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ABSTRAKT

Diplomova prace je vénovana tématu hydrolyzy keratinu a vlivu jednotlivych tech-
nologickych podminek na mnozstvi a slozeni hydrolyzath. Teoretickd cast popisuje struk-
turu, slozeni a vlastnosti keratinu. Déle pak studuje jednotlivé metody hydrolyz, jejich vy-

hody a nevyhody a mozné aplikace keratinovych materiald.

Experimentalni ¢ast je zaméfena konkrétné na metodu kombinované alkalicko-
enzymové hydrolyzy, kde byly ze zdkladni suroviny (ov¢i vlna) piipraveny keratinové
hydrolyzaty. Byl hodnocen jak vliv technologickych podminek, tak i analytické slozeni
hydrolyzatd. Jako optimalni se ukazaly byt podminky hydrolyzy - 0,5% NaOH, 4 h alka-
lick4 €ast a 24 h enzymova ¢ast hydrolyzy. Pfi téchto podminkach byla zjiSténa nejvyssi

ucinnost (71,5 %) a hydrolyzat mél zaroven nejoptimalngjsi sloZeni.

Kli¢ova slova: keratin, keratinové hydrolyzaty, enzymova hydrolyza, alkalickd hydrolyza,

ovéi vlna

ABSTRACT

The diploma thesis is devoted to the topic of keratin hydrolysis and the influence of
individual technological conditions on the amount and composition of hydrolysates. The
theoretical part describes the structure, composition and properties of keratin. Furthermore,
it studies individual methods of hydrolysis, their advantages and disadvantages and pos-

sible applications of keratin materials.

The experimental part is focused specifically on the method of combined alkaline-
enzymatic hydrolysis, where keratin hydrolysates were prepared from the basic raw mate-
rial (sheep wool). Both the influence of technological conditions and the analytical compo-
sition of hydrolysates were evaluated. The conditions of hydrolysis — 0,5% NaOH, 4 h al-
kaline part and 24 h enzyme part of hydrolysis - proved to be optimal. Under these conditi-
ons, the highest efficiency (71,5%) was found and the hydrolyzate also had the most opti-

mal composition.

Keywords: keratin, keratin hydrolysates, enzymatic hydrolysis, alkalic hydrolysis, sheep

wool
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UvVOD

Keratin je pfirodni protein, patfi tedy mezi obnovitelné zdroje. Je také odpadnim
produktem a piedstavuje tak levnou surovinu vhodnou k dalsimu vyuziti. Z téchto hledisek

je urcité vyhodné se touto surovinou zabyvat.

Mezi materidly, které obsahuji keratin, se fadi naptiklad vlna, pefi nebo kopyta.
Jsou to tvrdé produkty s vysokym obsahem siry a bilkovin. Vysoky obsah cystinu (7-13 %)
odliSuje keratiny od jinych strukturdlnich proteint, jako je napiiklad kolagen a elastin.
Rozpousténi a samotnd extrakce keratinu je velmi obtizny proces ve srovnani s jinymi pii-
rodnimi polymery jako je chitosan, skrob a kolagen. Molekula keratinu je tvofena polypep-
tidovymi fetézci pficn€ spojenymi disulfidovymi vazbami, které neni snadné rozstépit.
Pouziti keratinu zavisi na nakladové a Gasové efektivni metodé extrakce. Casto jsou
k hydrolyze pouzivany latky, které jsou sice velmi ucinné, avSak hydrolyzaty extrahované
s pomoci téchto latek nejsou pouzitelné v Iékarstvi a kosmetice, jelikoz mohou byt zdra-
votné zédvadné. Z divodu komplikované a z mnoha hledisek naro¢né hydrolyzy je snaha o
ziskavani keratinu z odpadnich produkti co nejjednodussi a pokud mozno nejvyhodné&jsi

cestou.

V soucasné dobé€ se s vyhodou pouziva hydrolyzat keratinu jako ptidavek do nej-
ruznéjSich produktil, kde zlepsSuje jejich vlastnosti a obohacuje je o specifické funkce. Nej-
Castéji pouzivanou formou jsou keratinové filmy a vldkna, ze kterych se dale vytvaii net-

kané textilie na irovni nano.

Cilem diplomové préace bylo stanoveni nejoptimalnéjSich podminek hydrolyzy ke-
ratinu z ov¢i viny. V laboratofich byly provedeny série dvoustupiiovych alkalicko-
enzymovych hydrolyz pfi riznych podminkach. Experimenty byly navrzeny metodou fak-
torovych pokust se stiedovymi pokusy. Byla upravovana doba experimentu a koncentrace
hydroxidu sodného. K enzymové hydrolyze byl pouzit enzym Savinase Ultra 16L. (Novo-
zymes). Produkty jednotlivych hydrolyz byly hodnoceny analytickymi metodami.

K vyhodnoceni a navrhu experimenti byl pouZzit statisticky program Minitab.

Teoretickd Cast se zabyva vlastnostmi, strukturou a sloZzenim keratinu. Popisuje
praktické vyuziti v medicin€é, kosmetice, zemédélstvi, kozed€lném primyslu, textilnim
primyslu a v neposledni fad€ ve vyzivé zvifat. Ze surovin ziskdvanych z keratinu se zame¢-

fuje na ov¢i vinu, jelikoz byla pouzita jako zékladni surovina v experimentalni ¢asti. Dale
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se zaméfuje na jednotlivé typy hydrolyz. Popisuje jejich postup, vyhody a nevyhody

z ekonomického a asového hlediska a taktéz naro¢nosti na pouzité latky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KERATIN

Slovo keratin pochazi z feckého keras, kde znamena roh [1]. Keratin je strukturalni,
nerozpustny protein vznikajici keratinizaci epitelarnich bunék, nazyvanych keratinocyty,
které procesem keratinizace tvoii nezivé, nerozpustné utvary. Keratinocyty se vyskytuji
v télech savcel, ptakl, plazi i obojzivelnikd. Tvoii velkou c¢ast horni vrstvy epidermis a
podili se tak na struktufe srsti, roht, nehtt, drapa, kopyt, pefi, viny a dalsich pokozkovych
utvard. Témto Gtvarim keratin poskytuje dobrou odolnost, umoziiuji exkreci a chrani télo
zivoCicha pted vnéj$im prosttedim. Keratin je jednim z nejtvrdsich biologickych materialt

s vysokou houZevnatosti a Youngovym modulem vysSim nez v pfipad¢ kolagenu [2, 3].

1.1 Funkce keratinu

Keratinova vldkna ovliviiuji strukturu a mitotickou aktivitu epitelarnich bunék. Bun-
kam a tkdnim poskytuji tzv. scaffold, ktery zvySuje odolnost proti mechanickému namaha-
ni a udrzuje jejich strukturalni celistvost. Vlakna keratinu mohou byt rychle rozloZena a
znovu sestavena, ¢imz je zajiSténa pruznost cytoskeletu. Keratiny se mohou také podilet na

bunééné signalizaci, pfenosu a diferenciaci bun¢k [4].

1.2 Struktura keratinu

Keratinova vldkna se skladaji z polypeptidového fetézce, ktery vznikd spojenim ami-
nokyselin kovalentnimi peptidickymi vazbami (-CO-NH-). Sekvence aminokyselin tvofi
primarni strukturu keratinu a ovliviiuje jeho vlastnosti a funkce. Rizné uspofadani amino-
kyselin v fetézci tedy vytvari odlisné vlastnosti. Molekuly keratinu vytvaii vlaknitou struk-

turu, fadime je tedy mezi skleroproteiny [5, 6].

Keratin se dé€li na tfi typy, jimiZ jsou a-, B-keratin a amorfni keratin. a-keratin je
s molekulovou hmotnosti 40-65 kDa typicky pro savce, B-keratin pro ptaky a plazy. Na-
extrahovatelny a neni vhodny pro tvorbu filmt, geli, povlaki a vlaken pro medicinské
aplikace. Amorfni keratin (y-keratin) je globularni protein s vysokym obsahem cystinu a
molekulovou hmotnosti pfiblizn¢ 15 kDa. Vyskytuje se naptiklad ve vnéjsi vrstvé vlasové
kazicky.

Strukturu a-keratinu tvoii dva helikalné svinuté fetézce polypeptidu. a-helixy naché-

zejici se v proteinech jsou pravotoCivé. Sroubovitd struktura je stabilizovana vodikovymi
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vazbami uvnitt fetézce, coz umoziuje otaceni feté¢zce a vznika tak Sroubovity tvar. Obra-
zek 1 znazoriiuje proces formovani a-struktury. Dva izolované fetézce a-helix tvofi stocCe-
nou civku, neboli dimer (45 nm dlouhy). Disulfidovymi vazbami se pak jednotlivé dimery
spojuji svymi konci s jinymi disulfidovymi vazbami a uspotadavaji se vedle sebe za vzniku
protofilamenta (primér 2 nm). Dvé protofilamenta se bo¢n¢ spojuji za vzniku protofibrily.
Ctyfi protofibrily se spojuji do kruhového nebo spiralovitého intermedialniho filamenta

(pramér 7 nm). Intermediélni filamenta se dale spojuji s matricovymi proteiny [5].

0.51 nm

Obr. 1. Model a-helixu [5]
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Obr. 2. Vznik intermedialniho filamenta [5]

B-keratin ma strukturu skladaného listu. Je bohaty na glycinové, alaninové, serinové
a prolinové zbytky, ale neobsahuje cystein. Sklada se z bo¢né sbalenych p-vlaken, které
mohou byt paralelni nebo antiparalelni a fetézce jsou vzajemné spojeny intermolekularnimi
vodikovymi vazbami. Struktura sklddaného listu je stabilizovana vodikovymi vazbami
mezi vlakny, které umoziiuji vytvofeni listu a rovinné peptidové vazby umoziuji skladani

B-listu (Obr. 3).
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Obr. 3. Model p-skiadaného listu [5]

Jeden polypeptidovy fetézec se sklada tak, ze tvoti Ctyfi B-fetézce, které se staceji a tvori -

list. Dva listy tvofi B-keratinové vlakno [5]. Vznik B-keratinového vlakna znazoriiuje Obr.

4.

9.5 nm

Obr. 4. Vznik p-keratinového viakna [5]
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1.3 Chemické sloZeni keratinu

V keratinu mohou byt obecné pritomny vSechny aminokyseliny. Keratin vyskytujici
se v ruznych tkénich rznych Zivoc¢ichli ma jiné zastoupeni aminokyselin a taktéz se lisi
jejich mnozstvim. Nejvyznamnéjsi aminokyselinou je cystein, ktery se v keratinu vyskytu-
je ve vysokém mnozstvi (7-20 % z celkového poctu aminokyselinovych zbytkil), dale ma
velky podil glycinu, serinu, leucinu a kyseliny glutamové. Diky cysteinu jsou tato vldkna
velmi odolnd, nerozpustna ve vodé¢ a organickych rozpoustédlech a chemicky nereaktivni.
Déle jsou pruzna a maji schopnost obnovy po opakovaném mechanickém naméhani pouze
s malou ztratou fyzikédlnich vlastnosti. Molekuly cysteinu jsou spojeny disulfidickymi

mustky [5].

