Keratinové hydrolyzaty a jejich vyuziti
pro pfipravu filmu

Bc. Eva Jelinkova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2015 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi polymert
akademicky rok: 2014/2015

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmenf: Bc. Eva Jelinkova

Osobni éislo: T13376

Studijnfi program: N2808 Chemie a technologie materiald
Studijni obor: InZenyrstvi polymerd

Forma studia: prezenéni
Téma préce: Keratinové hydrolyzéty a jejich vyuiiti pro pfipravu
filma
Zasady pro vypracovani:

Cilem teoretické &asti prace bude reserie o moinostech pfipravy keratinovych hydroly-
zétd a jejich vyuZiti pro tvorbu filmd, povlakd a félii. Cilem experimentalni Easti prace bude
piiprava keratinového hydrolyzatu z ovéi viny, jeho charakterizace a nasledné vyuiiti pro
odlévani filmd. U takto pfipravenych filmi budou dale studovany jejich vlastnosti.



Rozsah diplomowé price:

Rozsah pifloh:
Forma zpracovéni diplomové prace:  tisténalelekironicka

Seznam odborné literatury:

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

SIMPSON, W a G CRAWSHAW. Wool: science and technology. Camibridge, England:
Woodhead, 2002, 368 s. ISBN 08-493-2820-9.

GENNADIOS, Aristippos. Protein-based films and coatings. Boca Raton: CRC Press,
2002, 650 5. ISBN 15-871-6107-9.

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

Vedoud diplomové price: Ing. Ondfej Krejéi

Ustav inZenyrstv polymerd
Datum zadéni diplomové prace: 16. ledna 2015
Termin odevzdini diplomevé prace:  15. kvétna 2015

Ve Zliné dne 2. biexna 2015

WMASE
ﬂsy‘“"" Q'/}‘%
7L 6
/ i 3 ~N
doc,Ing. R Cermak, PH.D. % ;}}G ",;’;' Ing. Lubomir Benitek, Ph.D.
/ iy

QO



PHjmeni a jméno: Jelinkova Eva Obor: InZenyrstvi polymert

PROHLASENI

Prohladuji, Ze

beru na védomi, e odevzdéanim diplomové/bakalafské prace souhlasim se zvefejnénim
své price podle zikona &. 111/1998 Sb. o vysokych Skolich a 0 zméné a doplnéni daldich
zikoni (zdkon o vysokych Zkolich), ve znéni pozdgjsich pravnich pfedpisi. bez ohledu
na vysledek obhajoby ;

beru na védomi, Ze diplomovi/bakalafskd price bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informadnim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden wytisk
diplomové/bakalafské prace bude uloZen na pfisludném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zling a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho préice;

byl/a jsem sezndmen/a s tim, 2e¢ na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné vztahuje
zékon €, 121/2000 Sb. o pravu autorském, o privech souvisejicich s prdvem autorskym a
o zméné nékterych zikoni (autorsky zikon) ve znéni pozdéjsich pravnich predpist, zejm.
§350dst. 3%

beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. | autorského zdkona mé UTB ve Zling priavo na
uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dfla v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zikona;
beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo - diplomovowbakaldfskou
prici nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen & pledchozim pieemnym souhlasem
Univerzity TomaSe Bati ve Zling, kterd je opravnéna v takovém pfipadé ode mne
poZadovat pfiméfeny pfispévek na thradu nakladd, které byly Univerzitou TomaSe Bati
ve Zliné na vytvofeni dila vynalozeny (aZ do jejich skutetné vyse);

beru na védomi, 2¢ pokud bylo k vypracovéni diplomové/bakalafské price vyuZito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym Géelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuZiti), nelze vysledky
diplomové/bakaldiské price vyuZit ke komerénim Géelim;

beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomovébakalafské price jakykoliv softwarovy
produkt, povaZuji se za soutast price rovnéZ i zdrojové kidy, popf. soubory, ze kterych
se projekt skldda. Neodevzdini této soudasti miize byt diivodem k neobhdjeni price.

Ve Zliné 5. 5.2015 R IRLY

-----------------------------------------------

" nikon & 211/1998 $b. © vysokjch feoltch o 0 tméad @ dogindal dattich 20kond (2dkon o wisckych Shaidch|, ve 2ndnl pozddisich
pravich pfedphd, § 47 2vefeifovdnl adwiredmjch prack

(1) Visokd Skole neviedletné rerfigiiue duenolel, dinlomond, bakaldVske o rigorden’ prdce, v Aterych probéhlay obhojobo, wemmé
posudkd aponestd o wisledku cohajoly prostfednictvim dotobdze ivalifikoénich procl Aterou sprovije. Zpdsob avefeiménd

(2)  Dxsertodn, dipfomend, hakaidisid o nigardand proce odevadane uchasedem k obhaood mus! b5t tel nejmédnd pét pracovnich ded
aed kendwim odhgjoly aveleintoy k nohlilen) vefeinost! v misté uréendm witfim pfedpirem vysoké fioly nebo nenil tok
wdeno, v mizé procowdtd vysoke Shaly, kde se md konot obhayobe pedice, Nafdy st mife se rvefnindnéd prive pofucwst no s
adidody vypisy, cptiy nebo rozmnodeniny.

3] Ploti fe adevzddnim proce outor soublas se avefeyndnim své prdce podle fahato sikona, ber aledu oo witldek abhaiody.
A pdkon £ 121/2000 Sh. 0 prdvw outovském, o prévech seuwseicich § prdwem autoeskim 0 @ sménd slkrenich adéond (owtorsky
2dkon) ve 2néni poadéitich prownich pledpsd, § 35 odst, 3

(3} Do priwo outorskidbo towé neznsafule Shoks nebo dhodbd & vabildvory sofinend, w0 nikol o dlem afvmébo neto sepfimého
Irapadlishdniv melv wahuvdnhio pruopdidu A viuce aebu A Wit ponfedd dWlo sytvolead Jdiam el studsntem de sadodol



(1)

12)
(3)

Skoinich nebo studifnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prdvniho vztohu ke Skole nebo Skolskému & vzdéldvaciho zafizent (3koln/
dfio).

¥ 2dkon & 121/2000 Sb. o prdvu outorském, o prévech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych 2ékon( (outorsky
2dkon) ve znéni pozaéiSich pravnich pledpisd, § 60 Skoini dilo:

Skola nebo Skolské & vedéldvac zafizeni maji 20 obvyklych podminek préve na uzavieni licenéni smiouvy o uditi skolaho difa (§
35 odst. 3). Odpird-li autor tokového difo udéiit svolen/ bez véiného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrozenf
chybéjictho projevu jeho viie u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 20stévd nedotéeno.

Neni-ll sjedndno jinak, mdide autor skolntho dilo své difo ukit & poskytnout jinému licenci, nenk-li to v rozporu s oprdvnénymi
2dfmy $koly nebo Skolského & vadéidvaciho zafizent,

Skola nebo 3kolské & vzddidvoci 2ofizenl jsou opréwnény polodovat, aby jim outor Skolniho dife z wdélky jim dosoleného
v souvislosti s ulitim dila & poskytnutim licence podie odstavee 2 pfiméfené pfispél no dhrody ndkladd, které na vytvofeni dila
vynalodily, a to podie okolnasti of do jejich skuteéné vyse; pfitom se pfihiédne k vys$i vidétku dosofeného Skolou nebo Skolskym &
vadéldvacim zofizenim 2 uiiti fkolniha difa podie odstovee 1.



ABSTRAKT

Diplomova préace se vénuje vyrob¢ keratinovych hydrolyzati z odpadnich surovin a
nasledné ptipravé keratinovych filmt, které maji velky potencidl v mnoha aplikacich.
Teoreticka cast diplomové prace shrnuje zakladni informace o keratinu, dale popisuje
ptipravu keratinovych hydrolyzati a tvorbu keratinovych filmt véetné jejich aplikacnich
moznosti. V praktické c¢asti byl nejprve piipraven keratinovy hydrolyzat alkalicko-
enzymovou hydrolyzou za piisobeni enzymu Esperase 6.0T, ktery byl dale vyuzit pro
vytvofeni filmul. Pfi pfipravé filma bylo pouzito zmé&kéovadlo glycerol a sitovaci ¢inidlo
chitosan, jehoz mnozstvi se pohybovalo v rozmezi 0 — 30 %. Stejné mnozstvi sitovaciho
¢inidla bylo pouzito i U dalSich filmd, které byly vytvoteny z hydrolyzatu ptipravené¢ho
pomoci enzymu Savinase 6.0T. Vlna, nerozloZeny podil viny, oba hydrolyzaty a vSechny

filmy byly dale testovany analytickymi a instrumentalnimi metodami.

Kli¢ova slova: vina, keratin, hydrolyza, filmy, chitosan

ABSTRACT

This master thesis deals with a production of keratin hydrolysates from waste
materials and next preparation of keratin films, which have a great potential in many
applications. The theoretical part of master thesis summarizing basic information about
keratin, then describes preparation of keratin hydrolysates and production of keratin films,
including their application possibilities. In the practical part firstly keratin hydrolysate was
prepared by alkali-enzymatic hydrolysis with enzyme Esperase 6.0T. Keratin hydrolysate
was further used for preparation of films. The plasticizer glycerol and crosslinking agent
chitosan were used for preparation of films. Amount of chitosan was between 0 to 30 %.
The same amount of crosslinking agent was used also for preparation another films, which
was created from hydrolysate prepared with enzyme Savinase 6.0T. Wool, undecomposed
part of wool, hydrolysates and films were further tested by analytical and instrumental

methods.

Keywords: wool, keratin, hydrolysis, films, chitosan
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UvVOD

Vzhledem k vysokému mnozstvi kazdoro¢né vznikajiciho keratinového odpadu je na
misté otazka, jak tohoto odpadu vhodné vyuzit. Vyzkum zabyvajici se keratinem je diky
aplikaénim moznostem a vysokému mnozstvi surovinného zdroje perspektivni oblasti.
Soucasné vyuziti, které se zamétuje predevsim na kompostovani, je nedostatecné. Diive se
keratinové odpady ptidavaly do krmnych smési. Avsak kviili ochrané lidského zdravi pied
infekcemi zpiisobenymi patogennimi mikroorganismy zvifeciho pivodu, je tato aplikace

V ramci EU zakdzana.

