sttedovymi pokusy. Dvouuroviové
faktorové pokusy otestovaly vlivy jednotlivych proménnych na pribéh reakce. Sledované
proménné byly koncentrace hydroxidu vapenatého (0,2 — 0,6%), teplota 1. faze hydrolyzy -
alkalicka hydrolyza (40 — 80 °C) a teplota 2. faze hydrolyzy - enzymova hydrolyza (40 —
60 °C). Celkova doba 1. i 2. faze hydrolyzy byla konstantni 24 hodin. Z celkové doby hyd-
rolyzy byla konstantni i doba michani (6 hodin) a koncentrace enzymu (5%). Experimenty
byly provedeny se dvéma riznymi enzymy, pfi prvni alkalicko—enzymové hydrolyze byla
pouzita proteinaza Esperase 6.0 T. Pti druhé hydrolyze byla pouzita proteinaza Everlase 6.0

T.

Po rozkladu byla zbyla nerozlozena tuha faze a kapalna faze (keratinovy hydrolyzat)
oddélena a gravimetricky bylo zjisténo procento nerozlozené viny. Vysledky byly statistic-
ky vyhodnoceny v programu Statgraphics verze 6,0 a byly stanoveny optimalni podminky

rozkladu ov¢i viny.

Vyssi u€innosti rozkladu alkalicko—enzymové hydrolyzy ovei viny bylo dosazeno
s pouzitim enzymu Esperase 6.0 T. Nejlepsiho vysledku, coz je 62,86% vytézek bylo dosa-
zeno s pouzitim enzymu Esperase 6.0 T, kde koncentrace hydroxidu vapenatého byla 0,6%,
teplota 1. faze rozkladu 80 °C a teplota 2. faze rozkladu byla 60 °C, tzn. pii maximech sle-
enzymem Everlase 6.0 T pfi nejmirngjSich podminkach, kde koncentrace hydroxidu vape-
natého byla 0,2%, teplota 1. faze rozkladu 40 °C a teplota 2. faze rozkladu byla také 40 °C.

Uginnost tohoto rozkladu byla pouze 8,1%.
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Z Fischerova testu statistické vyznamnosti vlivu jednotlivych proménnych vyplyva,
ze pii alkalicko—enzymové hydrolyze ov¢i viny s pouzitim enzymu Esperase 6.0 T jsou
vSechny sledované faktory statisticky vyznamné a maji vliv na mnozstvi vytézku. Nejvetsi
vliv na mnozstvi vytézku ma koncentrace Ca(OH),, zatimco nejmensi vliv na mnozstvi
vytézku ma teplota 2. faze rozkladu. Jinak je tomu u alkalicko—enzymové hydrolyzy s pou-
zitim enzymu Everlase 6.0 T, nejvétsi vliv ma teplota 1. faze rozkladu, a nejmensi vliv na
mnozstvi vytézku ma teplota 2. faze rozkladu, tento faktor jako jediny neptekrocil hranici

statistické vyznamnosti.

Jako optimalni podminky pro rozklad odpadni ov¢i viny na keratinové hydrolyzaty
pro nami zvolené enzymy byly vybrany experimenty pii maximech sledovanych faktort
(0,6% Ca(OH),, 80 °C a 60 °C), kdy bylo rozlozeno 63% viny (s ptidavkem Esperase 6.0
T) a 42% viny (s pfidavkem Everlase 6.0 T), U téchto relativné vysokych vytézki, ale mu-
sime piihlédnout k celkové vyssimu obsahu popela v keratinovych hydrolyzatech (25 —
35%).

Ziskané keratinové hydrolyzaty by mohly najit uplatnéni v zemédélstvi jako protei-

nové piidavky do krmiv pro dobytek, jako hnojiva nebo jako piisady do biodegradovatel-

nych folii.
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