Podle obsahu cysteinu délime keratin na tvrdy typ a mékky typ. Tvrdy keratin se na-
chazi naptiklad v nehtech, kde je potfebna vysoka odolnost a tvrdost struktury. Tyto vlast-
nosti jsou zajistény v dasledku vySsiho mnozstvi disulfidovych vazeb. Tvrdy keratin odo-
lava vétsing proteolytickych enzym jako je pepsin trypsin, ale miize byt tepelné hydroly-
zovan ve vodé pod tlakem. Naopak mékky keratin je pfitomen v kiiZi, je zesitovan menSim
mnozstvim disulfidovych vazeb a je tedy flexibilngjsi. Disulfidové vazby se vyskytuji mezi
atomy siry a k jejich rozstépeni je nutné pouziti silnych alkalii a redukénich ¢inidel. Ionto-
vé vazby se vyskytuji mezi skupinami COOH a NH a tyto vazby lze rozstépit za pomoci
alkalii. Iontové vazby jsou pomérné¢ slabé ve vodném prostfedi a energie potiebna
k roz8tépeni vazby je asi 13 kJ/mol. Hodnota disociacni energie se 1i$i v zavislosti na pro-
stiedi. Mezi dal$i vazby pfitomné v molekule keratinu patii vodikové vazby a hydrofobni

interakce [6, 7, 8, 9]. Chemické vazby v keratinu znazoriiuje Obr. 5.
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2 OVCi VLNA

Vlna je velmi slozité piirodni, biodegradabilni proteinové vldkno. Jedna se tedy o
obnovitelnou a recyklovatelnou surovinu. Z hlediska zivotniho prostfedi ma vina vyhodu
v tom, Ze jeji riist neni ve srovnani s rostlinnymi produkty podpoien pesticidy a hnojivy.
Vlna se pro své skvelé vlastnosti nejcastéji vyuziva v textilnim pramyslu. Mezi né beze-
sporu patii dobra pruznost, termoregulacni schopnost, prodysnost, antibakterialni schop-
nost a schopnost absorbovat vlhkost. Kvalita viny zavisi na mnoha faktorech, napiiklad
zpusobu ziskavani suroviny, pivodem, stafim a pohlavim zvifete. Na jednotlivych ¢astech
téla zvifete se vyskytuje vina o rizné kvalité od jemné po hrubou. Vlnu Ize d¢lit do skupin
podle jemnosti na zéklad¢ plemene ovce, ze které je ziskdvana. Jemnost viny se pohybuje
v rozmezi 10 — 80 um [9, 10]. Nejjemnéjsi vinou je vina z plemene Merino, které vzniklo
ve sttedovéku ve Spané&lsku. Praimér vlidken Merino viny se pohybuje v rozmezi 17-25 pm.
Hrubou vinu produkuji plemena Corriedale (28-33 pum), Romney (33-37 um), Perendale
(31-35 pm), Lincoln (39-41 um), Leicester (37-40 um), Suffolk (30-34 um) a Blackface
(40-44 pm) [11].

Vlakna vilny rostou ve svazcich (staplova vlakna), které obsahuji tisice vlaken. Tato
vlakna jsou velice pruzna a elastickd. Mohou byt ohybana a kroucena az 30 000 krat bez
poskozeni. Kazdé vldkno ma pfirozenou elasticitu, kterd umoziuje protazeni vlakna az o

jednu tfetinu a jeho navraceni na ptivodni délku [9, 10].

Surova vina obsahuje 25-70 % necistot a rostlinné hmoty. VInény tuk je smés ruz-
nych mastnych kyselin a esterti. Suint, ktery vzniké z potu je sloZen ptevazné z draselnych
soli, kyselin s kratkym fetézcem. DalSimi slozkami jsou sirany, fosfaty a dusikaté latky.

Tuky a necistoty se odstranuji odmasténim, rostlinnd hmota mechanicky ¢esanim [11].

Az 91 % vlny je slozeno z a-keratinu. Vlakna viny se skladaji ptiblizné z 82 % kera-
tinovych proteini s vysokym obsahem cysteinu. Okolo 17 % proteinii obsahuje malé
mnozstvi cysteinu. Déle jsou v malém mnozZstvi ve vin€ pfitomny také tuky a polysachari-
dy. Obsah aminokyselin se li§i v zavislosti na plemeni, stafi zvifete a jeho vyzivé [9, 10].

Tabulky ¢islo 1 a 2 udavaji obecné prvkové a aminokyselinové sloZzeni ov¢i viny.
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Tab. 1. Prvkoveé slozeni ovci viny [12]

Prvek Obsah [%]
Uhlik 45,2
Kyslik 27,0
Vodik 6,6
Dusik 15,1
Sira 5,2

Tab. 2. Aminokyselinové slozeni ovci viny [5]

Aminokyselina Obsah [%]
Alanin 5,5
Arginin 6,6

Kyselina asparagova 6,5
Cystein 11,4
Kyselina glutamova 11,3
Glycin 8,8
Histidin 0,8
Isoleucin 3,4
Leucin 7,8

Lysin 3,0
Methionin 0,5
Fenylalanin 2,5
Prolin 6,0

Serin 9,6
Threonin 6,1
Tyrosin 4,1
Valin 5.9

2.1 Struktura vlakna viny

Svrchni vrstvu viny tvofi pokozka, pod pokozkou se nachdzi jadro a uvnitt dien.

Obr. 6. znazoriiuje strukturu vinéného vladkna. Obr. 7.

v mikroskopickém méftitku.

Pokozka (kutikula)

znazoriiuje vladkno viny

Pokozku tvoti ploché zrohovatélé buitkky podobné Supinam. Jejich velikost se pohy-

buje okolo 30 pum. Jednotlivé buiiky se prekryvaji a tvoii tak hladky povrch vldkna. Supi-
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nata struktura zpisobuje dobrou prodysnost vldken. Pokozka poskytuje ochranu vldkna

pred vnéjsimi vlivy.

Jadro (cortex)

Jadro tvofi polygonalni podlouhlé vietenovité buiiky z podélnych mikrofibril, mak-
rofibril, bunéénych membran, para bunék a orto bunééného komplexu. Tvoii 70-90 % vl-

néného vlakna a poskytuji vlaknu pruznost a pevnost [13].

Dien (medula)

Dren je tvofena odumielymi zrohovatélymi bunikami rtiznych tvarii. Mezibunécny
prostor je vyplnén vzduchem, dfeft mé tedy porovitou strukturu. Plni tepelnou a izolacni

funkci [14].

Makrofibrila

Mikrofibrila

Matrix

Molekuly keratinu
Kortikalni buriky

Obr. 6. Struktura viakna viny [15]
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Obr. 7. Mikroskopické zobrazeni vlakna viny [16]
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3 HYDROLYZA KERATINU

Kazdy rok jsou po celém svété generovany miliony tun keratinového odpadu. Z eko-
nomického a environmentalniho hlediska je vhodné rozvijet procesy, které umozni opétov-
né vyuziti téchto zdrojt. Ptikladem je vlna, ktera obsahuje az 95 % cCistého keratinu. Kera-
tin ma vysokou stabilitu a odolnost viici chemickym latkdm v disledku zesitovani protei-
nového fetézce disulfidovymi vazbami a inter a intra molekuldrnim vodikovym vazbam.
Vzhledem k jeho nereaktivnimu charakteru a silné odolnosti 1ze keratin zpracovavat jen s

velkou obtiznosti a vzdy musi byt alespon ¢aste¢n¢ hydrolyzovan [17].

Pro ziskéni hydrolyzat keratinu Ize pouzit mnoho riznych postupti a metod. Hydro-
Iyza miiZze byt provaddéna v riznych provoznich podminkach, s riznymi chemickymi ¢ini-
dly. Nejcastéji se provadi hydrolyza ve zfedéné kyseliné nebo zasad€, nebo enzymaticka
hydrolyza. Proces hydrolyzy viny pomoci vody, kyselin, bazi a enzymi zahrnuje rozpad
peptidovych vazeb a disulfidovych vazeb proteint, coz vede k tvorbé oligopeptidt a nako-
nec aminokyselin. Tyto proteiny a aminokyseliny mohou byt nakonec rafinovany a pouzity

pro rtizné aplikace.

Kysela a alkalickd hydrolyza ma urcitd omezeni. Jsou jimi naptiklad vysoké néklady
na kyselinu a alkalie, obtiznost pfi manipulaci, nadmérné poskozeni keratinové struktury
atd. Enzymova hydrolyza je ekologicky proces, ale mé také omezeni, jako jsou naklady na
enzym a ¢as hydrolyzy [18]. Doba hydrolyzy se pohybuje od 4 do 48 hodin v zavislosti na
pouzité¢ metod€. Obecné se po ukonceni hydrolyzy oddé€li nerozpustné frakce od proteino-
vych hydrolyzatd za pouziti odstedivky, filtru nebo mikrofiltracniho systému. Filtrace se
Casto vicekrat opakuje pro dosazeni Zadouci barvy a jasnosti roztoku. K odbarveni a od-
stranéni zdkalu se bézné pouzivd dievéné uhli. K odstranéni soli se filtrat podrobuje vy-
ménné chromatografii. Po filtraci je hydrolyzat tepeln€ zpracovan za ucelem sterilizace a
nakonec je produkt vysusen.

Chemické zplisoby vyzaduji agresivnéjsi reakéni podminky a pfindsi vétsi riziko pro
zivotni prostfedi. Enzymatickd hydrolyza je z ekologického hlediska piivétivejsi avSak
drahd a ¢asové narocnd. Reakce Casto probiha za vysokych teplot, coZ mimo jiné zpusobu-

je destrukci aminokyselin a produkt tak ztraci na kvalité.

Vytézek hydrolytickych procest zévisi na podminkach, za kterych byly hydrolyzy

provedeny. Vytéznost ovlivituje hodnota pH, teplota, doba reakce, typ a koncentrace pou-
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zité baze nebo zasady. Rozpustnost a stabilita hydrolyzati zavisi na stupni degradace pro-

teinu [19].
3.1 Druhy hydrolyzy

3.1.1 Kysela hydrolyza

Pii kysel¢ hydrolyze za pouziti silnych kyselin jako je HCI nebo H2SO4 dojde k
roz$tépeni peptidovych vazeb a vznikaji -COO— a —NH4+ ionty. Nastava ¢aste¢na oxidace
cystinu na kyselinu cysteinovou a cystein a ¢astecné se rozlozi -S-S- vazby [19]. Pfikladem
je pusobeni 30% kyseliny H>SO4 nebo 20% kyseliny HCI o teploté 110 °C po dobu 25 ho-
din, kdy nastane Uplna hydrolyza keratinu [20]. Kysela hydrolyza je velmi u¢inna a rychla.
Vznikly keratinovy hydrolyzat neni pfili§ kvalitni, protoze dochdzi k destrukci vétSiny

aminokyselin plisobenim vysoce koncentrovanych kyselin.