Mezi hlavni nevyhody omezujici Siroké vyuziti patii energeticka naro¢nost spojena
S hydrolyzou keratinu. Keratiny jsou diky mechanické a chemické odolnosti obtizné
zpracovatelné a k u¢innému rozkladu se nejcastéji vyuziva energeticky narocné alkalicka,
kysela ¢i enzymova hydrolyza. Dal$im limitujicim faktorem je pouziti latek, které mohou
byt zdravi nebezpecné. Jedna se naptiklad o sitovaci ¢inidlo formaldehyd ¢i glutaraldehyd,
které omezuji pouziti v l€karstvi. Moznym feSenim je ndhrada téchto latek piirodnimi,
které nejsou zdravi nebezpecné. Prikladem miiZze byt pfirodni polysacharid chitosan, ktery

je pouzit v praktické ¢asti pro pripravu filmd.

Diplomovéa prace se v teoretické cCasti zabyva popisem keratinu a moznostmi
ptipravy keratinovych hydrolyzati. Dale se v€nuje vyuziti hydrolyzati v zemédélstvi,
kosmetickém pramyslu ¢i v 1ékafstvi. V praktické ¢asti diplomové prace je z ovéi viny
pfipravovan keratinovy hydrolyzat kombinovanou dvoustupniovou alkalicko-enzymovou
hydrolyzou, jelikoz kombinace téchto metod zvySuje vytéznost hydrolyzy. Prvni stupen
hydrolyzy probiha za piisobeni Ca(OH). a druhy stupeni za vyuziti enzymu Esperase 6.0T.
Z takto pripraveného keratinového hydrolyzatu, zmékcovadla glycerolu a sitovaciho
¢inidla chitosanu jsou dale pripraveny filmy, které jsou odlity do silikonovych formicek a
usuSeny. V praktické €asti jsou také piipraveny filmy, které jsou tvoreny hydrolyzatem
pfipravenym pomoci enzymu Savinase 6.0T, glycerolem a chitosanem. Druhy hydrolyzat

byl pro praktickou ¢ast dodan jiz v hotové podobé.

U vzniklych filmi je zjistovana jejich rozpustnost a narust povrchu (botnani). Dale
jsou testovany metodami infraCervené spektroskopie s Fourierovou transformaci,
diferencidlni skenovaci kalorimetrii a termogravimetrickou analyzou. U viny,
nerozloZeného podilu a ziskanych hydrolyzati je analyticky zjiStovan obsah dusiku, siry,

popelovin a tuku.
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1 KERATIN

Keratiny (z feckého slova kéras, znamenajici roh) jsou vysoce specializované vlakni-
té proteiny, oznacované jako skleroproteiny. Muzeme je naleznout v epidermalnich tkénich
obratlovct. Naptiklad v lidskych vlasech a nehtech, v ov¢i vin€, nosoroz¢im rohu, v rybich

Supinach nebo také v pefi, kopytech, drapech ¢i zobacich. [1]

Obecn¢ lze fici, Ze keratinova skupina proteinti je mechanicky pevna a strukturovana
tak, aby vyhovovala riznym potiebam zvifat. Slouzi naptiklad k ochrané pred vnéjSimi
vlivy jako je chlad a dést’ (vlasy, vina, pefi), k umoznéni mobility (pefi a kopyta) nebo

k maskovani zvifat a identifikaci pohlavi (rizné zbarveni a vzory). [1, 2, 3]

Keratin, podobné jako elastin, je vysoce nerozpustny protein odolévajici vode¢, sla-
bym kyselinam a zasadam a organickym rozpoustédlim. Je odolny proti napadeni béznymi
proteolytickymi enzymy, jako jsou trypsin nebo pepsin. Vysoka odolnost keratinu uzce

souvisi s adaptaci obratlovcii na zivot na Zemi. [1, 4]

1.1 Struktura keratinu

I ptfes zna¢nou rozmanitost ve velikostech a tvarech maji keratinové materialy po-

dobnou primarni, sekundarni a dokonce i terciarni strukturu. [2]

PRIMARNI STRUKTURA

Primarni strukturu keratinu, viz obrazek 2, tvori hlavni polypeptidovy fetézec, ktery

vznika spojenim aminokyselin peptidovou vazbou, jak je znazornéno na obrazku 1. [2]

Peptidova vazba
0 " o o 0
. — ” H
Hoh—CH—C—OH  + HN—ElH—E—I:IH +— HN—CH{C—H- CH—C—OH
H - H=0
R Rz “ Ry Rz

Obrazek 1: Spojeni dvou aminokyselin peptidovou vazbou [5]
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Obrazek 2: Obecny vzorec primarni struktury keratinu [5]

SEKUNDARNI STRUKTURA

Polypeptidové fetézce se mohou v keratinu vyskytovat ve dvou hlavnich konforma-
cich: a-Sroubovice a B-skladany list. Tomu odpovida rozdé€leni keratinu na a-keratin (na-

chazejici se typicky u saven) a B-keratin (vyskytujici se u ptaka a plazi). [1, 3]

V a-Sroubovici, znazornéné na obrazku 3, jsou polypeptidové fetézce stoCeny do vét-
Sinou pravoto€ivé Sroubovice, kterd je stabilizovana vodikovymi mistky mezi -NH a -CO

skupinami. [6]

vodikova vazba
e, /... 0__(-/C\ - N—H

C ():C /C/ - .\ N’H /
\N__H_'_____..\.\-O’ ¢ C/P\‘Hf """""" o=

/ N \N/H ........... o:-C\ \

C O / ......... '():C /C N_“
o= =C~ e \ /
| C O e

\c——-N~H -------- \C/N H —\-c—-—C

Obrazek 3: Konformace o — Sroubovice [7]

V konformaci B-skladany list, kterou mizeme vidét na obrazku 4, jsou polypeptidové
fetézce usporadany rovnobézné. Tato struktura je opét stabilizovana vodikovymi vazbami
mezi -NH a -CO skupinami peptidovych vazeb. Tentokrat vSak kazda skupina nalezi

jinému polypeptidovému fetézci. [6]
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Obrazek 4: Konformace B-skladany list [7]
TERCIARNI STRUKTURA

Jako terciarni struktura se oznacuje celkové usporddani polypeptidového fetézce

Vv prostoru. Stabilizace této struktury zajistuji predevsim disulfidické mustky. Terciarni

struktura je zobrazena na nasledujicim obrazku. [6]

Aminovy konec

B-skladany list

Karboxylovy konec

Obrazek 5: Terciarni struktura keratinu [7]

KVARTERN{ STRUKTURA

Kvartérni struktura je dana vzajemnou interakci mezi podjednotkami, které tvofii pro-

tein. Retézce jsou v kvartérni struktufe stabilizovany nekovalentnimi vazbami (vodikovymi

a hydrofobnimi silami ¢i iontovymi a disulfidovymi vazbami). [8]
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Prikladem kvartérni struktury je vy$si uspotfadani o — helixti do superhelixu, znamé-
ho pod oznacenim protofibrila. Slozenim superhelixti (protofibril) vznikd mikrofibrila,
ktera dale tvoti makrofibrilu. Podrobné&jsi popis vinéného vldkna nasleduje v dalsi kapitole.

Kvartérni struktura keratinu je znazornéna na obrazku 6. [1]

bunééna membrana

Obrazek 6: Kvartérni struktura keratinu [9]

1.2 Aminokyselinové sloZeni keratinu

V tabulce 1 vidime aminokyselinové slozZeni keratinu z ovéi viny véetné mnozstvi
jednotlivych aminokyselin.

odliSuje keratin od jinych strukturalnich proteint, jako je kolagen a elastin.

Cystein v keratinovém fetézci je schopen tvofit inter- a intramolekularni disulfidické
vazby, které urcuji vlastnosti keratinu [4]. MnozZstvi cysteinu se 1isi v zavislosti na zdroji
keratinu. Keratin z viny obsahuje 11 — 17 % cysteinu, zatimco z pefi asi 7 % cysteinu [10].

Diky disulfidickym vazbam mezi cysteinem je keratin odolny vici enzymové hydro-
lyze. Dalsi charakteristikou keratinu je vysoky obsah glycinu, prolinu, serinu, kyselych
aminokyselin, dale pak nizky obsah lysinu, histidinu, metioninu a plna absence tryptofa-

nu. [1]
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Tabulka 1: Aminokyselinové slozeni keratinu z ov¢i viny [11]

AMINOKYSELINA ZKRATKA MNOZSTVI [hm. %]
Kyselina glutamova a Glutamin Glu 13,8
Cystein Cys 10,8
Arginin Arg 10,2
Serin Ser 8,5
Leucin Leu 7,2
Kyselina asparagova a Asparagin Asp 7,0
Threonin Thr 6,0
Tyrosin Tyr 5,9
Prolin Pro 5,7
Valin Val 51
Glycin Gly 4,6
Fenylalanin Phe 3,6
Alanin Ala 3,3
Isoleucin lle 3,2
Lysin Lys 3,0
Histidin His 1,3
Methionin Met 0,6
Vzhledem ktomu, Ze biologické funkce jsou ovliviiovany  rtz-

nym aminokyselinovym sloZenim, mohla by byt na zéklad¢ konkrétniho aplika¢niho Gcelu

vybrana konkrétni skupina aminokyselin. Z tabulky ¢. 1 vidime, ze kyselina glutamova

acystein jsou dvé nejhlavngjsi aminokyseliny v ovéim keratinu. Kyselina glutamova

je kli¢ovou aminokyselinou v bunééném metabolismu lidského téla, ktera zvySuje mozko-
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vou funkci a dusevni aktivitu. A cystein poskytuje odolnost téla pred skodlivymi ucinky

tim, ze zvySuje aktivitu bilych krvinek. [12]

1.3 Aminokyselinové sloZeni keratinovych hydrolyzati

Diky hydrolyze viny dochézi k rozpusténi vinénych vlédken a zaroven dochazi také ke
zménam aminokyselinového slozeni. Jako ptiklad je uvedena alkalicka hydrolyza za pouzi-
ti NaOH. Pii1 alkalické hydrolyze dochézi k vyznamnym Ubytkiim serinu, cysteinu a treoni-
nu. Naopak se zvysSuje obsah kyseliny glutamové ¢i asparagové. Lysin je aminokyselinou,
u které se vyrazné neméni jeji mnozstvi. Podrobnéjsi zmény v aminokyselinovém slozeni

jsou uvedeny v nasledujici tabulce ¢islo 2. [13]

Tabulka 2: Zmény aminokyselinového sloZeni po alkalické hydrolyze [13]

AMINOKYSELINA PRED HYDROLYZOU [mol%] PO HYDROLYZE [mol%)]
Kyselina glutamova a
12,23 19,3
Glutamin
Cystein 5,65 0,41
Arginin 7,30 5,28
Serin 11,00 3,99
Kyselina asparagova a
6,43 11,2
Asparagin
Threonin 6,38 2,15
Prolin 7,08 5,16
Valin 6,38 7,67
Glycin 9,44 6,08
Lysin 3,01 3,22

Jako dalsi priklad je v tabulce 3 uvedena enzymova hydrolyza, pfi které nedochazi

k tak vyraznym zménam obsahu aminokyselin jako u hydrolyzy alkalické. V nasledujici
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tabulce jsou vypsany zmény v aminokyselinovém slozeni, ke kterym dochézi po enzymové
hydrolyze. [14]

Tabulka 3: Zmény aminokyselinového slozeni po enzymové hydrolyze [14]

AMINOKYSELINA PRED HYDROLYZOU [hm. %] | PO HYDROLYZE [hm. %]
Kyselina glutamova a
11,45 12,00
Glutamin
Arginin 6,21 5,27
Serin 9,06 10,60
Leucin 4,75 3,73
Kyselina asparagova a
5,55 6,98
Asparagin
Threonin 4,70 4,49
Tyrosin 2,68 2,10
Prolin 8,56 8,37
Valin 5,23 5,09
Glycin 5,87 7,38
Fenylalanin 4,50 3,80

Z uvedenych tabulek je zfejmé, zZe aminokyselinové slozeni keratinové zdroje (viny,
pefi,...) se diky hydrolyze méni. Zaroven je vidét, Ze sloZzeni aminokyselin u hydrolyzath
je ovlivnéno reakénimi podminkami hydrolyzy. Lisi se podle toho, zda $lo o hydrolyzu

alkalickou, kyselou ¢i napiiklad enzymovou.
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2 OVCiVLNA

Keratin z vlny je reaktivni, biokompatibilni a biologicky odbouratelny material. Vina
s az 95 hm. % keratinu je bohatym a ¢istym zdrojem bilkovinnych vlaken, které mohou byt
dale vyuzity v $iroké skale biomaterialovych aplikacich. [15]

Kromé Van der Waalsovych interakci pisobi v makromolekule vinéného vldkna také
disulfidické vazby, vodikové mistky a iontové vazby. Molekulova hmotnost keratinu izo-
lovaného z viny je 52 — 69 kDa. [16]

Vinéné vlakno, jehoz struktura je zobrazena na obrazku 7, tvoii hlavni centralni ¢ast
zvana kortex (ktra) a vnéjsi vrstva znama pod oznacenim kutikula (pokozka), kterd chrani
karu. Kutikularni Supina se sklada ze ti vrstev: [16]

1. epikutikularni,
2. exokutikularni

3. endokutikularni.

| /"7 Molekula keratinu
3 (1 nm)
¥, ?T‘%

Protofibrila — 1 17 -

(2 nm) %
Mikrofibrila \ Jaderny zbytek
(7 nm)

Makrofibrila —» |
(200 nm)

:'sei/ Parakortex

Kortikdlni .

buiika Ortokortex

(2 000 nm)
Endokutikula
Exokutikula
Epikutikula

Kutikuldrni Supina

Kortex

Obrazek 7: Slozky vIinéného vldkna a jejich praméry [16, 17]

Kortex tvoii 70 — 90 % vInéného vldkna a skladéd se z ortokortikalnich a parakortikal-
nich bunék sriznymi fyzikdlnimi vlastnostmi. Ortokortikdlni a parakortikalni bunky
se skladaji z fady mikrofibril, které jsou tvofeny 11 protofibrilami. [16]

Protofibrily jsou tvofeny tfemi keratinovymi makromolekulami sto¢enymi kolem sebe.

Spiralova forma keratinu je ozna¢ovana jako a-helix. [16]
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3 PRODUKCE KERATINOVEHO ODPADU A JEHO VYUZITI

Bylo odhadnuto, ze na celém svéteé roéné vznikne vice nez 5 miliont tun keratinové-
ho odpadu. Vzniké ptevazné v chovatelském a jateCnim primyslu a sklada se z viny, pefi,
chlupt, zobakl, rohl a kopyt. Se zvysSujici se poptavkou po udrzitelnych materidlech
Vv poslednich letech se zacaly povazovat tyto vedlejsi produkty za obnovitelny zdroj, ktery
si zaslouZi lepsiho vyuziti. [11]

Diky vysokému obsahu bilkovin je keratinovy odpad pouzivan napiiklad do krmnych
smési. K tomuto zplisobu vyuziti se pouziva keratinovy odpad z peti. Zpracovani se prova-
di tepelng, chemicky ¢i enzymové. Vznika péfova moucka, ktera se ptidava do krmiva pro
zvitata. Tato smés obsahuje vysoké mnozstvi dusiku, tuku a minerdlnich soli. Naopak se
vyznacuje zna¢nym nedostatkem lysinu, metioninu a histidinu. Péfovd moucka ma také
niz8i koeficient stravitelnosti aminokyselin, které jsou nezbytné pro driibez (lysin, metio-
nin, cystein a treonin) ve srovnani s jinymi prumyslovymi krmivy. Fyzikalni a chemické
zpracovani keratinového odpadu navic vyZaduje znaéné mnozstvi energie. [1]

Zpracovanim vedlejSich produktd zivocisného piivodu vznikéd masokostni moucka,
kterd se ziskava z porazenych a zpracovanych zvifat. Masokostni moucka se diive bézné
pouzivala v krmivech pro zvirata. Nyni je vSak tato aplikace znacné omezena, jelikoz
od 1. ledna 2000 je zakazano pouziti masokostni moucky pro ¢lenské staty Evropské unie.
Cilem je chranit lidské zdravi v ramci EU pied infekcemi, které jsou zplisobeny patogen-
nimi mikroorganismy zvifeciho ptivodu. [1]

Naopak, roste zdjem o praktické vyuziti keratinovych hydrolyzati v kosmetickém
a farmaceutickém prumyslu. V poslednich letech se provadéji vyzkumy, ve kterych jsou
pouzity keratinové biomaterialy ve formé geld, filmi, povlaki nebo vldken. Tyto biomate-
ridly by mohly byt vyuzity jako zdravotnické dopliiky pro hojeni ran, regeneraci kosti
a regeneraci periferniho nervového systému. [1]

Keratinové odpady lze vyuzit také v zemédélstvi pro ptipravu hnojiv. Tyto latky
pfiznive€ ovliviiuji nékteré vlastnosti plidy. Nicméné jejich vliv na mikrobiologickou aktivi-
tu a na transformaci dusiku neni jednoznacné pozitivni. Hnojivo zplsobuje sniZeni respi-
racni aktivity lehkych ptd, narusuje nitrifikaéni procesy a zpiisobuje také ztraty dusiku

V tomto prostiedi. [1]
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Zatim nejpopularngj$i racionalni metodou nakladani s keratinovym odpadem
je kompostovani. Pfi kompostovani dochazi k biologické pfeméné organického odpadu
na hygienicky nezdvadny, na humus bohaty, relativné biostabilni produkt. Kompostovani
je bezpecna a nadkladové efektivni technologie, kterd poskytuje produkt (kompost) pouzi-
telny jako hnojivo. Kompost zlepsuje vlastnosti piidy a poskytuje nutri¢ni potieby rostli-

nam. [1]
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4 HYDROLYZA KERATINU

Keratiny maji vysoky obsah siry a jsou proto mechanicky a chemicky velmi odolné.
Na druhou stranu jsou kvtli vysokému obsahu siry obtizné¢ zpracovatelné a kvili tomu
nedostate¢né prakticky vyuzité. Snadnéjsi pifiprava keratinovych hydrolyzati by mohla
zvysit jejich vyuziti v primyslu. Mezi nejvyznamnéjs$i metody piipravy keratinovych hyd-
rolyzata z ptivodnich zdroju patii pfedevsim redukcni Stépeni, alkalickd, kyseld a enzymo-
va hydrolyza. Aby byla ucinnost rozkladu zvySena, je mozno jednotlivé metody kombino-
vat. Naptiklad kombinovand alkalicko-enzymova hydrolyza je metoda s vysokou G¢innosti
rozkladu, jelikoz mnoho komeréné dostupnych keratinolytickych a proteolytickych enzy-

mui ma maximalni u¢innost v alkalickém prostiedi. [18, 19, 20]

REDUKCNI STEPENI

Vzhledem k rozsahlému disulfidovému zesiténi a velkému mnozstvi hydrofobnich
aminokyselin jsou keratiny nerozpustné v nepolarnich rozpoustédlech a rovnéz v polarnich
rozpoustédlech. Keratiny mohou byt extrahovany pouze v ptipade, Ze jsou poruseny disul-
fidové a vodikové vazby. [21]

Reduk¢ni postup extrakce keratinu popsal Schrooyen a kolektiv. Metoda probihala za
mirnych podminek, kdy nedochdzelo k vyznamné hydrolyze peptidovych vazeb. Pfi ex-
trakei, ktera probihala pfi mirném pH (8), byl pouzit 2-merkaptoetanol a koncentrovany
roztok mocoviny. Tyto latky $tépi vodikové vazby a S-S vazby mezi proteiny a zpusobuyji,
ze svazky fibril u keratinu se oddéli a soucasné vznikne monomerni redukovany keratin.
Po ziskani stabilniho roztoku byl 2-merkaptoetanol s mo¢ovinou z roztoku odstranén dia-
Iyzou oproti destilované vodé, ¢imz doslo k agregaci polypeptidovych fetézcii a opétovné
oxidaci cysteinovych zbytki. Ziskal se bily nepruhledny gel. Pro zvysSeni rozpustnosti ex-
trahovaného keratinu lze pfidat k roztoku povrchové aktivni latky. Napiiklad dodecylsulfat
sodny, ktery urychluje extrakci, zvySuje vynos extrakce a rovnéz stabilizuje roztok kerati-

nu po odstranéni mocoviny dialyzou. [21, 22]
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KYSELA HYDROLYZA