3.1.2 Alkalicka hydrolyza

Jednou z nejjednodussich a nejstarSich extrakci keratinu je alkalicka hydrolyza pii
vysoké teploté. Keratin z viny obsahujici 90 % proteinu je moZné hydrolyzovat pouzitim
0,15 M KOH a 0,05 M NaOH po dobu 20 minut pii teploté¢ 120 °C. Stejné jako pfi kyselé
hydrolyze vznika nepfili§ kvalitni hydrolyzat s nizkou nutri¢ni hodnotou obsahujici pouze
malé mnoZstvi esencidlnich aminokyselin [17, 18]. Alkalicka hydrolyza je ve srovnani

s kyselou hydrolyzou pomalejsi.

Prikladem provedeni alkalické hydrolyzy je hydrolyza Gousterové podle Tzokova.
Hydrolyza probihala v mikrovinné troubé, kterd simulovala podminky autokldvu. Vlna
byla smichana s 0,15 mol.I'' KOH a 0,05 mol.I"! NaOH a umisténa do trouby. Po odstiedg-
ni byl tuhy podil vysuSen a podroben analytickym zkouSkdm. PouZiti mikrovinného zafeni

je ekonomické a efektivni [9].

3.1.3 Redukéni a oxidacni hydrolyza

Keratin miZe byt extrahovan St€penim disulfidovych vazeb cystinu redukénimi €ini-
dly, jako jsou thioly, za vzniku cysteinu nebo sulfitolyzou za pouziti sifi¢itanu sodného za
vzniku cysteinu a cystein-sulfondtu. DalSim zplsobem je pouziti oxidacnich ¢inidel, jako
je kyselina peroctova, za vzniku kyseliny sulfonové. Nicméné reduktivni nebo oxidacni

¢inidla (sulfidy, thioly nebo peroxidy) pouzivana pro Stépeni S-S vazeb jsou Skodlivé a
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Casto toxické. Kromé toho zpiisobuji degradaci proteinové struktury keratinu s redukci

molekulové hmotnosti a ztratou mechanickych vlastnosti [17].

Tym védct (Izabela Sinkiewicz a kol.) provadél studie s riznymi redukénimi Cinidly.
2-merkaptoethanolem, dithiothreitolem, m-bisulfitem sodnym, hydrogensifiCitanem sod-
nym a hydroxidem sodnym, na keratinu z kufeciho pefi. Po 2 hodinové redukci 2-
merkaptoethanolem a hydrogensifi¢itanem sodnym byl vytézek rozpustného keratinu pfi-
blizné stejny a Cinil 84%. Levnéjsi a SetrnéjSi hydrogensificitan sodny navic snizil dobu
extrakce na 1 hodinu se stejnym vytéZzkem. Kromé toho ptidavek 2,5% NaOH zlepsil ucin-

nost extrakce zvySenim vytézku az na 94% [21].

3.1.4 Enzymova hydrolyza

Enzymaticka hydrolyza probiha za mirnych podminek, neni tedy energeticky narocna.
Musi ji byt ndpomocna chemicka redukéni Cinidla degradujici keratinové disulfidové vaz-
by [13]. Aktivita enzymu a vytézek rozpustné¢ho keratinu je pomérné maly. Vyhodou je
pouziti malého mnozstvi enzymu. Lze ziskat hydrolyzat s Sirokou distribuci molekulovych
hmotnosti. Za nevyhodu lze povaZovat ¢asovou naro¢nost procesu. Doba reakce se pohy-
buje od 2 do 7 dnii. Tento aspekt ma za nésledek omezené pouZiti v primyslové praxi. Pii
enzymové hydrolyze musi byt udrzovano stalé reakéni prostredi z diivodu citlivosti enzy-
mu na zménu reakénich podminek, ovsem tyto podminky jsou v porovnani s jinymi meto-

dami velmi mirné.

VétSina enzymt pusobi v alkalickém prostfedi. Enzymova hydrolyza vyzaduje bud’
Cisté keratinazy izolované z mikroorganismii nebo samotné mikroorganismy. Keratindzy
schopné degradace keratini jsou extracelularni serinové proteazy nebo metaloproteazy.
Mezi nejpouzivangjsi bakterie pro pfipravu enzymu patii zastupci rodu Bacillus a Strep-
tomyces [22]. Vyuziva se enzym jako je napiiklad alkaldza extrahovana z bakterie rodu
Bacillus licheniformis. Optimalni reak¢ni prostiedi je pfi pH 6,5 — 8,5. Dal$Sim enzymem je
naptiklad Savinaza vyrabéna z bakterie rodu Bacillus (Bacilluslentus). Savinaza pracuje pfi
pH 8-12. Po skonceni hydrolyzy musi byt enzymy inaktivovany tepelné nebo zménou pH
[23]. Keratin hydrolyzovany pomoci enzymu se pouZziva jako hnojivo, krmivo a jako pro-
sttedek v kozed€élném a farmaceutickém priamyslu [24].

Ptikladem enzymové hydrolyzy je provedeni od Eremeeva a kol., jejichZ cilem bylo

ziskat hydrolyzat s vysokou biologickou hodnotou. Enzym byl extrahovan z Acremonium

chrysogenium. Hydrolyzat byl smichdn s vodou a 0,5% sulfidem sodnym. Smé¢s byla in-
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tenzivné michana pii teploté 55 °C. Doba reakce se pohybovala od 1 do 6 hodin. Doslo ke
zvyseni vytézku a produkt byl charakteristicky vyvazenym slozenim aminokyselin [25].
Dalsim piikladem je studie Munawara a kolektivu, ktery pouzil Bacillus licheniformis.
Jako vstupni surovina bylo pouzito pefi. Bacillus licheniformis byl schopen rist a produ-
kovat keratindzu v zivném médiu, ve kterém pétfova moucka slouzila jako dalsi zdroj uhli-
ku a dusiku a pisobila jako induktor enzymtl, coz vedlo k téméf uplné degradaci peti po 7

dnech inkubace pii pokojové teplote [26].

3.1.5 Kombinovany zpiisob hydrolyzy

S vyhodou Ize vyse uvedené zplisoby kombinovat. Lze tak docilit vyssi vytéznosti a
lepsi kvality hydrolyzatu za mirnéjSich reakénich podminek. Nejcastéji se pouziva kombi-
nace alkalicko-enzymovd a oxidacné-enzymova. V prvnim kroku vzdy dochazi
k ¢astecnému naruSeni keratinového materidlu a v druhém kroku po pfidani enzymu je

material dale hydrolyzovan [27].

Alkalicko - enzymovou hydrolyzou se zabyval Pavel Mokrej$ a kolektiv. Jako vstupni
surovina bylo pouZito driibezi pefi. V prvnim stupni bylo pefi smichano s 0,3% KOH
v poméru 1:50. Reakce probihala pfi teploté¢ 70 °C po dobu 24 hodin. V druhém stupni byl
pridan proteolyticky enzym (1 — 5 %) a hydrolyza probihala pfti teploté¢ 50 — 70 °C, po do-
bu 4 — 8 hodin. Bylo dosaZeno vysoké ucinnosti za relativné mirnych reakénich podminek

[28].
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4 APLIKACE KERATINOVYCH HYDROLYZATU

V soucasnosti jsou prumyslové odpady ve formé keratinovych hydrolyzat surovinami
s Sirokym spektrem vyuziti. Jelikoz keratin neobsahuje zddné Skodlivé slouceniny, miize
byt po vhodném postupu hydrolyzy pouzit i na vyrobu farmaceutickych produkti a kosme-
tickych ptipravkd, jako jsou krémy, Sampony a vlasové kondicionéry. Rozpustny keratin
ma uplatnéni pti hojeni ran, regeneraci tkani, difuzi a distribuci 1&¢iv [29]. Dale se pouziva
jako dopln€k stravy pro zvifata, hnojivo v zeméd¢lstvi, biodegradacni ¢inidla nebo jako
plnivo v plastech [24]. Keratinovy hydrolyzat 1ze ptevést do formy poréznich pén riznych

tvard, filmu, vlaken a gelt [30].

4.1 Vyuziti v mediciné

Prvni zminky o pouZiti keratinu v 1ékafstvi pochazi od ¢inské bylinkarky Li Shi-Zhen
z 16. stoleti. V pribéhu 38 let Shi-Zhen sepsala soubor 800 knih zndmych jako Ben Cao
Gang Mu, které obsahuji vice nez 11 000 terapeutickych receptt. Jednou z latek, které ve
svych produktech vyuzivala, byl popilek z pyrolyzovanych lidskych vlasti zndmy pod na-

zvem Crinis Carbonisatus. Tato latka pomahala sraZet krev a urychlovala hojeni ran [30].

Keratin diky své schopnosti usnadiiovat bunécnou adhezi a proliferaci poskytuje bio-
kompatibilni matrici pro regeneraci tkan&. Navic jeho aminokyselinové sloZeni umoZziuje
fidit dobu degradace matrice. Rozpad matrice je ovliviiovan zaclenénim riznych hydro-

fobnich nebo hydrofilnich skupin [31].

V medicinskych aplikacich se s vyhodou pouZivaji keratinové bilkoviny diky jejich
schopnosti samovolné polymerizovat do poréznich vlaknitych struktur. Pfi spravném zpra-
covani je navic tato struktura, rozméry a porozita materiali reprodukovatelna. Jelikoz se
jedna o ptirodni material, vykazuje dobrou vazbu k buiikdm. Diky aminokyselinovym
zbytklim jsou se buniky schopny uchytit také na material. Keratin vytvaii trojrozmérnou
matrici, kterd umoziiuje bunécnou infiltraci, vazbu a proliferaci. Keratin se také ucastni
nekterych regulacnich funkcei, které zprosttedkovavaji bunécné chovani. V poslednich
ttech desetiletich vyzkum sméfuje k vyvoji riznych forem materialt, jako jsou pény, fil-
my, houby a vldkna. Déle se zam¢tuje na modifikaci fyzikalnich a mechanickych vlastnosti

pro specifické pouziti.
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Jelikoz byla u keratinovych materiali prokdzana cytokompatibilita a biodegradace
jsou pouzivany k regeneraci tkani. Vyzkum ukdzal, ze hydrogely na bazi keratinu jsou neu-
roinduktivni a rovnéz schopné usnadnit regeneraci poskozeni periferniho nervu u mysi.
Dalsi z vyzkumt se zaméioval na vyuziti keratinu z lidskych vlast. Tento keratin zlepsil in
vitro aktivitu Schwannovych bun¢k vyvolanim bunécné proliferace a migrace a doslo ke
zvysSeni exprese specifickych genli potiebnych pro funkci nervovych bunék. Keratinové
hydrogely z lidskych vlasti maji hemostaticky uc¢inek, podporuji neuromuskularni regene-

raci a usnadiiuji regeneraci nervi.

Keratin se také vyuziva k zastavé krvaceni. Keratinové gely vytvari porézni strukturu,
ktera vyplituje misto poranéni a umoznuje tak bunécnou infiltraci a tvorbu granulézni tka-

né. Zajimavou aplikaci je vyuziti keratinu jako povlaku na obnovu o¢niho povrchu [32].

4.1.1 Keratinové filmy

Keratinové filmy pro medicinské aplikace se vyrabi s piidavkem glycerolu, protoze
Cisté filmy jsou pfiili§ kiehké pro praktické pouziti. Pfidanim glycerolu vznikaji trans-
parentni, relativné silné, flexibilni a biologicky rozlozitelné folie. S vyhodou Ize do kerati-
novych filml zaclenit bioaktivni molekuly. ZlepSit mechanické vlastnosti filmii 1ze napfi-
klad pfidavkem chitosanu, ktery ma dobrou biokompatibilitu a diky antibakteridlnim vlast-

nostem urychluje hojeni ran.

4.1.2 Keratinové scaffoldy

Schopnost extrahovanych keratinovych proteinli samovolné polymerovat do trojroz-
mérné sité vedla k vyvoji scaffoldii pro tkanové inzenyrstvi. Matrice vznikajici lyofilizaci
keratinovych roztoki ma pevnou, tepelné stabilni homogenné porézni mikrostrukturu. Le-
Seni vykazuje dobrou bunécnou kompatibilitu, podporuje fixaci a proliferaci fibroblasti a
pfitomnost volnych cysteinovych zbytkl poskytuje potencialni mista pro zaclenéni bioak-

tivnich latek.

4.1.3 Keratinova vlakna

Keratinova vlakna se vyrabi pomoci metody elektrospinning, ktera vyuzivd vysokého
nap¢ti k vytvoreni elektricky nabité trysky, kterou je veden polymer k uzemnéné sbérné
desce nebo se naviji na civku. Vysledna vldkna maji priméry v rozmezi nano az mikro a
vytvareji netkanou vldknitou strukturu. Tyto netkané textilie slouzi jako obvazy pro hojeni

ran a také leSeni pro tkanové inZzenyrstvi [32].
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4.2 Vyuziti v kosmetice

Diky ptibuznosti s lidskym keratinem se keratinovy hydrolyzat ptidava do kosmetic-
kych vyrobku a slouzi zde, jako zvlh¢ovalo. Ma schopnost vytvaret tenkou vrstvu na vla-
sech a nehtech a plni tak pfevazné ochrannou funkci. Plisobeni chemickych latek a vysoké
teploty na vlasy vede k poskozeni jejich struktury a ztrat¢ pevnosti v tahu. Vlasy se poté
stavaji citlivymi na ldmani, coz se projevuje ztratou lesku, vlasy jsou suché a kiehké. Apli-
kace keratinu obnovuje mechanické vlastnosti a udrzuje vlhkost ve vlasovych vlaknech.
Keratin zpeviuje strukturu vlasu tim, ze ¢astecné pronikd do mista poskozeni a miize tak
nahradit chybéjici protein. Po aplikaci produkti s obsahem keratinu jsou vlasy lesklé a

hedvabn¢ jemné.

V lacich na nehty slouzi také jako zpeviiovaci prostiedek [33]. Je mozné jej aplikovat
na pokozku pat, kolen nebo loktii kde vyhlazuje povrch a pomaha ptedchazet poskozeni

[32, 33, 34].
4.3 Vyuziti ve vyZivé zvirat
Hlavnim cilem zemédélstvi je zvySit Gi€innost krmiv a umoZznit tak vySsi produkcei

mléka, masa a vajec. Tento postup vyZaduje latky, které optimalné podporuji funkei tenké-

ho stfeva jako koncového mista pro traveni a absorpci vyzivovych slozek.

Peptidy vzniklé hydrolyzou rostlinnych a zivo¢iSnych bilkovin se pfidavaji do krmi-
va pro prasata, dribez, ryby a jina zvifata. Keratinové hydrolyzaty obsahuji velké mnozstvi
¢istych bilkovin s vysokym obsahem esencidlnich aminokyselin. Obohacovani krmiv hyd-

rolyzaty je ekonomicky vyhodné z dlivodu snadného zpracovani a vysoké Gc€innosti [35].

Prikladem je vyzkum vyZivy prasat. VétsSina studii zahrnujicich ptidani peptidi do krmiva
byla provadéna s prasaty po odstavu s cilem zlepsit riist a zdravi zvifete. Proteinové hydro-
lyzaty plsobily pozitivné na nezraly travici a imunitni systém mladych zvifat po odstavu,
ktera trpéla snizenym piijmem krmiva, stfevni atrofii a priymem. Zlepsil se tak jejich vyzi-

vovy stav, stievni funkce a schopnost odolévat infekénim onemocnénim [36].
4.4 Vyuziti pri zpracovani kiuzZe
V kozed€lném primyslu se procesem zvanym ¢inéni preménuje hnilobny kozni ko-

lagen na stabilni a odolnou kiizi. V soucasnosti se k ¢inéni kiizi pouziva siran chromu kvli

jeho vSestrannému charakteru vhodnému pro rizné druhy kiizi. Tento postup ovSem neni
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Setrny k Zivotnimu prostiedi, jelikoz se v €inici lazni vycerpa 60-65 % chromu a zbyly
podil je jakozto nevyuzitelny produkt vypustén do odpadnich vod. Limitni mnoZzstvi vy-

pusténého chromu do odpadnich vod by ve vétsSin€ zemi nemélo prekrocit 2 ppm.

Ekologicky SetrnéjSim postupem je pouziti keratinového hydrolyzatu piipravené¢ho
z rohové moucky kyselou a enzymovou hydrolyzou. Ptidavek hydrolyzatu podporuje eli-
minaci chromu v solné 1azni. Reakce ve vodé rozpustnych keratinovych peptida je dvou-
stupniova. Zpocatku peptidy s nizkou molekulovou hmotnosti reaguji s chromem. Ve druhé
fazi reaguje kolagen v kiizi jak s volnym chrémem, tak s jiz vzniklym chrém-keratinovym
komplexem. Keratinovy hydrolyzat vytvari ptidavné karboxylové skupiny, které maji vy-
sokou afinitu k chromu. Keratinovy komplex navazany v kizi tak umoziuje vysoky piijem

chromu. Odpadni vody z procesu ¢inéni kizi tak obsahuji mensi mnozstvi chromu [30].

4.5 Vyuziti v zemédélstvi

Keratinovy hydrolyzét je pouzivan v ekologickém zemédé€lstvi jako pomalu uvolfio-
vané hnojivo, jehoZ rozpad lze ovlivnit riiznou rozpustnosti. Ekologické zemédélstvi vyu-
Zivéa organické latky bohaté na dusik, které zlepSuji rust rostlin a zvySuji mikrobialni akti-
vitu v padé€. Hnojivo z keratinového hydrolyzatu obsahuje okolo 15 % dusiku a diky jeho

snadné dostupnosti je 1 levné [12].

4.6 Vyuziti v textilnim primyslu

K barveni celuldzovych textilii se pouziva ptidavek elektrolytl (soli) kvili podpoie
vstiebatelnosti barviv tkaninou. Mnozstvi elektrolyti se pohybuje okolo 20 % z hmotnosti
materidlu. Barvivo je i pfes pouziti soli vycerpano ze 70-80 %. Odpadni voda obsahujici
nevyuzité barvivo a zbytkovou stl se obtizné Cisti a ptispiva tak ke znecisténi zivotniho
prostfedi. Proto je snaha omezit mnozstvi soli. Jednou z nejvyhodnéjSich metod je modifi-
kace textilniho substratu polymery jakymi jsou polyepichlorhydindimetylamin, polyamid
epichlorhydrin, dendritické polymery, biopolymery z jejich zastupcii se vyuziva napiiklad
chitosan, dale derivaty a slouceniny Skrobu, amoniové slouceniny chlorotriazinu, N-
methylolakrylamid, monomery béZné pouzivané pii modifikaci bavinénych vldken a

v neposledni fad¢ hydrolyzaty keratinu.
Pti experimentech s pouZzitim hydrolyzatu keratinu bylo prokdzano, Ze jeho ptidavek
zvysi ucinnost barveni tkanin az o 91 % oproti pouziti soli. Tkanina ma stejnou kvalitu

jako v ptipad¢ pouziti soli [37].
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4.7 Vyuziti pii vyrobé obalovych materiala

Keratinové filmy se vyuzivaji na vyrobu obalovych materiald v zeméd¢lstvi, kde
slouzi jako mulCovaci folie. Tyto folie omezuji rist plevele a zadrzuji vlhkost. Timto se
snizuje spotieba pesticidii a vody. Navic jsou na rozdil od syntetickych materiala zcela

rozlozitelné. Keratin ve foliich vaze vodu a tim pfispiva ke snadnéjsSimu rozkladu.

Dale se keratinové filmy pouzivaji k vyrob¢ potravinovych oball, kde slouzi jako ba-

riéra proti vlhkosti, oxidu uhli¢itému, aromaticky latkdm a kysliku [37, 38].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem prace bylo porovnat vliv jednotlivych faktorti na vlastnosti vzniklych hydroly-

zath a stanovit nejoptimalnéjsi technologické podminky ve vztahu k ziskanym vlastnostem.

Prvnim dil¢im cilem praktické casti diplomové prace bylo provést série dvoustupiio-
vych alkalicko-enzymovych hydrolyz keratinu z ov¢i viny. Parametry byly navrzeny po-
moci programu Minitab 17 statistickou metodou faktorovych pokusti 2°. Proménnymi

podminkami byla koncentrace NaOH a doba alkalické a enzymové hydrolyzy.

Druhym dil¢im cilem bylo poté na zakladé t¢innosti provedenych hydrolyz statisticky
vyhodnotit nejoptimalnéjsi experimenty a ty zopakovat v dvojnasobném mnozstvi. V této
sérii byly sledovany pouze dva proménné parametry a t€émi byla doba enzymové hydrolyzy

a koncentrace NaOH.

Tretim dil¢im cilem bylo vzniklé hydrolyzaty zhodnotit analytickymi metodami. Byla
stanovena ucinnost jednotlivych experimentii, obsah suSiny, vlhkosti a popelovin. Dale
byla u vzorki stanovena distribuce molarnich hmotnosti. Vysledky byly statisticky vyhod-

noceny.
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6 MATERIAL A METODY

V nésledujicich kapitoldch jsou uvedeny pouzité pfistroje a pomicky, chemikalie a
enzymy. Déle je uveden postup pfedipravy vstupni suroviny a alkalicko-enzymové hydro-

lyzy. Poslednim bodem jsou analytické a statistické metody vyhodnoceni.