Pii kyselé hydrolyze dochazi ke S$tépeni peptidové vazby keratinovych fetézci
a ke vzniku -COO™ a —NH4" iontd. Cystin je v prib&éhu hydrolyzy ¢asteéné oxidovan na
kyselinu cysteovou a cystein, diky ¢emuz dochazi k ¢astecnému rozkladu disulfidickych
vazeb. Pti kyselé hydrolyze se pouzije napiiklad 6 M HCI, ktera se ptida k surovému mate-
rialu (ving) a zahtiva se pfi teploté 120 °C po dobu 6 hodin. Tento postup popsal Yamauchi
a kolektiv. Dale muze byt pouzita 3 M H2SOs, ktera se spolu se surovym materidlem za-
hiiva na teplotu 70 °C po 24 hodin. Pro ziskani hydrolyzatu z beranich rohi pouzil tento
postup Kurbanoglu se svym védeckym tymem. [20, 22, 23]

ALKALICKA HYDROLYZA

Alkalickou hydrolyzu popsal naptiklad Abouheif a kolektiv, kteti pro rozlozeni viny
pouzili 3% vrouci roztok NaOH. S NaOH pracovali také Tsuda a kolektiv, ktefi pouzili
hydroxid o koncentraci 10 g/l a zahtivali jej na teplotu 120 °C. [24, 25]

ENZYMOVA HYDROLYZA

V posledni dob¢ se pro rozklad bilkovin stale ¢astéji pouzivaji enzymy, které jsou
produkovany bakteriemi ¢i houbami. Enzymova hydrolyza piinasi fadu vyhod, jako napii-
mnozstvi znecistujiciho odpadu a mensi davky pouzitych protedz. Naopak mezi nevyhody
patii cena enzymi, nizkd ucinnost hydrolyzy, udrZzovéani stalého reakéniho prostiedi a

dlouha reak¢ni doba potiebna pro hydrolyzu (Casto 3 — 7 dnit). [12, 20]

OXIDACE

Cystein a tryptofan jsou aminokyseliny nejvice nachylné k oxidaci. Maji velky vy-
znam Vv sitovani proteinti a pfimo ovliviiuji pevnost a pruznost vinénych vlaken. Uplné
oxidace cysteinu na kyselinu cysteinovou ve viné je dosazeno pomoci peroxyoctové nebo
jesté 1épe pomoci permravenci kyseliny. [26]

Sulfitolyzu pro extrakci keratinu z ov¢i viny pouzili napiiklad Fortunati s koletivem
a Aluigi s koletivem, ktefi ji provedli pomoci dithionanu sodného (Na2S20s) [27, 28]. Dale
byl pouzit napiiklad sulfid sodny (NazS) pro extrakci keratinu z pefi ¢i disifi¢itan sodny
(Na2S205) pti izolaci keratinu z viny. [29, 30]
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5 KERATINOVE FILMY Z OVCi VLNY

Ptiprava filml z keratinovych hydrolyzati budi diky svym aplika¢nim moZznostem
velky zajem. Moznostem piipravy keratinovych filmi z ov¢i viny se vénuje fada védec-

kych skupin.

Mezi prvni, ktefi se zacali zabyvat piipravou keratinovych filmi z ov¢i viny, patii
Yamauchi s kolektivem. Zkoumali strukturni, biologické a fyzikalné-chemické vlastnosti
vyrobkt piipravenych z ov¢iho keratinu. Pro extrakei keratinu pouzili vySe popsanou me-
todu redukéniho S$tépeni za pouziti mocoviny, redukéniho ¢inidla (2-merkaptoetanol)
a povrchové aktivni latky (dodecylsulfat sodny). Vzniklou smés piefiltrovali a filtrat na-
sledn¢ dialyzovali. Vznikl tak bezbarvy ¢iry roztok redukovaného keratinu. Jelikoz Cisté
keratinové filmy byly pro praktické vyuziti ptilis kiehké, piidali k roztoku keratinu glyce-
rol, coz vedlo ke zvyseni pevnosti. Vodny roztok redukovaného keratinu s glycerolem roz-
lili na vodorovnou kruhovou plochu polypropylenové folie a nechali vysusit v exsikatoru.
Takto pfipravené filmy vykazovaly zna¢nou permeabilitu rtiznych organickych i anorga-
nickych latek. S rostouci molekulovou hmotnosti prostupujici latky permeabilita filma
klesala. U téchto filma byla zkouména také jejich bunécna kompatibilita a bylo zjisténo,
ze V porovnani s kolagenem byl keratinovy filmovy substrat leps§im adhezivem pro bunky

a vice podporoval hojné mnozeni bunék. [22, 31]

Pti ptipravé keratinovych filmd pouzili Wang a Li roztok keratinu izolovaného
zvlny pomoci iontové kapaliny (1-alyl-3-metylimidazolium chlorid nebo 1-butyl-3-
metylimidazolium chlorid). Tento roztok rovnomérné rozlili na sklenénou podlozku a po-
nofili jej postupné do vody, metanolu a etanolu. Do sraZecich roztokl byly filmy ponofo-
vany na 12 hodin pfi pokojové teploté podle psaného potadi. Vzniklé filmy byly ¢istény
deionizovanou vodou a suseny pii pokojové teploté. [32]

Metodu kompresniho tvarovani pro ptipravu filma zkoumali Katoh s kolektivem,
ktefi se lisili od Yamauchiho a Wanga ptipravujici filmy metodu liti. Pfi pfipravé filmt
vychazel Katoh ze sulfo-keratinového roztoku, ktery ziskal extrakci keratinu z viny pomoci
disifi¢itanu sodného, mocoviny a dodecylsulfatu sodného. VysuSenim sulfo-keratinového
roztoku piipravil sulfo-keratinovy prasek. Filmy pfipravil kompresnim tvarovanim prasku,
jelikoZz chtél piekonat hlavni nevyhodu metody liti, kterou je vznik pouze omezenych tvart
filmG. Pfi tvarovani meénil teplotu a zjistil, Ze filmy s nejvyssi maximalni mezi pevnosti

a s nejvyssim Youngovym modulem vznikaji pfi teploté 120 °C. [30]
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6 OPTIMALIZACE KERATINOVYCH FILMU

6.1 PRIDANI PRISAD

Jelikoz filmy slozené pouze z keratinu nemaji vzdy ndmi pozadované vlastnosti, mii-

zeme pouzit dal$i materialy, které nam pomohou tyto vlastnosti ziskat.

Naptiklad mechanickou pevnost keratinovych filml lze zvysit pfidanim glycerolu.
Kromé glycerolu mlzeme pouzit také chitosan, ktery mé& vysokou snasSenlivost
s biologickym prostfedim, schopnost hojeni ran a antibakterialni aktivitu. Keratin-
chitosanovymi filmy se zabyval naptiklad Tanabe, ktery piidaval 10-30 hm. % chitosanu
a ziskal tak pevné a pruzné filmy s mezi pevnosti 27 - 34 MPa. [31]

Pfidat vlakna hedvabi ke keratinovym filmim zkouseli Lee a Vasconcelos, jelikoz
tyto vlakna maji dobrou snédsenlivost s biologickym prostfedim a jsou biologicky rozlozi-
telna. Zjistili, ze keratinové filmy s hedvabnymi vlakny jsou vice sndSenlivé s biologickym
prostiedim nez samotny keratin ¢i hedvabi. Mezimolekularni interakce mezi vldkny hed-
vabi a keratinem pfimo ovliviuji vlastnosti vyslednych filmti. Povaha a pevnost téchto
interakci a znalost degradacni rychlosti umozni vytvoreni matrice, ktera mize v budoucnu
nalézt své uplatnéni v biomedicinskych aplikacich jako nosi¢ t€innych latek. [31]

Kromé ptirodnich polymeri mohou byt ke keratinovym filmim pfidavany také syn-
tetické polymery. Napiiklad Tonin a kolektiv pfidali ke keratinu polyetylenoxid (PEO).
Ukézalo se, ze PEO/keratinové filmy maji vyss$i tepelnou stabilitu a lepsi strukturalni
vlastnosti. Déle byly zkoumany kompozity tvofené keratinem a polypropylenem. Kerati-
novy prasek plisobil jako stabilizator a chranil polypropylenovou matrici pfed termome-
chanickou degradaci béhem zpracovani. [31, 33]

Optimalizace filmi mizZe probihat nejen pfidanim novych ptirodnich a syntetickych
materiall, ale také novymi metodami pifipravy. Snahou je pfekonat univerzalnost, ktera
je spojena s metodou liti keratinového roztoku. Alternativnim zptisobem muze byt pfiprava
kompresnim tvarovanim keratinového praSku. Mechanické vlastnosti filma ptfipravenych
kompresnim tvarovanim jsou ovliviiovany teplotou tvarovani a mnozstvim vody ve filmu.
Timto zplisobem piipravy filmt se zabyva Katoh a kolektiv, jak jiz bylo napséno vyse.