6.1 Pouzité pristroje

Horkovzdu$na susarna Memmert, analytické vahy VWR, odstiedivka Hettich
EBA20, nozovy mlyn, vodni ldzenn MLW (Obr. 8), michadla LAB-EGG, pH metr WTW
(Obr. 9), vati¢ ETA, analytické vahy KERN 770, vatic CERAN 500, muflova pec
NABETHERM, zdroj napéti Novex Model — 3540, elektroforeticka jednotka Minicela
Novex Xcell IT

Obr. 8. Vodni ldazen s michadly LAB-EGG
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Obr. 9. pH metr WTW

6.2 Pouzité pomicky

Erlenmayerova barka 500 ml, kadinky (rtizné objemy), niizky, sitko, 10 1 nadoby,
sklenéna tycinka, 1zicka, injek¢ni stiikacka, pipety (2 ml, 50 ml), balének na pipety, teplo-
meér, PA tkanina (150 um oka), tfeci misky, plech, alobal, Petriho misky, sklenéné kozeluz-
ské misky, exsikator, chladi¢, mineraliza¢ni banky), odmérné baiiky o objemu 50 ml, Par-
nas-Wagnerova destilacni aparatura, kelimky z kfemenného skla, exsikator, plynovy kahan
s trojnozkou, susici sestava Novex, celofanové folie, Invitrogen 10-20% tricin
polyakrylamid gel EC6625, hamiltonka 10 pl, mikropipeta, niz na gely (Novex), Petriho
misky (velké), kadinky, vialky

6.3 Pouzité chemikalie

Hydroxid sodny ¢isty (Lach:Ner), 3% HCI, 20% HCI, 0,5 M NaOH, 0,05 M NaOH,
0,275 M NaOH, 30% NaOH, destilovana voda, 96% kyselina sirova, 2% kyselina borita,
Tashirtiv indikator, 0,02 M kyselina chlorovodikové, katalyzator 1000 KJELTABS KWS,
roztok NayS>03 . SH,O+NaOH, proteinovy standard s Sirokou distriuci molekularnich

hmotnosti 6,500-200,000 Da (Sigma Aldrich), pufry Running Buffer 10X a Sample Buffer
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2X - Invitrogen Tricine SDS (Thermo Fisher), 2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich),

metanol, etanol, barvivo Briliant Blue G (Sigma Aldrich)

6.4 Pouzité enzymy

Lipex 100T

Enzym Lipex 100T se ziskava izolaci z bakterii kmene Aspergillus. Lipex rozklada
jedlé tuky a oleje na mastné kyseliny a glycerol, pouziva se tedy v Cisticich prostfedcich na
odstranéni skvrn na bazi oleje. Je G€inny v neutrdlnich az alkalickych podminkach (opti-
malné pti pH 10) a dosahuje Sirokého teplotniho rozsahu (30-60 °C) [39]. Pouzity enzym
Lipex 100T dodava firma Novozymus (Dansko).

Savinase Ultra 16L

Enzym Savinase Ultra 16L vylu€uje bakterie Bacillus lentus. Je k dostani v tekuté
nebo praskové formé. Savinasa katalyticky rozklad4 peptidové vazby. Funkce Savinasy je
nejoptimalngjsi pii pH 6,5-11 a pouziva se pii teplotich 10-65 °C [40]. Pouzity enzym
Savinase Ultra 16L dodava firma Novozymus (Dansko).

6.5 Pouzity material a pfeduprava viny

PouZitym vstupnim materidlem byla ov¢i vina typu Merino od soukromého chovatele

z obce NevSova. Teorii o vIné se zabyva kapitola 2.

Nejprve byly ze surové viny odstranény hrubé necistoty. Vlna byla nastfihana na ma-
1¢ kousky z diivodu usnadnéni michéni viny s vodou. Déle byla vlna vyprana ve vlazné
vodg, poté ve vodé s mycim prostfedkem a nasledné byla propirana v ¢isté vodé az do od-

stranéni veskerého myciho prostredku.

DalSim krokem bylo odtu¢néni viny. Vlna zbavena necistot byla namocena v desti-
lované vodé v poméru vlna:voda = 1:50. Déle bylo upraveno pH smési na hodnotu 9 a pfi-
dano 1 % enzymu Lipolase 100T (vztazeno na hmotnost such¢ vlny). Odtu¢iiovani probi-

halo pii teploté 40 °C + 2 °C po dobu 24 hodin. V prabéhu odtuc¢iiovani byla smés nékoli-
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krat promichéna (Obr. 10). Po odtu¢néni nasledovalo promyti viny ve vod¢ a vysuSeni v

horkovzdusné susarné pii 103 °C £2 °C (Obr. 11).

Obr. 10. Prubéh odtucrnovani viny
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Obr. 11. Vina po vysuseni v susarné

Nakonec byla vysuSena vina pomleta (Obr. 12) na nozovém mlyné (Obr. 13) s veli-

kosti ok sita 1 mm.

Obr. 12. Pomleta vina
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Obr. 13. Nozovy mlyn

6.6 Alkalicko-enzymova hydrolyza

NiZze je znazornén postup alkalicko-enzymové hydrolyzy (Obr. 14).
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SUROVA OVCI VLNA

Mnoistvi: 10 g

|

UPRAVA VLNY (ODTUCNENI, MLETT)

|

ALKALICKA HYDROLYZA
Teplota: 70 °C
Cas: 4-24 hod

Koncenfrace roztoku NaOH: 0,05% - 0.3%

|

UPRAVA PH
Hodnota pH: 9

|

ENZYMOVA HYDROLYZA
Teplota: 50 °C

Cas: 4-24 hod

Enzym Savinase 16L (3% na hmotnost suché vimy)

!

INAKTIVACE ENZYMU
Teplota: 90 °C

Cas: 10 min

|

FILTRACE, ODSTREDENI

4 A

KAPALNY PODIL TUHY PODIL
Teplota suseni: 60-80 °C Teplota suseniz 103 °C

Obr. 14. Schéma priibéhu hydrolyzy
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Navazka 10 g viny byla smichéana s pfipravenymi roztoky NaOH o koncentraci
0,05%-0,5% v poméru vina:roztok NaOH = 1:20. Alkalicko-enzymovéa hydrolyza probiha-
la ve dvou stupnich. V prvnim stupni probéhla alkalicka hydrolyza, ve druhém stupni en-
zymova hydrolyza (Obr. 15).

Prvni stupei:

Alkalicka hydrolyza probihala pii teploté 70 °C, po dobu 4-24 hodin v pfiprave-
nych roztocich NaOH.

Obr. 15. Prubeh hydrolyzy (vina s 0,5%
NaOH)
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Druhy stupen:

Enzymova hydrolyza probihala pii teploté 50 °C po dobu 4-24 hodin s pfidavkem
enzymu Savinase Ultra 16L (5 % enzymu na hmotnost suché viny). VSechny pouzité en-
zymy jsou komercéné vyrabény firmou Novozymes. Pred provedenim enzymové hydrolyzy
bylo upraveno pH na hodnotu 9. Po ukonc¢eni hydrolyzy probéhla inaktivace enzymu za-
htatim roztoku na 90 °C po dobu 10 minut. Roztok byl nasledné zfiltrovan ptes PA tkaninu
(minimalné 8 vrstev tkaniny) a odstfedén pii 4000 otacek/min po dobu 10 min. Tuhy podil
byl vysusen pti 103 °C (Obr. 16). Kapalny podil (Obr. 17, 18) byl vysusen pii 60-80 °C v
horkovzdusné susarn¢. Tab. 3. shrnuje podminky jednotlivych hydrolyz.

Obr. 16. Vysuseny tuhy podil (0,05% NaOH)
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Obr. 17. Hydrolyzat keratinu (0,5% NaOH)

Obr. 18. Vysuseny hydrolyzat (0,05% NaOH)
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6.7 Utinnost hydrolyzy

Podle nésledujiciho vzorce byla stanovena ucinnost hydrolyzy.

Vzorec pro vypocet ucinnosti hydrolyzy:

mr

n=100—( .100)

Myina
n... ucinnost hydrolyzy [%]
mr ...hmotnost tuhého podilu [g]

Myina...hmotnost (navazka) viny [g]

6.8 Stanoveni suSiny

Nejprve byly zvazeny prazdné, suché sklenéné kozeluzské misky. Déle bylo do mi-

sek navazeno 0,5 g hydrolyzatu. Misky s hydrolyzatem byly pfemistény do susarny, kde se

vzorek susil pii teploté¢ 103 °C po dobu 3-4 hodiny. Po uplynuti 3-4 hodin se misky pte-

mistily do exsikéatoru. Po vychladnuti se misky zvéazily a nasledné piesunuly do suSarny na

dalSich cca 30 minut, poté se op¢ct premistily do exsikatoru, zvazily a vyhodnotilo se, zda je

rozdil hmotnosti mezi poslednima dvéma véazenimi mensi nez 1 mg. V piipadé vétsiho

rozdilu se hydrolyzat opakovan¢ susil az do konstantni hmotnosti.

Vzorec pro vypocet obsahu susiny ve vzorku:

m
S=—.100
my

S... obsah susiny ve vzorku [%]

m ...hmotnost vzorku po suseni [g]

my...hmotnost vzorku pred susenim [g]

6.9 Stanoveni popelovin

Kelimky z kfemenného skla byly nejprve predzihdny v muflové peci, nasledné pone-

chany vychladnout v exsikatoru a zvazeny. Poté do nich byl odvéazen vzorek hydrolyzatu a
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kelimky se vzorkem byly premistény do muflové pece a zihany pfi teploté¢ 650 °C po dobu
1 hodiny. Po uplynuti této doby byly kelimky se vzorky vyjmuty z pece a ponechany vy-
chladnout v exsikatoru a nasledné byly zvazeny. Vysledna hodnota je primérem dvou sta-

noveni z kazdého vzorku.