[30, 31]
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6.2 SITOVANI

Diky rozstépeni disulfidickych vazeb, ke kterému dochazi v pribéhu extrakce, ma-
ji keratinové materidly nizkou mechanickou odolnost a stabilitu. Pro opétovné zlepseni
mechanickych vlastnosti je vhodné keratinové filmy sitovat. Mizeme pouzit chemickou
metodu, kdy ¢inidla reaguji s funkénimi skupinami keratinu, nebo pusobit fyzikalnimi vli-
vy, jako napiiklad svétlem ¢i zafenim. Sitovanim vznikaji kovalentni ¢i nekovalentni vaz-
by mezi fetézci keratinu, ¢imz dochdzi k stabilizaci struktury. Zvolenim podminek sitovani
muzeme ovliviiovat vysledné vlastnosti filmi (naptiklad rozlozitelnost, bariérové a mecha-
nické vlastnosti). Sitované filmy jsou nerozpustné ve véts§iné bézn¢ pouzivanych rozpous-

tédel. [34, 35]

CHEMICKY

Molekuly s dlouhymi fetézci a reaktivnimi koncovymi skupinami jsou pii sitovani
skupin. Mezi chemicka sitovadla patii naptiklad formaldehyd ¢i glutaraldehyd. [36]

Formaldehyd je velmi silné sitovaci ¢inidlo, které je G€inné jiz pti nizkych koncen-
tracich. Reakce formaldehydu s vinou byla pfedmétem mnoha studii pfedevsim proto,
ze formaldehyd je schopen uspésné vytvaret sit¢ v keratinu, zéroven je levny a diky malé
velikosti molekul rychle pronika do vinénych vlaken. Postranni fetézce aminokyselin argi-
ninu, lysinu, tyrosinu, tryptofanu, histidinu, cysteinu a amidovych derivati kyseliny aspa-
ragové a glutamové snadno tvoii vazby s formaldehydem. Podstatnou nevyhodou je jeho
prokazana karcinogenita, ktera tak omezuje jeho pouziti. [36, 37]

Glutaraldehyd hraje podstatnou roli pii ¢inéni ovéi kiize a také chrani vinu pied pl-
sténim pii nasledném prani. Glutaraldehyd reaguje prevazné s lysinovymi zbytky. Nevy-
hodou sitovani glutaraledhydem je fakt, ze vlna ziské zlatavé zbarveni, které¢ vSak muze
byt do urcité miry snizeno pouzitim hydrogensific¢itanu. [36]

V praktické ¢asti diplomové prace bude jako sitovaci ¢inidlo pouZit pfirodni polymer
(polysacharid) chitosan, ktery se piipravuje deacetylaci chitinu. Chitin je primarni struk-
turni polymer nachazejici se ve skeletu koryst. Obecné se chitosan vyskytuje jako kopo-
lymer N-acetylglukosaminovych a N-glukosaminovych jednotek, které jsou nahodile nebo
blokové distribuovany po celém polymernim fetézci. Pocet aminovych skupin v chitosanu
(oznacovany jako stupent deacetylace) méa vyznamny vliv na jeho fyzikélni, chemické

a biologické vlastnosti, jelikoz prostiednictvim aminovych skupin dochazi k modifikaci
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makromolekularniho fetézce chitosanu. Piitomnost volnych aminovych skupin zvySuje
jeho rozpustnost a reaktivitu. Chitosan je rozpustny v roztocich ziedénych kyselin, napfi-
klad v kyselin€ octové ¢i chlorovodikové. Na nasledujicim obrazku 8 je zndzornéna struk-

tura chitosanu. [38]

OH OH
&/’JD fﬂf{j .f'f
- O. D

HO NH, HO NHCOCH,

- O

Obrazek 8: Struktura chitosanu [38]

FYZIKALNE

Mezi fyzikalni metody patii napiiklad sitovani indukované svétlem ¢i UV zéfenim,
pti kterém dochazi k absorpci fotont a nasledné tvorbé volnych radikalti. Radikaly vznika-
jici béhem ozafeni vzajemné interaguji a spojuji se, ¢imz vznika sitovana struktura [39,
40]. Pti fyzikalnim sitovani lze pouzit ¢inidla, kterd jsou aktivovana svétlem ¢i zafenim
a ktera katalyzuji sitovaci reakce. Naptiklad pro sitovani keratinu byl pouzit komplex

ruthenia [34] a pro sitovani celulozy byl pouzit metylen-bis-akrylamid. [41]

ENZYMOVE

Sitovand struktura mize byt vytvofena také pomoci enzymui. VyuZiva se naptiklad
enzym transglutamindza, ktery katalyzuje pfenos acylové skupiny mezi donorem
a akceptorem. Konkrétné u keratinu izolovaného z vlny se jedna o ptenos acylové skupiny
mezi glutaminem (donor acylové skupiny) a lysinem (akceptor), coz muzeme vidét
na obrazku 9. [42]
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lysin

TG ,/,i\,
r + NH 3

peptidova vazba glutamyl-lysinu

Obrazek 9: Schéma vzniku sitované struktury pomoci

transglutaminazy [43]

Témito reakcemi vznikaji v keratinu intermolekularni a intramolekularni e-amino-(y-

glutamyl)-lysinové sité, které zlep$uji pevnost. Aktivnim centrem enzymu je thiolova

skupina a aktivita enzymu je ovlivnéna oxida¢nimi a redukénimi €inidly. Optimalni teplota

pro aktivitu transglutaminazy je 50 — 55 °C apH 5 — 7,5. [42]
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7  APLIKACE KERATINU

7.1 VYUZITI KERATINU V LEKARSTVI

Keratin je v poslednich letech stale castéji zkouman pro své vyuziti
v biomedicinskych aplikacich. Hlavni vyhodou pouziti keratinu v biomedicinskych aplika-
cich je jeho snasenlivost s biologickym prostfedim, vnitini biologicka aktivita a biologicka
rozlozitelnost. Vyzkumy se pfevazné zabyvaji pouzitim v tkdilovém inZenyrstvi ¢i pro do-

ruéovani 1é¢iv.
7.1.1 TKANOVE INZENYRSTVIi

Nékolik poslednich desetileti existuje pfirozena potieba vyvoje novych a lepSich ma-
terialti se zaméfenim na mékké tkanové inzenyrstvi. Zajem je piredevsim o materidly, které
vykazuji snasenlivost v biologickém prostiedi (tzv. biokompatibilitu), vnitfni biologickou
aktivitu a jsou biologicky rozlozitelné. Tyto podminky keratin spliiuje. Navic obsahuje
sekvence aminokyselin (Arg-Gly-Asp a Leu-Asp-Val) umoznujici bunéénou adhezi, ktera
pfimo ovlivituje rist bun¢k. Diky témto vlastnostem miize byt keratin pouzit pro vyvoj
ruznych tkanovych konstrukci. Filmy, pfipravené z Cistého keratinu bez pouziti aditiv, byly
pfili§ kiehké na pouziti v tkanovém inzZenyrstvi. Proto byly pfipraveny kompozity obsahu-
jici keratin, chitosan a Zelatinu. Tato keratinova kompozitni sit’ vykazovala dobrou mecha-
nickou pevnost. Jeji struktura se navic vyznacovala dobrou porovitosti, ktera je velmi dule-
Zit4 pro rust bunék a jejich mnoZeni v pribéhu hojeni ran. Fyzikalné-chemické a biologic-
ké vlastnosti tohoto kompozitu jasné¢ ukézaly jeho potencidl v tkdnovém inzenyrstvi,

zejména pii hojeni ran. [44, 45]

KERATINOVE FILMY PRO REKONSTRUKCI OCN{HO POVRCHU

Zavazné poranéni povrchu rohovky a spojivky miize mit za néasledek az ztratu zraku.
V prabéhu poslednich 20 let je pro rekonstrukci oniho povrchu ¢asto pouzivéna lidska
amniotickd membrana, coz je nejvnitingjsi vrstva plodového vaku, ktery obklopuje plod
Vv d¢loze. Membrana obsahuje latky, které podporuji epitelidlni hojeni ran. Nevyhodou
je vSak jeji snizena transparentnost, ktera vyvozuje potiebu najit vhodnou alternativu.
Z tohoto diavodu se provadéji vyzkumy, pfi kterych se pfipravuji transparentni a stabilni
filmy z keratinu extrahovaného z lidskych vlast. Vysledky dané studie ukazaly, ze kerati-

novy film je mnohem transparentnéjSi a tuzsi nez plodovd membrana. Dale tato studie
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dokézala, ze na keratinovych filmech dochdzelo k pfipojeni a hojnému mnozeni epitelidl-
nich bun¢k rohovky. Diky témto zjisténim lze fict, ze keratinové filmy mohou v budoucnu

predstavovat nahradu amniotickych membran v o¢nim 1ékaistvi. [46]

7.1.2 DORUCOVANI LECIV
KOSTNIi VYPLNE S POUZITIM KERATINU Z OVCi VLNY

Infekce po zavedeni umélé kloubni ndhrady je zavaznym problémem vyzadujici re-
implantaci nadhrady. Soucasny vyzkum se proto zamétuje na rozvoj novych kostnich vypl-
ni, které by svou ptitomnosti podporovaly rist bun¢k kostni tkané a které by zaroven fun-

govaly jako nosice 1é¢iva (antibiotik) se schopnosti prodlouzeného uvoliovani. [47]

V ramci vyzkumu byly pfipraveny kompozity tvoifené hydrogelem z keratinu nebo
Z karboxymetylovaného keratinu spolu s hydroxyapatitem. Tyto hydrogely slouzily jako
nosice 1é¢iv s prodlouzenym uvolnovanim. Karboxymetylové skupiny na keratinu usnad-
nyji ulozeni hydroxyapatitu na hydrogel. Z ptipraven¢ho kompozitu byla uvoliiovana kyse-
lina salicylova, kterd byla vybrana jako modelové 1é¢ivo. Mnozstvi uvolnéné kyseliny
salicylové se méfilo z absorbance pii 296 nm. U hydrogelu bez hydroxyapatitu dochazelo
k rychlému uvolnéni kyseliny salicylové v priabéhu 1. hodiny (az 40 %). U kompozitu tvo-
fen¢ho hydroxyapatitem bylo pocatecni rychlé uvoliiovani potlateno na méné nez 30 %.

[47]

Piestoze jsou nezbytné dalsi upravy, ocekava se, Ze tyto kompozity budou mit vyuzi-
ti jako vyplné€ kosti se schopnosti prodlouZzeného uvoliiovani antibiotik a se schopnosti

podporovat rist bunék kostni tkané. [47]

KERATINOVE FILMY Z PERI PRO UVOLNOVANI LECIV

Védecka skupina z Ciny vyuzila keratin izolovany z odpadového pefi pro piipravu
keratinovych filmi se zaméfenim na cilenou dopravu léciv. Keratinové filmy obsahujici
ucinnou latku byly pfipraveny litim. Uvolnovani dané latky z filma bylo kontrolovano po-
moci UV-VIS spektrometrie. Filmy obsahovaly ucinnou latku (Rhodamin B), ktera byla
uvoliiovana pii rtiznych hodnotich pH. Pfi pH 7,5 bylo uvolnéni pomérmné rychlé.
V priabéhu 12 hodin se uvolnilo 94 % dané latky. V kyselém prostiedi se rychlost uvoliio-

vani vyrazné snizila. Pfi pH 3,6 se béhem 12 hodin uvolnilo pouze 40 % uc¢inné latky.
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Z uvolnovacich charakteristik Rhodaminu B pfi zméné pH miiZeme fict, Ze piipravené
filmy byly pH senzitivni a uvoliiovani 1éCiva by tak mohlo byt jednoduSe fizeno upravou
pH. Citlivost na zménu pH a biokompatibilita d€la z keratinového filmu z pefi atraktivni

material pro pouziti v oblasti biomediciny. [48]

7.2 VYUZITI KERATINU V ZEMEDELSTVI

Keratinové filmy mohou mit v budoucnu vyuziti v aplikacich, které vyzaduji materi-
aly Setrné k zivotnimu prostiedi a materidly, které jsou biologicky rozlozitelné. Jedna
se napiiklad o baleni potravin ¢i mulcovaci zemédé€lské folie. Barone s kolektivem pfipra-
vili keratinové filmy z odpadového peti. Extrahovany keratin smichali s glycerolem, ktery
nahrazoval vodu obsazenou v pfirozeném keratinu. Filmy byly pfipraveny béhem nékolika
minut lisovanim pfi teploté¢ 160 °C bez pouziti oxidacnich ¢i redukénich ¢inidel. Tyto fil-
my byly pevné a mechanické vlastnosti byly podobné vlastnostem komeréné dostupnych
materiala. [49]

Mulc€ovaci folie maji za kol snizit riist plevelu, snizit ztratu vlhkosti a chrénit rostli-
ny pred necistotami. Tyto filmy tak mohou snizit spotfebu chemikalii pouzivanych proti
plevelu, sniZit spotiebu vody a pomoct dosdhnout vysSich vynost. Kviili ochrané zivotniho
prostiedi se zvySuje snaha o nahrazeni syntetickych polymert pfirodnimi materialy, které
jsou biologicky rozloZzitelné. Keratinovy hydrolyzat ptfipraveny enzymovou hydrolyzou byl
pouzit pii vyrobé mulCovaci folie. Pfitomnost hydrolyzatu zvySuje absorpci vody, coz ma

za nasledek snadnéjsi a rychlejsi rozklad ve srovnani s folii neobsahujici hydrolyzat. [50]
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7.3 VYUZITI KERATINU V KOSMETICE

Keratinové hydrolyzaty ptipravené predevsim chemickou ¢i enzymovou hydrolyzou
nachazeji své uplatnéni také v kosmetickém primyslu, naptiklad v ptipravcich pro ochranu
vlast jako jsou Sampony nebo kondicionéry. Maji za ukol chranit vlasy ptfed poSkozenim
zpuisobené chemikaliemi, teplem a kazdodenni upravou vlasii. Tyto aktivni proteiny ucinné
posiluji vlasové vlakno a zaroven snizuji jeho poskozeni. Keratiny s molekulovou hmot-
nosti mensi nez 1 kDa jsou schopné proniknout kiirou vlasového vlakna a mohou podporo-
vat povrchovou upravu. Keratinové hydrolyzaty proniknou do struktury vlasu tim vic,
¢im delsi je doba oSetieni a u odbarvenych vlasti dochéazi k vétSimu pronikani nez u vlast

neposkozenych. [51]
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II. PRAKTICKA CAST
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8 CILE A POSTUPY DIPLOMOVE PRACE

Cilem praktické Casti diplomové prace je piipravit keratinovy hydrolyzat z ov¢i viny,
dvoustupniovou alkalicko-enzymovou hydrolyzou. Vznikly hydrolyzat bude dale pouzit pro
pfipravu filmid. Pouzity budou dva typy hydrolyzatl, které se 1iSi zplsobem pfiipravy.

Hlavni rozdil mezi hydrolyzaty je v pouzitém enzymu pii enzymové hydrolyze.

Dalsim cilem je piipravit z keratinovych hydrolyzatt filmy, které se budou lisit rtiz-
nym mnozstvim sitovadla. Pro ptipravu filmt bude pouzito 10 %, 20 % a 30 % sitovadla
na navazku hydrolyzatu. Tyto filmy se budou vzajemné porovnéavat spolu s filmem, ktery

je bez sitovadla.

Vzorky viny, nerozlozeného podilu viny, hydrolyzatu a vzorky ptipravenych filmt
budou analyticky testovany, aby byl zjistén obsah dusiku, siry, popelovin a tuku. Dale bu-
dou podrobovany metodam diferencialni skenovaci kalorimetrie, termogravimetrické ana-

lyze, infracervené spektroskopii, zkouskam rozpustnosti a botnacim zkouskam.
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9 MATERIALY A POSTUPY

9.1 VSTUPNI MATERIAL

Vstupnim materidlem pro praktickou ¢ast diplomové prace byla ov¢i vina typu Meri-

no pochazejici z rodinné farmy v Nevsové.

9.2 SOUHRN POUZITYCH CHEMIKALIi, MATERIALU A
PRISTROJU

Pro odtu¢néni viny a jeji nasledny rozklad byly pouzity tyto enzymy:

Enzym Lipex 100T

Enzym Lipex 100T patii do skupiny lipaz a jeho primarni aktivitou je hydrolyza este-
rovych vazeb v triacylglycerolech. Reakénimi produkty hydrolyzy jsou mastné kyseliny,
monoacylglycerol a diacylglycerol. Dostupny je jako granulat ¢i kapalina. [52]

Enzym Esperase 6.0T

Radi se do skupiny endopeptidaz, coz jsou enzymy, které hydrolyzuji peptidové vaz-
by uvnitf fetézci molekul proteini. Ma Sirokou specificnost a dobrou ucinnost

v alkalickém prostiedi. [53]

Enzym Savinase 6.0T

Enzym Savinase 6.0T se fadi do skupiny proteaz a jeho primarni aktivitou je hydro-
lyza peptidovych vazeb v proteinu. Reakéni produkty, které vznikaji hydrolyzou, jsou pep-
tidy a aminokyseliny. Vyrabi se jako granulat ¢i kapalina. [52]

V nasledujici tabulce 4 jsou shrnuty chemikalie a enzymy, které byly pouzity

Vv pritbéhu praktické ¢asti diplomové prace.
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Tabulka 4: Souhrn pouzitych latek véetné jejich vyrobect

CHEMIKALIE A ENZYMY VZORCE VYROBCE
Kyselina sirova H,S04 Ing. Petr Luke$ (Ceska republika)
Thiosiran sodny NazS,0; Ing. Petr Luke$ (Ceska republika)
Hydroxid sodny NaOH Ing. Petr Luke$ (Ceskd republika)
Kyselina borita H3BO; Ing. Petr Luke$ (Ceskd republika)
Kyselina chlorovodikova HCI Ing. Petr Luke$ (Ceskd republika)
Tashirlv indikator - UTB, Zlin (Ceska republika)
Katalyzatorové tablety - Fisher Scientifics (USA)
Kyselina dusi¢na HNO; Ing. Petr Luke$ (Ceskd republika)
Dusi¢nan stiibrny AgNO; Ing. Petr Luke$ (Ceska republika)
Peroxid vodiku H,0, Ing. Petr Luke$ (Ceskd republika)
Chlorid barnaty BaCl, Lachema (Ceska republika)
Hydroxid vapenaty Ca(OH), Ing. Petr Luke$ (Ceska republika)
Petrolether - Ing. Petr Luke$ (Ceska republika)
Ethanol C,HsOH Ing. Petr Luke$ (Ceska republika)
Glycerol C3Hs0s3 Ing. Petr Luke$ (Ceska republika)
Enzym Lipex 100T - Novozymes (Dansko)
Enzym Esperase 6.0T - Novozymes (Dansko)
Chitosan - Sigma — Aldrich (USA)

V tabulce 5 jsou shrnuty pristroje (véetn€ vyrobci), které byly pouzity v praktické

¢asti diplomové préace.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

Tabulka 5: Souhrn pouzitych piistroji véetné jejich vyrobci

PRISTROJ VYROBCE
NoZovy mlyn Pulverisette 19 Fritsch (Némecko)
Pracka Romo (Ceskad republika)
Odstredivka Universal 32 Hettich (Némecko)
Celulézova membrana D9402 Sigma-Aldrich (USA)
Susarna Memmert (Némecko)
Elektronické analytické vahy KONEKO marketing (Ceska republika)
Magneticka michacka RCT Basic IKA (Némecko)
Parnas-Wagnerova destilacni aparatura UTB, Zlin (Ceska republika)
Muflova pec Labotherm L9/11 Nabertherm (Némecko)
Topné hnizdo LTHS 2000 Brnénska Drutéva (Ceska republika)
Topna deska Ceran 500/44A Harry Gestigkeit GMBH (Némecko)
pH metr WTW 526 Sigma — Aldrich (USA)
DSC Mettler Toledo (Svycarsko)
FTIR Avatar 320 Thermo Scientific (USA)
TGA Q50 TA Instruments (USA)

9.3 ANALYTICKE STANOVENI A DALSI METODY

9.3.1 Mikrochemické stanoveni obsahu dusiku — Micro-Kjeldahlova metoda —
AOAC 960.52

K vzorku o navazce asi 0,2 g bylo ptidano 5,6 ml H2SOs, 20 ml 0,02M HCI a nako-
nec tableta katalyzatoru. Roztok se nechal 1 — 1,5 hodiny mineralizovat na topné desce pii
teploté 480 °C a poté se nechal zchladnout. Po zchladnuti se roztok zfedil malym mnoz-

stvim vody, aby doslo k rozpusténi pevnych ¢astic. Nakonec se roztok ptelil do 50 ml od-
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mérné banky a doplnil po rysku. Na obrazku 10 je zobrazena mineralizace vzorkii na topné

desce.

Obrazek 10: Mineralizace vzorkil na topné desce

Do Parnas-Wagnerovy destilacni aparatury se odpipetovalo 25 ml vzorku
a 20 ml roztoku Na2S203 s NaOH. Jimalo se do ptedlohy destilani aparatury, ve které
bylo 15 ml H3BOs. Destilace probihala 20 minut od pocatku varu. K destilatu bylo ptidano
nékolik kapek indikatoru a poté byl titrovan 0,02M HCI do rizového zbarveni. Obsah du-

siku se stanovoval u vzorki viny, nerozlozeného podilu viny a u obou hydrolyzati.

Mnozstvi dusiku v % se vypocitalo podle vzorce 1:

% N = V-.c-14,007 100 -2 (1)

m
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V — spotieba HCI pfi titraci v ml,
¢ — koncentrace HCI v mol/I,

m — hmotnost vzorku v mg.