Vzorec pro vypocet obsahu popelovin ve vzorku:

n
P=—.100
L)

P... obsah popelovin ve vzorku [%]
n ...hmotnost vzorku po zihani [g]

no...hmotnost vzorku pred Zihanim [g]

6.10 Mikrochemické stanoveni dusiku — Micro-Kjeldahlova metoda

AOAC 960.52

Do mineraliza¢nich ban€k bylo navazeno cca 0,2 g vzorku, déale bylo pfidano 5,6 ml
96 % kyseliny sirové a 20 ml 0,02 M HCI. Nakonec byla ptidana tableta katalyzatoru a
baiiky byly pfemistény na vaftic, kde probihala mineralizace pfi teploté 480 °C po dobu 1-
1,5 hodiny (Obr. 19). Mineralizace byla ukon¢ena ve chvili, kdy se roztok zbarvil do svétle
zelené barvy. Mineralizat byl nasledn¢€ ponechdn vychladnout. Po vychladnuti byl minera-
lizat nafedén malym mnozstvim destilované vody, z divodu rozpusténi pevnych ¢astic a
nasledné prelit do 50 ml odmérnych ban¢k. Baiky byly doplnény destilovanou vodou po

rysku.
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Obr. 19. Mineralizacni aparatura

Nasledovala destilace v Parnas-Wagnerové destilacni aparatute (Obr. 20). Do néalevky apa-
ratury bylo odpipetovano 25 ml vzorku, 20 ml roztoku Na»S>03 . SHoO+NaOH. Destilace
probihala po dobu 20 minut od okamziku varu. NH3 byl béhem destilace jiman do 15 ml
2% kyseliny borité.
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Obr. 20. Parnas-Wagnerova aparatura

Po ukonceni destilace bylo ke vzniklému roztoku ptidano par kapek Tashirova indikéatoru a

nasledovala titrace roztokem 0,02 M HCI do svétle ruzového zabarveni.

Vzorec pro vypocet obsahu dusiku ve vzorku:

Ve~ €. 14,007 100. 2

N m. 1073

N ... obsah dusiku ve vzorku [%]
V... spotreba zasobniho roztoku HCI p¥i titraci [ml]
c ... moldrni koncentrace HCI [mol.I'']

m ... navazka vzorku hydrolyzatu [g]
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Dale byl stanoven obsah bilkovin pomoci univerzalniho piepocitavaciho faktoru

(6,25), ktery vychazi z faktu, ze bilkoviny obsahuji v priméru 16 % dusiku (100:16).

Vzorec pro vypocet obsahu bilkovin ve vzorku:

B =N.625
B ... obsah bilkovin ve vzorku [%]

N ... obsah dusiku ve vzorku [%]

6.11 Elektroforéza

Principem elektroforézy je migrace nabité ¢astice pod vlivem elektrického pole. Bio-
logické molekuly, jako jsou aminokyseliny, peptidy, proteiny, nukleotidy a nukleové kyse-
liny maji ionizovatelné skupiny, a proto pii daném pH existuji v roztoku jako elektricky
nabité kationty nebo anionty. Pisobenim elektrického pole dochazi k migraci na katodu
nebo anodu v zavislosti na naboji. Zatizeni pro elektroforézu se sklada z napajeciho zdroje

a elektroforetické jednotky [41].

Obr. 21. Pristroj pro elektroforézu
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Navazka praskového vzorku (0,12 g hydrolyzatu keratinu) byla rozpusténa ve vodé
v 10 ml odmérné baice. Déle byl roztok odstfedén na odstredivce pti 6000 ot/min. po dobu

5 minut. Roztok vzorku byl zfedén ve vialkdch pufrem Sample SDS Buffer 2X v poméru

1:1.

Deska s gelem byla oplachnuta vodou pro odstranéni uchovavaciho roztoku. Deska
byla umisténa do cely Novex Xcell II tak, aby vznikly dvé komory pro pufr. Do komor byl
nalit pufr tak, aby mezi deskami byly zaplaveny jamky a pod deskami tak, aby byla pono-
fena elektroda. Déle byly nadavkovany vzorky a standardy do jamek a byl ptipojen zdro;j.
Na zdroji byly nastaveny hodnoty metodou s konstantnimi limity a ¢asem (limit napéti
125 V, limit proudu 80 mA, limit vykonu 5 W, ¢as min. 1 hodinu a 30 minut). Zafizeni pro
elektroforézu je vyobrazeno na Obr. 21. Po ukonceni vyvijeni byly vyjmuty desky a
oplachnuty vodou. Horni ¢ast desky byla sunddna a noZzem odtiznut gel na spodni ¢asti a
vystupky mezi jamkami. Gel byl pfeveden do vody v Petriho misce a dikladn¢ oplachnut

vodou za tc¢elem odstranéni pufru braniciho vybarvovani (Obr. 22).

Gel byl v Petriho misce zalit 50 ml ustalovaciho roztoku (40 ml metanolu + 7% ky-
selina octova) a byl umistén na tfepacku na 1 hodinu. Po ustaleni byl slit roztok a gel byl
oplachnut 25% metanolem. Barveni probihalo na tfepacce roztokem modii po dobu 1,5
hodiny. Poté bylo odlito barvivo a gel oplachnut 25% metanolem. Odbarvovani gelu pro-

bihalo ptes noc v 25% metanolu na tfepacce.

Gel byl oplachnut vodou a zalit susicim roztokem (30% metanol + 5% glycerol) na
20 minut. Poté byl gel presunut do rdmecku mezi celofanové folie. SuSeni probihalo ve
svislé poloze v lednici po dobu 24 hodin. Po vysuseni byl gel nechan 2 dny zatizeny, aby

nedoslo ke skrouceni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

Obr. 22. Prace s gelem

6.12 Statistické vyhodnoceni

Bylo vyuzito faktorovych pokusii 2° s jednim stfedovym pokusem. Proménnou byla
koncentrace NaOH a doba hydrolyzy jednotlivych fazi. Uéelem faktorovych pokust je
stanoveni vyznamnosti vlivll psobici na vysledky experimentu a zptsob, jakym vysledky
ovlivituji. Technologické podminky opakované série hydrolyz byly navrzeny pomoci fak-
torovych pokusti 22, tedy se dvéma proménnymi, jimiz byla koncentrace NaOH a doba

enzymové hydrolyzy.

Ke statistickému vyhodnoceni byl vyuzit Paretiv diagram, ktery statistickou vy-
znamnost znazoriuje graficky. Vrstevnicové diagramy popisuji zavislost faktord na vybra-

né vlastnosti. Vysledky byly vyhodnoceny v programu Minitab 17.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Hydrolyza
Byly provedeny dvé série hydrolyz za stejnych podminek (viz. Tab. 3).
Rozdil v sériich byl v upravé pH béhem enzymatické hydrolyzy:
o Prvni série bez tpravy pH béhem druhé faze (enzymatické hydrolyzy)

o Druha série s upravou pH béhem druhé faze (enzymatické hydrolyzy)

Tab. 3. Podminky jednotlivych hydrolyz keratinu

Experiment| Doba 1. faze [hod] Doba 2. faze [hod] | Koncentrace NaOH [%]
1 4 4 0,05
2 4 4 0,5
3 4 24 0,05
4 4 24 0,5
5 14 14 0,275
6 14 14 0,275
7 24 4 0,05
8 24 4 0,5
9 24 24 0,05
10 24 24 0,5

SERIE HYDROLYZ BEZ UPRAVY pH V PRUBEHU ENZYMOVE HYDROLYZY

V prabéhu hydrolyzy byly sledovany hodnoty pH v pravidelnych ¢asech. Pti 1. sérii
byla hodnota pH upravena na hodnotu 9 pouze pfed zacatkem enzymové hydrolyzy. Pii pH
9 ma enzym nejoptimalnéjsi aktivitu. V nasledujici grafech (Obr. 23 — 25) je znazornéna
zména pH za Cas pro jednotlivé hydrolyzy 1. série. Zelena cara rozd¢luje alkalickou a en-

zymovou hydrolyzu.

Zpocatku alkalické hydrolyzy byl pozorovan strméjsi pokles pH béhem jednotlivych
méfeni. Ze zaCatku enzymové hydrolyzy klesala hodnota pH srovnatelné strmé jako
v ptipadé alkalické hydrolyzy. Béhem poslednich Sestnacti hodin hydrolyz s del§im ¢asem

2. faze byl jiz pokles pouze v ramci desetin hodnoty pH, coz znézoriuje obrazek 23.
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Obrazek 24 znazornuje prubéh zmény pH pro dva stfedové pokusy provedené za
stejnych podminek. Dle ocekavani jsou téméf totozné. Na obrazku 25 jsou zndzornény
hydrolyzy s delsi dobou alkalické faze. Zde je vidét pokles pH do cca 4. hodiny od pocat-
ku, dale pak po zbylou dobu klesa pH velmi mirné. Béhem enzymové hydrolyzy dochézi

k poklesu pH v podobné mife jako na zacatku alkalické faze.

Obecné lze tedy fici, ze zhruba do 4. hodiny od poc¢atku, pH klesalo strmé&ji. S delsi

dobou reakce byl jiz pokles mirny.

) Zavislost pH na ¢ase - experiment 1 - 4
ALKALICKA

HYDROLYZA ) )
ENZYMOVA HYDROLYZA

13
12

11

pH[1]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Cas [hod.]

—&—Experiment |  —@—Experiment 2 Experiment 3 ~ —@— Experiment 4

Obr. 23. Graf zavislosti pH na case pro experimenty 1 — 4
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Zavislost pH na Case - experiment S - 6

ALKALICKA HYDROLYZA ENZYMOVA HYDROLYZA
13

12

11

10

pH [1]

6
01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

—8—Experiment 5 —®—Experiment 6 Cas [hod ]
Obr. 24. Graf zavislosti pH na case pro experimenty 5 — 6

Zavislost pH na case - experiment 7 - 10

ENZYMOVA

ALKALICKA HYDROLYZA HYDROLYZA

14

13

” i

6

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Cas [hod.]
—&—Experiment 7 —®—Experiment8 —@—Experiment9 —®—Experiment 10

Obr. 25. Graf zavislosti pH a case pro experimenty 7 — 10
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SERIE HYDROLYZ S UPRAVOU pH V PRUBEHU ENZYMOVE HYDROLYZY

V nésledujici grafech (Obr. 26 — 28) je znazornéna zména pH za ¢as pro jednotlivé
hydrolyzy 2. série. V této sérii bylo po urcitych intervalech upravovano pH na hodnotu 9

béhem druhé faze (enzymové hydrolyzy) z divodu podpory funkce enzymu.

Zpocatku obou hydrolyz je opét pozorovan strmé&jsi pokles hodnot pH. S ¢asem se
pokles ustaluje a kiivka klesd mirn¢. Na obrazku 26 a 28 je zietelny pokles pH v enzymové
¢asti hydrolyz. Nejprve dochdzelo k vétsSimu poklesu po jednotlivych tpravach pH,
s casem byl jiz pokles mirnéjsi. Obrazek 27 zndzornuje pribéh hodnot pH stfedovych po-
kusti. Kfivky jsou téméf totozné. Prabeh alkalické faze je srovnatelny s prvni sérii hydro-

lyz, dochazi tedy zpocatku ke strméjSimu poklesu hodnot pH, s casem se pokles snizuje.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

Zavislost pH na Case - experiment 1 - 4

ALKALICKA , )
HYDROLYZA ENZYMOVA HYDROLYZA
14
13
I'Jprava pH (9)
12
11
; 10
=

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Cas [hod.]