9.3.2 Stanoveni obsahu siry sriaZenim roztokem chloridu barnatého — AOAC 955.48

Do Kjeldahlovy banky byl navdzen 1 g vzorku a k nému bylo ptidano 50 ml koncen-
trované HNO3z. Smeés se nechala vafit nad kahanem 2 hodiny a kazdych 15 minut
se k roztoku ptidaly 3 ml 30% H20,. Po mineralizaci a po zchladnuti se roztok pielil
do 200 ml odmérné banky, ktera se doplnila vodou po rysku. Roztok se poté zfiltroval
do 600 ml kadinky pies stfedné husty filtr a zahtal k varu. Za stalého michani se postupné
ptidavalo 120 ml 10% horkého roztoku BaClo. Smés se nechala hodinu vafit a poté odlezet
24 hodin v digestofi. Vznikla srazenina se poté ptefiltrovala ptes husty filtraéni papir
a srazenina na filtru byla promyvana horkou destilovanou vodou, dokud nedoslo k odstra-
néni veskerych chloridii (zkouska filtratu se provadéla dusicnanem stiibrnym). Filtracni
papir se sraZzeninou se vysusil pfi 103 + 2 °C a poté zpopelnil v zihacim kelimku (vysuSe-
ném a zvazeném) nad kahanem. Popel se déle nechal 2 hodiny Zihat v muflové peci pii
800 °C. Po ochlazeni v exsikatoru se kelimek zvazil. Obsah siry se stanovoval u vzorki

viny, nerozloZeného podilu viny a u obou hydrolyzatu.
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Na nasledujicim obrazku je znazornéna mineralizace vzorku v Kjeldahlové barce

V koncentrované HNOs.

Obrazek 11: Mineralizace vzorku nad kahanem
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Mnozstvi sirdnt a siry v % se vypocitalo podle vzorct 2 a 3:

(502 = m-0,412:100
_ M) 2—
c(S) = "(502) c(S0;7)

c(S027) - mnozstvi sirant v %,
m — hmotnost srazeniny BaSO4 v g,
N —navazka vzorku na stanoveni v g,

TV Y 2-
0,412 — piepocitavaci faktor na pfepocet BaSO4na SO, ,
¢(S) — mnozstvi siry v %,

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

M(SOZ ) — molarni hmotnost sirant = 96,056 g/mol.

9.3.3 Stanoveni obsahu popelovin

)

@)

Navazka asi 0,5 g vzorku se opatrné zpopelnila nad kahanem v pfedem zvazeném

a vysuSeném Zihacim kelimku z kfemicitého, Zaruvzdorného skla. Po zpopelnéni nad ka-

hanem se vzorek dale zihal v Muflové peci pii teploté 600 °C 1,5 hodiny. Po vyzihani

a po zchladnuti v exsikatoru se vzorek zvazil. Obsah popelovin se stanovoval u vzorki

viny, nerozloZeného podilu viny a u obou hydrolyzatu.

Obsah popelovin se vypocital podle vzorce 4:

m,, —mnozstvi popelovin ve vzorku v %,
m, — hmotnost zihaciho kelimku se vzorkem po vyzihani v g,
m, — hmotnost Zihaciho kelimku bez vzorku v g,

my — hmotnost navazeného vzorku v g.

(4)
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9.3.4 Stanoveni obsahu tuku

Navazka asi 2 g viny byla vlozena do extrakéni patrony Soxhletova pfistroje a poté
byla uzaviena vatou. Do zvazené extrak¢ni banky se sklenénymi kulickami bylo nalito
150 ml smési rozpoustédel petroletheru a etanolu v poméru 1:1. Extrak¢ni baiika se smé-
si rozpoustédel byla poté vlozena do topného hnizda a na ni byl nasazen extraktor, ve kte-
rém byla usazena extrakéni patrona s vinou. Nakonec byl na extraktor nasazen zpétny
chladi¢ a byl otevien piepoustéci kohout. Po spusténi chladi¢e bylo zapnuto topné hnizdo
atuk byl extrahovan po dobu 8 hodin od pocatku varu rozpoustédla v extrakéni barce.
Po 8 hodinach byl piepoustéci kohout uzavien a vétSina rozpoustédla se nechala oddestilo-
vat do zasobniho prostoru. Poté byl odpojen chladi¢ od extraktoru, extraktor od extrakéni
baniky a nasledné byla zastavena chladici voda. Extrak¢ni baiika s vyextrahovanym tukem
byla umisténa do digestote, aby se odpafil zbytek rozpoustédla. Nakonec byla batika suSe-

na do konstantni hmotnosti.

Obsah extrahovaného tuku ve viné (E) se vypocte podle vzorce 5:

E:M.loo (5)

n

E — obsah vyextrahovaného tuku ve viné v %,
m: — hmotnost extrakéni banky v g,
m2 — hmotnost extrakéni banky s extraktem v g,

n —navazka vzorku polymeru v g.

9.3.5 Stanoveni botnani a rozpustnosti

Z ptipravenych filmi byly vystfihnuty vzorky, o velikosti cca 15x15 mm. U vzorkl
byly zméfeny rozméry a poté byly vlozeny do pfedem zvazenych vazenek. Po vlozeni
zmétenych vzorkl byly vazenky znovu zvazeny. Do vaZenek bylo nalito 30 ml destilované
vody a poté byly vazenky vlozeny do susarny, ve které byla udrzovana konstantni teplota
30 °C. Po stanovené dobé byla destilovana voda vylita, vdZzenka se vzorkem usuSena
a po zchladnuti v exsikatoru zvazena. Z ubytku vahy byla vypocitana procentualni roz-
pustnost. Z rozméri vzorku pfed a po rozpousténi bylo zjisténo, zda vzorek botnal

a k jakému nartstu povrchu doslo.
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9.3.6 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) je analytickd metoda,
ktera méti pohlceni (absorpci) infracerveného zaieni o rizné vinové délce zkoumanym
vzorkem. InfraCervené zareni je elektromagnetické zaieni, které ma vlnovou délku
0,78 - 1000 mm, ¢emuz odpovidd rozsah vlno¢tu 12800 - 10 cm™. Vystupem metody je
grafické zobrazeni zavislosti energie, vyjadiené napiiklad v jednotkdch absorbance nebo
procentech transmitance, na vlnové délce zareni dopadajiciho na vzorek. Infraervené
spektrometry s Fourierovou transformaci jsou piistroje, které pracuji na principu interfe-
rence zafeni. FTIR spektrometry méfi interferogram (interferencni obrazce) modulovaného
svazku zéreni po prichodu vzorkem. FTIR pfistroje vyZaduji matematickou transformaci,
aby se ziskal klasticky zaznam spektra. Vyhodou p#i FTIR méfeni je, Ze na detektor dopa-

da vzdy cely svazek zafeni, coz umoziuje méteni vzorku, které silné absorbuji zafeni. [54]

Infracervend spektra byla métena pomoci FTIR spektrometru u jednotlivych film,
U keratinovych hydrolyzati a u chitosanu. Méfeni probihalo Vrozsahu vinocta
400 - 4 000 cm™ a u kazdého vzorku se zméiilo 32 skenfl, které se zpriimérovaly. Vyssi

pocet skenil zajiStuje vyssi kvalitu spektra.

9.3.7 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) patfi mezi nejrozSitenéjsi termické ana-
lyzy. Pti méfeni dochazi k ohtevu ¢i ochlazeni vzorku pfedem nastavenou rychlosti. Zaro-
veil je ohfivan ¢i chlazen i1 vzorek referen¢ni. Pro referenci se nejcastéji voli prazdna pan-
vicka. Ptistroj méfi rozdil teplot nebo energii, které musi byt dodany, aby vzorek a referen-
ce mély stejnou teplotu. Vyhodou je potieba malého mnozstvi vzorku. Pro méteni staci
hmotnosti vzorkt v rozmezi 3 — 10 mg. Podle méfené latky se voli druh panvicky, ktery
muze mit rizny tvar ¢i rizny zplsob uzavirani. Méti se obvykle v inertni dusikové atmo-
sféfe, aby nedochazelo k reakcim vzorku se vzduchem. Podle materidlu a druhu experi-
mentu volime rychlost ohfevu ¢i chlazeni. Nejcastéji se pouziva rychlost ohfevu/chlazeni
10 °C/min. Pomoci DSC miiZeme vyhodnocovat napiiklad teplotu tani, teplotu skelného

prechodu, teplotu krystalizace ¢i teplotu degradace. [55, 56]

Pro zjisténi tepelného chovani vzorkli bylo provedeno méteni na DSC pfistroji

v rozsahu teplot 25 - 300 °C s rychlosti ohfevu 10 °C/min. Méfeni probihalo v inertni dusi-
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kové atmosféfe s pratokem 20 ml/min. Tepelné chovani bylo pomoci DSC méfeno u viny,

nerozlozeného podilu viny, keratinovych hydrolyzata a ptipravenych filmda.

9.3.8 Termogravimetricka analyza

Termogravimetricka analyza (TGA) neboli termogravimetrie je metoda, pii které
je analyzovany vzorek vystaven tepelnému namahani (ohfevu ¢i chlazeni) a zaroven
je sledovana zména jeho hmotnosti. Analyzuje se vzorek o hmotnosti miligramt az gramd.
M¢feni muze probihat v inertnim prostfedi (dusik, helium) ¢i v prostfedi oxida¢nim, kdy
je nejjednodussi pouzit vzduch. Z méfeni tak zjistime, jak je dany vzorek tepelné ¢i oxi-

dacéné stabilni. [57]

Termogravimetrickd analyza vzorkli byla provadéna pomoci piistroje TGA Q50
v rozsahu teplot 25 — 800 °C. Pouze v piipad¢ prvniho vzorku (vilny) byla dosazena maxi-
malni teplota méfeni 600 °C. Rychlost ohfevu byla 20 °C/min. Méfeni probihalo v inertni
atmosféte helia s pratokem 100 ml/min. Po dosazeni maximalni teploty 800 °C byl pritok
helia zastaven a méfeni nasledné probihalo za ptitomnosti vzduchu, ¢imz doslo ke spaleni
vzorku. Spalovani vzorkt probihalo 2 minuty a poté bylo méfeni ukonéeno. Diky spaleni
vzorku bylo mozné zjistit obsah popelovin (nespalenych anorganickych latek). Tepelné
chovani pomoci termogravimetrie bylo méfeno u vzorkid viny, nerozlozeného podilu viny,

keratinovych hydrolyzati a ptipravenych filmd.
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UPRAVA SUROVE VLNY

Tato faze zahrnuje mechanické odstranéni viditelnych necistot, které se ve vin¢ na-
chazely. Poté nésledovalo vypréani viny ve vlazné vod¢, vyprani ve vod¢ s mycim prostied-
kem a nakonec propirani ¢istou vodou tak dlouho, dokud nedoslo k Gplnému odstranéni

myciho prostiedku. Vlna, ktera byla pouzita v praktické casti, je znazornéna na obraz-

ku 12 A.