—e—Experiment |  —@—Experiment 2 —®—Experiment3  —@— Experiment 4

Obr. 26. Graf zavislosti pH na case hydrolyzy (experimenty 1 —4)
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Zavislost pH na ¢ase - experiment 5 - 6

ALKALICKA HYDROLYZA ENZYMOVA HYDROLYZA
14
13 ,
Uprava pH (9)
12
11 —
Elo
o
8
7
6

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

—8—Experiment 5 —®— Experiment 6 Cas [hod ]

Obr. 27. Graf zavislosti pH na case hydrolyzy (experimenty 5 — 6)

Zavislost pH na Case - experiment 7 - 10

) , ENZYMOVA
ALKALICKA HYDROLYZA | hvprOLYZA
14
13 (
Uprava
. pH (9)
Elo
o
9
8
7
6

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Cas [hod.]

—&—Experiment 7 —®—Experiment § —@—Experiment9  —@®—Experiment 10

Obr. 28. Graf zavislosti pH na case hydrolyzy (experiment 7-10)
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Tab. 4. Vyhodnoceni nejoptimalnéjsich podminek hydrolyz

Doba 1. faze | Doba 2. faze | Utinnost U&innost

Experiment Koncentl;ace bez upravy s pravou hydrolyzy | hydrolyzy

NaOH [%] pH [hod.] pH [hod.] | 1.faze [%] |2.faze [%]
1 0,05 4 4 10,5 21,8
2 0,5 4 4 51,7 57,4
3 0,05 4 24 12,6 23,1
4 0,5 4 24 59,3 72,4
5 0,275 14 14 31.8 35,0
6 0,275 14 14 28,4 34,2
7 0,05 24 4 14,4 16,1
8 0,5 24 4 79,9 85,4
9 0,05 24 24 15,9 26,8
10 0,5 24 24 72,7 84,0

Na zékladé statistického vyhodnoceni, v programu Minitab 17, vlivu faktorii na
ucinnost hydrolyzy jednotlivych experimentd bylo zjisténo, Ze nejvétsi vliv ma koncentra-
ce hydroxidu, dale pak doba enzymové hydrolyzy a nejmensi vliv mé doba alkalické hyd-
rolyzy. Na zakladé téchto zjisténi a nemoZnosti opakovat vSechny hydrolyzy byly vybrany
optimalni podminky hydrolyz, které jsou v tabulce 6 vyznaceny oranzové¢ a byly znovu
provedeny ve vétsim mnozstvi z divodu ziskani vétsSiho mnozstvi produkti pouzitelnych k
analyzam. Pro nové statistické vyhodnoceni byl proveden jeden sttedovy pokus s dobou

prvni faze 4 hodiny.

Naésledujici grafy (Obr. 29 - 31) zndzorfiuji zménu pH béhem hydrolyzy pro opako-
vané experimenty 1 — 5. V této sérii bylo upravovano pH na hodnotu 9 v intervalech b¢-
hem enzymové hydrolyzy. Zelen4 ¢ara rozdéluje alkalickou a enzymovou fazi. Z grafti je
evidentni, Ze po upraveé pH vzdy nasledoval pokles hodnot. Na zacatku je pozorovan vétsi
pokles, s delsi dobou pH klesalo mirn&ji. Na obrazcich 29 a 30 1ze jasné vidét, Ze s delsi
dobou ptsobeni pH klesalo mirné€ji a bylo pouze minimélné dorovnavano na hodnotu 9.
Obrazek 31 znazornuje pribéh sttedového pokusu, ze kterého je také ziejmé, ze pH

s casem klesd mirnéji.
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Zavislost pH na ¢ase - experiment 1 a 2

ALKALICKA HYDROLYZA ENZYMOVA HYDROLYZA
13
11 ,
Uprava pH (9)
—10 >
T
&9
8
7
6
0 1 2 3 4 5 6 7 8
——0,05% NaOH —8—0,5% NaOH  Cas [hod]
Obr. 29. Graf zavislosti pH na case hydrolyzy (experiment I a 2)
Zavislost pH na Case - experiment 3 a 4
ALKALICKA ENZYMOVA HYDROLYZA
|4 HYDROLYZA
13
Uprava pH (9)
12 >
11
10
L9

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Cas [hod.]
—0—0,05% NaOH ——0,5% NaOH

Obr. 30. Graf zavislosti pH na case hydrolyzy (experiment 3 a 4)
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Zavislost pH na Case - experiment 5

ALKALICKA HYDROLYZA | ENZYMOVA HYDROLYZA

Uprava pH (9)

11 >

—0—0,275% NaOH

Obr. 31. Graf zavislosti pH na case hydrolyzy (experiment 5)

Tab. 5. Ucinnosti opakovanych experimentii

Experiment Ukinnost hydrolyzy [%]
1 21,0
2 68,0
3 20,5
4 71,5
5 42,6

Tabulka 5 sumarizuje vypocitané ucinnosti opakovanych sérii hydrolyz. Nejvyssi
ucinnost 71,5 % ma experiment 4, ktery byl proveden s NaOH o nejvyssi koncentraci (0,5
%) v porovnani s ostatnimi experimenty a del$i dobou enzymové hydrolyzy (24 hodin). O
néco niz§i ucinnost 68 % mél experiment 2. Zde byla také pouzita vysoka koncentrace

NaOH, ale krats$i doba enzymové hydrolyzy (4 hodiny). Nejnizsi u€¢innost 20,5 % vykazuje
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experiment 3, kde byla pouzita nejnizsi koncentrace NaOH (0,05 %) a enzymova hydroly-
za probihala 24 hodin. Velice podobn¢ vysla ucinnost experimentu 1 (21 %), ktery se lisil
pouze kratsim asem enzymové hydrolyzy. Uéinnost stiedového pokusu je dle oekavani

priblizn¢ uprostted. Z vysledkl Ize usuzovat, ze z hlediska G¢innosti neni ¢as hydrolyzy

pfili§ vyznamny.

7.2 Vysledky analytickych zkouSek

STANOVENI OBSAHU SUSINY A VLHKOSTI

Tab. 6. Obsah susiny a vlhkosti pro prvni provedeni

Experiment Pod}'l §u§iny Podi! \:lhkosti Pod}'l §u§iny Podi! \tlhkosti
L. série [%] | 1.série [%] | 2.série [%] | 2.série[%]
1 91,7 8,3 93,2 6.9
2 95,3 4,7 95,2 4.8
3 93,1 6,9 92,6 7.4
4 95,0 5,1 94,4 5.6
5 93,6 6,4 93,2 6,8
6 93,7 6,3 93,5 6,5
7 92,2 7,8 92,5 7,5
8 94,4 5,6 93,6 6,4
9 92,3 7,7 92,9 7.1
10 94,9 5,1 93,9 6,1

Tab. 7. Obsah susiny a vlhkosti pro opakované hydrolyzy

Experiment Podil susiny [%] Podil vihkosti [%]
1 95,7 4,3
2 95,9 4,1
3 96,7 3.4
4 97,7 2,4
5 97,9 2,1
6 95,9 4,1

Dva stiedové pokusy provedené béhem prvniho stanoveni (Tab. 6) jsou dobie srov-

natelné. Podil suSiny je 93 %. Jelikoz byl béhem opakované série zopakovan stiedovy po-
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kus s casem 1. faze hydrolyzy 14 hodin a druhé faze 14 hodin, je mozné porovnat tento
pokus s jiz provedenym. Zde se podil susiny lisi o cca 3 %. Tento rozdil vznikl pravdépo-
dobné¢ v dasledku rozdilného postupu suseni. Z divodu delSiho intervalu mezi suSenimi

vzorek navazal vzdu$nou vlhkost.

Obsah susiny v opakované sérii hydrolyz (Tab. 7) se pohyboval v intervalu od 95,7
% do 97,9 %. Nejvétsi podil susiny mély experimenty s del§i dobou enzymové hydrolyzy
(24 hodin).

STANOVENI OBSAHU POPELOVIN

Tab. 8. Stanoveni obsahu popelovin

Experiment Obsah popelovin [%]
1 16,3
2 19,9
3 16,5
4 18,3
5 16,5

Na jednotlivych hydrolyzatech byl stanoven obsah popelovin (Tab. 8). Nejvice po-
pelovin bylo obsazeno ve vzorcich experimentu 2 a 4. Diivodem je vyssi koncentrace Na-

OH. Nizsi podil popela maji vzorky s niz8i koncentraci NaOH.

STANOVENI OBSAHU DUSIKU

Tab. 9. Stanoveni obsahu dusiku a bilkovin

Experiment Obsah dusiku [%)] Obsah bilkovin [%]
1 14,7 91,9
2 11,4 71,3
3 13,2 82,5
4 11,6 72,5
5 11,5 71,9
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Nejvice dusiku obsahovaly vzorky experimentu 1 a 3 (Tab. 9). Zde byla pouzita

niz8i koncentrace NaOH (0,05 %). Tyto vzorky mély také nejvétsi podil bilkovin. Naopak

nejmensi obsah dusiku obsahovaly vzorky s vyssi koncentraci NaOH (0,5 %).

ELEKTROFOREZA
Tab. 10. Prehled elektroforegramii
Experiment Standard 1 2 3 4 5 6
Cas 1. faze /
2. faze / 4/4 4/4 4/24 4/24 14/14 4/14
[hod.]
Koncentrace / 0,05 05 | 005 05 | 0275 | 0275
NaOH [%] 2 2 2 2 b 2
/ 200 kDa

116 kDa

97 kDa

66 kDa

55kDa

45 kDa

-
36 kDa

— 2%9kDa

24 kDa

20kDa

14.2 kDa

5,5 kDa

W

Dalsim z vyhodnoceni bylo elektroforetické stanoveni distribuce molarnich hmotnos-

ti. Byl pouzit standard s Sirokou distribuci molarnich hmotnosti (6,5 — 200 kDa). Pro vétsi

prehled jsou v tabulce 10 k jednotlivym elektroforegramtim ptifazeny podminky, za jakych
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byly hydrolyzy provedeny. Zde se vzorek 4 jevi jako nejoptimalnéjsi s nejvétsim zastoupe-
nim kratkych i dlouhych fetézct. Je zde pomérné hodné dlouhych fetézcti od 60 do 200
kDa a stejné tak kratkych fetézci od 14 do 29 kDa. Diivodem jsou podminky hydrolyzy.
Byla zde pouzita vyssi koncentrace NaOH a vliv méla pravdépodobné i delsi doba enzy-
mové hydrolyzy (24 hodin). Stejné tak méla vyssi koncentrace NaOH vliv na vzorek 2, kde
je také ziejmé zastoupeni vSech fetézcl, ovSem ne v takové mife jako u vzorku 4. Zde se-
hrala roli krat$i doba enzymové hydrolyzy (4 hodiny). Vzorky 2, 4, 5 a 6 obsahuji vysoko
molekulové frakce (55 — 200 kDa). Totozny profil maji vzorky 5 a 6 z divodu stejné kon-
centrace NaOH (0,275%). Vzorek 1 ma velmi malé zastoupeni frakci, v porovnani
s ostatnimi vzorky. Vyskytuje se zde mensi mnozstvi delSich fetézct (55 — 200 kDa)
s témé&f uplnou absenci kratkych fetézcli. Stejny profil mé i vzorek 3. U vzorku 3 by se
dalo oc¢ekévat v porovnani se vzorkem 1 vétsi mnozstvi frakci, jelikoz byl podroben delsi-
mu ¢asu enzymové hydrolyzy.

Zavérem by se dalo fici, Ze technologické podminky hydrolyzy maji vliv na distribu-
ci molekulovych hmotnosti hydrolyzatu. Upravou podminek lze tedy pfipravit hydrolyzaty
sriznym  podilem  vysoko-molekuldrnich, stfedné-molekuldrnich nebo  nizko-
molekularnich frakei. Idedlnimi podminkami byla v tomto experimentu delSi doba enzy-

mové hydrolyzy a vyssi koncentrace NaOH.

7.3 Statistické vyhodnoceni

VYHODNOCENI VLIVU FAKTORU NA UCINNOST

Vliv jednotlivych faktorti na Gi¢innost hydrolyzy byl vyhodnocen pomoci Paretova
diagramu (Obr. 32.). Z n¢j Ize vycist, ze faktor A (koncentrace NaOH) piesahuje hodnotu
kritické vyznamnosti, je tedy statisticky vysoce vyznamny. Cas 2. faze hydrolyzy ma zde

minimalni vyznam.
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33,35
| Factor Mame
A Koncentrace MaOH [%]
B Cas 2. faze [hod]
A
i
AB i
l
1
1
i
1
B i
1
1
1
1
1

Obr. 32. Paretitv diagram pro ucinnost

Regresni rovnice:

% Utinnost = 15,97 + 102,7 * A — 0,04722 * B+ 0,4444 * A * B—2,676 * CP

R?2=100 %

A ... koncentrace NaOH [%]
B ... ¢as 2. faze [hod.]

CP ... stredovy bod
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Koncentrace NaOH [%]

; 1.-::- 1,5 20,0 225
Cas 2. faze [hod.]

5,0 3= 10,0

Obr. 33. Vrstevnicovy diagram vlivu faktorii na ucinnost

Obrazek 33 je vrstevnicovy diagram vlivu faktorii na ucinnost. Na tomto grafu je
zieteln€ videt nartist ucinnosti s rostouci koncentraci. Je zde patrné, Ze nejvetsi ucinnost
(nad 70 %) bude mit hydrolyzat, na jehoZ ptipravu bude pouzit NaOH o koncentraci
v rozmezi 0,45 — 0,5 % a hydrolyza bude probihat po dobu od 22 do 24 hodin. V tomto
ptipadé sehréla roli i delSi doba hydrolyzy. OvSem neni to faktor, ktery ma zasadni vliv na
ucinnost, jelikoz o néco nizsi u¢innost (60 — 70 %) vykazuji vzorky, které byly podrobeny
¢asu od 4 do 10 hodin, stejné tak jako od 17,5 do 24 hodin. Pti kratSich ¢asech byla kon-
centrace od 0,39 % do 0,5 %, pti delSich Casech byla spodni hodnota koncentrace jen o
néco malo nizsi (cca 0,38 % - 0,5 %). Nejnizsi tcinnost pod 30 % je v piipadé doby hydro-
1yzy od 4 do 10 hodin a od 17,5 do 24 hodin pfti koncentraci NaOH od 0,05 % do 0,16 %,

coz opét potvrzuje zasadni vliv koncentrace na uc¢innost.

VYHODNOCENI VLIVU FAKTORU NA OBSAH POPELOVIN

Obrazek 34 znazoriuje Paretliv diagram vyznamnosti faktorti na obsah popelovin.
Zde zadny z faktorii nedosahuje statistické vyznamnosti. Z diagramu lze vy¢ist, ze nejveétsi

vliv m¢la koncentrace NaOH. Doba hydrolyzy méla mensi vyznamnost.
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Obr. 34. Paretitv diagram pro obsah popelovin

Regresni rovnice:
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Obr. 35. Vrstevnicovy diagram viivu faktori na obsah popelovin
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Obrazek 35 znazornuje vrstevnicovy diagram vlivu faktori na obsah popelovin.
traci NaOH v rozmezi od 0,05 % do 0,12 % s kratkym ¢asem hydrolyzy od 4 do 7,5 hodin.
Druh4 oblast je sttedovy pokus, kde se koncentrace NaOH pohybuje zhruba od 0,24 % do
0,26 % v ¢ase od 13 do 14,5 hodin. Nejvyssi obsah popelovin (vice nez 19,5 %) je v oblasti
vysoké koncentrace (0,44 — 0,5 %) a kratké doby hydrolyzy (4 — 7,5 hodin). Obsah pope-
lovin 16,5 - 17 % se vyskytuje v celém intervalu Casu, tedy od 4 do 24 hodin pfi koncen-
traci od 0,05 % do 0,35 %. S rostoucim obsahem popelovin se jiz dale zkracuje doba reak-
ce a 18 — 19,5 % popelovin je v rozmezi od 4 do 12,5 hodin. 18 — 18,5 % popelovin je pfi
koncentraci od 0,31 % do 0,5 % v ¢ase 4 — 14 hodin a 19 — 24 hodin. Obecné¢ I1ze vyhodno-

tit, ze se s rostouci koncentraci NaOH zvySuje obsah popelovin.

VYHODNOCENI VLIVU FAKTORU NA OBSAH DUSIKU

Paretiv diagram pro obsah dusiku (Obr. 36.) ukazuje, ze vétSi vyznam v porovnani

s casem hydrolyzy méla koncentrace NaOH.
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Obr. 36. Paretitv diagram pro obsah dusiku
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Regresni rovnice:

% Dusiku = 15,40 — 8,089 * A —0,08444 * B+ 0,1889 * A * B—1,225 * CP

R?=100 %
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Obr. 37. Vrstevnicovy diagram viivu faktorii na obsah dusiku

Obrazek 37 znazoriiuje vrstevnicovy diagram vlivu faktort na obsah dusiku. Zde
ma tedy zasadni vliv na obsah dusiku koncentrace NaOH. Nejvyssi obsah dusiku bude za
nizké koncentrace NaOH (0,05 — 0,1 %) a kratkou dobu (4 — 6 hodin). Nejnizsi obsah du-
siku za vysoké koncentrace NaOH (0,45 — 0,5 %) a kratkého Casu hydrolyzy (4 — 6 hodin).
Obsah dusiku v rozmezi 11,5 — 12 % se vyskytuje v celém intervalu ¢ast a v koncentraci

0d 0,2 % do 0,5 %. Lze tedy fici, ze s rostouci koncentraci NaOH se snizuje obsah dusiku.
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ZAVER

Diplomové prace je délena na teoretickou a experimentalni ¢ast. Teoreticka ¢ast
popisuje problematiku, kterou se poté praktickd Cast zabyva. Hlavnim tématem prace je
keratin a zpusoby jeho hydrolyzy. Dale jsou popsany praktické moznosti vyuziti hydroly-
zatu.

Prvnim krokem praktické ¢asti bylo provedeni dvou sérii alkalicko-enzymovych
hydrolyz liSicich se Gpravou pH v pribéhu enzymové ¢asti hydrolyzy. Na zékladé¢ statistic-
kého vyhodnoceni bylo zjisténo, ze doba alkalické hydrolyzy ma nejmensi vyznam, a proto
byla tato hodnota v dal§i sérii zafixovana na 4 h. Metodou faktorovych pokusi 22 byla vy-
tvofena a provedena nova série experimentd, u nichz byla vypoc¢itana u€innost a provedeny
analytické zkousSky. Nejvys§i ucinnosti dosahovaly vzorky experimentl 2 a 4 (68 %,
71,5 %). Davodem je ziejmé vyssi koncentrace NaOH (0,5 %). Statistickymi metodami
bylo potvrzeno, ze nejvétsi vliv na ucinnost hydrolyzy méla koncentrace NaOH a ¢as hyd-

rolyzy mé¢l prakticky zanedbatelny vyznam.

Z vysledki analytickych zkousSek pak lze zjistit, Ze nejvetsi obsah suSiny mély
vzorky podrobené del§i dobé enzymové hydrolyzy. Nejvyssi obsah popela byl stanoven u
experimentt 2 a 4 (19,9 %, 18,3 %), které probihaly za vyssi koncentrace NaOH. Statistic-
ky bylo potvrzeno, ze obsah popela je taktéz ovlivnén prevazné koncentraci NaOH.
Z vrstevnicovych diagrami je ziejmé, Ze obsah popela s rostouci koncentraci NaOH stou-
péa. Obdobné hrala hlavni roli koncentrace NaOH v souvislosti s obsahem dusiku. Zde
ovSem podil dusiku rostl s klesajici koncentraci. Nejvétsi podil dusiku obsahovaly vzorky
experimentt 1 a 3 (14,7 %, 13,2 %), kde byla pouzita nizsi koncentrace NaOH (0,05 %).

Naopak nejmensi podil dusiku mély experimenty s vys$si koncentraci.

Na zéklad¢ provedené elektroforézy byl jako nejoptimalné;si, z hlediska distribuce
molarnich hmotnosti, vyhodnocen experiment 4 s koncentraci NaOH 0,5 % a dobou enzy-
mové hydrolyzy 24 hodin. Tento vzorek obsahoval kratké i dlouhé fetézce v nejveétsim
mnozstvi v porovnani s ostatnimi vzorky a mél nejvétsi podil frakci o molekulové hmot-
nosti od 60 do 200 kDa. Podobn¢ vypadal vzorek experimentu 2, kde byla taktéz pouzita
vyssi koncentrace NaOH, ale enzymova hydrolyza probihala krat$i dobu. Zde by se dalo

fici, ze na mnozstvi a rozlozeni jednotlivych frakci maji vliv extrémnéjsi podminky.

Zaverem lze tedy konstatovat, Ze zasadni vliv na sloZeni a mnozstvi ziskané¢ho hyd-

rolyzatu ma zejména koncentrace NaOH, doby hydrolyzy mély vzdy pouze minoritni roli.
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Na zakladé ziskanych vysledkt tedy zfejmé Ize cilenou tGpravou technologickych podmi-
nek ptipravit hydrolyzaty s konkrétnimi vlastnostmi, coz by bylo vhodné podpofit dalSimi

studiemi na dané téma.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

kDa  kiloDalton
PA polyamid

ppm  parts per milion
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