ODTUCNENI ENZYMEM LIPEX 100T

Odtu¢néni viny probihalo ve vodé v poméru 1:50 ve prospéch vody, pii teploté
40 + 2 °C po dobu 24 hodin. Enzym Lipex 100T byl ptidan v 1% mnozstvi vztazeném na
hmotnost suché viny. Pfed samotnym piidanim enzymu byla upravena hodnota
pH na 8 pomoci roztoku NaOH. Pavodni pH viny bylo slabé kyselé (pfiblizn¢ 6,5). V pri-
behu odtuénéni byla smés neékolikrat promichana.

Po odtuc¢néni byla vlna dikladné proprana vodou, aby byl odstranén enzym, a na-
sledné byla vysuSena Vv horkovzdusné susarné pii teploté 103 + 2 °C. Vysusena vlna byla

pomleta v nozovém mlyné¢, jehoz sito mélo 1 mm veliké oka.

ROZKLAD VLNY

Pomleta vina byla vloZzena do bavinéného povlaku, ktery byl nasledné¢ umistén
do pracky. K rozkladu viny dochazelo ve dvou stupnich. Nejprve pomoci alkalické a na-
sledné¢ pomoci enzymové hydrolyzy. Oba stupné hydrolyzy vilny probihaly ve vodé
v poméru 1:20 ve prospéch vody. Nasledné byl ptidan Ca(OH). v takovém mnozstvi, aby
vznikl 0,6% roztok. Hydrolyza probihala v prac¢ce po dobu 48 hodin pii teploté 80 °C. Prv-
nich 6 hodin hydrolyzy byla smés promichavana a poté byla az do konce ponechéina
v klidu. Po skonceni prvniho stupné byla teplota snizena na 60 °C. V druhém stupni roz-
kladu bylo upraveno pH na hodnotu 9 pomoci roztoku NaOH. Thned po upravé pH byl pii-
dan enzym Esperase 6.0T v koncentraci 5 % na navazku suché viny. Hydrolyza opét pro-
bihala v pracce, tentokrat vSak po dobu 24 hodin. Smés byla znovu prvnich 6 hodin promi-
chavana a poté byla do konce ponechana v klidu. Po skonceni druhého stupné rozkladu
byla kapalna faze zahtata v susarné na teplotu 90 °C po dobu 10 minut, ¢imz doslo

k inaktivaci enzymu Esperase 6.0T.
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SEPARACE

Po dvoustupnové hydrolyze musel byt vznikly hydrolyzat odd€len od nerozlozeného
podilu. Byla proto provedena filtrace pies 16 vrstev polyamidové tkaniny. Nerozlozeny
podil zachyceny na tkanin¢ byl vysuSen V suSarné pii teploté 103 =2 °C. Po vysuSeni

a zchladnuti byl zvazen. Konecna podoba nerozlozeného podilu je na obrazku 12 B.

ODSTREDOVAN{

Hydrolyzat separovany od nerozlozené viny byl dale zbavovan jemnych necistot
pomoci odstfed’'ovani. Malé mnozstvi hydrolyzatu bylo nalito do zkumavek v odstiedivce
a odstfedéni probihalo pii frekvenci 4 000 ot/min po dobu 10 minut. Po odstfedéni byl hyd-
rolyzat vylit do sbérné nadoby.

DIALYZA

Hydrolyzat obsahoval nizkomolekularni latky (popeloviny), které musely byt kvili
dal$imu vyuziti odstranény. Vhodnou metodou pro odstranovéani nizkomolekuldrnich latek
je dialyza pies celulozové membrany. Do membrany, ktera propoustéla latky
s molekulovou hmotnosti mensi nez 12 kDa, byl nalit hydrolyzat a konce membrany byly
uzavieny svorkami. Hydrolyzat se dialyzoval oproti destilované vod¢é v poméru 1:10 ve
prospéch destilované vody. Dialyza probihala 1 tyden a v pribéhu tydne bylo médium
dvakrat vyménéno. Po skonceni dialyzy byl hydrolyzat vylit na plech a vysuSen pfi teploté

60 °C. Jeho kone¢nou podobu miizeme vidét na obrazku 12 C.

Utinnost hydrolyzy byla stanovena podle vztahu 6:
— _ (M
n =100 (n 100) (6)

M1 — hmotnost nerozlozeného podilu v g,

n —navazka vzorku v g.
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Obrazek 12: VIna (A), nerozloZeny podil (B),
hydrolyzat (C)
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Pro ptipravu filma byl dale pouzit druhy keratinovy hydrolyzat, ktery byl dodan jiz
V hotové podobé. Hlavni rozdil oproti prvnimu hydrolyzatu byl v pouzitém enzymu

Vv prib¢hu druhého stupné hydrolyzy. Postup ptipravy druhého hydrolyzatu byl nasledujici:

V prvnim stupni hydrolyzy bylo 1 000 g surového materialu smichano s 15000 ml
0,6 % KOH, ¢imz vznikl 0,107 M roztok hydroxidu. Alkalickd hydrolyza probihala

48 hodin pfti teploté 90 °C, pfi¢emz prvnich 6 hodin byla smés promichavana.

Na zacatku enzymové hydrolyzy bylo pH smési upraveno na hodnotu 9 pomoci HCI.
Po upravé pH bylo ptidano 5 % (vztazeno na navazku biologického materidlu) enzymu
Savinase 6.0T. Druhé faze hydrolyzy probihala 24 hodin pfi teploté 60 °C a opét byla smés
prvnich 6 hodin promichdvéana. Po skonceni druhé faze byl enzym inaktivovan zahianim
na teplotu 90 °C na 10 minut. Pro filtraci hydrolyzatu od nerozlozeného podilu byla pouzi-
ta bavinéna tkanina o rizné propustnosti. Nerozlozenéd faze byla zachycena na tkaning a
nasledné vysusena v komorové suSarné pii teploté 80 °C ve vakuu. Ziskany roztok hydro-
lyzatu byl zahustén a vysuSen na nerezovém plechu v komorové susarné pii teploté 80 °C
ve vakuu. VysusSeny keratinovy hydrolyzat byl nakonec rozdrcen V tfeci misce na jemny

prasek.

10.2 PRIPRAVA FILMU

Pro vytvoreni filmt byly vyuZity dva keratinové hydrolyzaty: keratinovy hydrolyzat
pfipraveny pomoci enzymu Esperase 6.0T (KHEE) a keratinovy hydrolyzéat pfipraveny
pomoci enzymu Savinase 6.0T (KHES). Dalsim rozdilem mezi jednotlivymi filmy bylo
mnozstvi pfidaného sit'ovadla. Filmy byly pfipraveny metodou liti do silikonovych forem 0
rozmé&rech 12,5 cm x 7 cm x 0,3 cm. Keratinovy hydrolyzat byl navazen v takovém mnoz-
stvi, aby vznikl 15% roztok. K hydrolyzatu bylo ptidano zmékcovadlo v mnozstvi 40 ¢i
60 % na navazku hydrolyzatu. Dale bylo k hydrolyzatu a zmé&kcovadlu pifiddno sitovaci
¢inidlo (chitosan) a to vse bylo promichano v destilované vod¢ za stalého michani a slabé-
ho ohfevu. Aby doslo k rozpusténi chitosanu, bylo nejprve upraveno pH na hodnotu pfi-

blizné 5,5, jelikoZ bylo zjisténo, Ze chitosan se rozpousti v slabé kyselém prostiedi.
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Byly pfipraveny filmy s nasledujicim slozenim:

Tabulka 6: Slozeni pfipravenych filma

FILM | HYDROLYZAT (%) CHITOSAN (%) GLYCEROL (%) ENZYM
1. 15 —_ 40 Esperase 6.0T
2. 15 10 40 Esperase 6.0T
3. 15 20 60 Esperase 6.0T
4, 15 30 60 Esperase 6.0T
5. 15 — 40 Savinase 6.0T
6. 15 10 60 Savinase 6.0T
7. 15 20 60 Savinase 6.0T
8. 15 30 60 Savinase 6.0T

Nejprve byly ptipraveny filmy Cislo 1 a 2, které obsahovaly pouze 40 % glycerolu.
Tyto filmy byly pfili§ kiehké, a proto do dalsich filmu 3, 4, 6, 7 a 8 bylo ptidano jiz 60 %
glycerolu, ¢imz se jejich pevnost zvysila. Nevyhodou vzniklych filmt byl vysoky obsah
bublin, ktery se do roztoku dostal pii michani. Aby mohly byt filmy bez sitovadla porov-
natelné, bylo do filmu bez sitovadla tvofeného KHES ptidano 40 % glycerolu. Pfipravené

filmy jsou znazornény na obrazcich 13 — 15.
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Obrazek 13: Filmy s 10, 20 a 30 % chitosanu tvofené KHEE

Obrazek 14: Filmy s 10, 20 a 30 % chitosanu tvofené KHES

Obrazek 15: Nesit'ované filmy tvofené KHEE (A) a KHES (B)
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11 VYSLEDKY A DISKUZE

11.1 UCINNOST HYDROLYZY

Utinnost hydrolyzy byla stanovena podle vztahu 6:

n =100 — (= -100)
n =100 — (£ -100)

n=7125%

M1 — hmotnost nerozlozeného podilu = 230 g

n —navazka vzorku = 800 g.

Byla provedena alkalicko-enzymova hydrolyza ov¢i viny, ktera méla ucinnost 71,25%.

11.2 STANOVENI OBSAHU DUSIKU

U vzorkt viny, nerozlozeného podilu viny a u obou hydrolyzati byl stanovovan ob-
sah dusiku, aby byl zjistén obsah bilkovin. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v nasledujici

tabulce.

Tabulka 7: Vysledné hodnoty obsahu dusiku

) MERODATNA
VZOREK OBSAH DUSIKU [%] > ODC?_WLKA
VLNA 14,32 0,17
NEROZLOZENY PODIL VLNY 10,72 1,55
KHEE 14,18 1,29
KHES 11,56 0,18
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U viny byl obsah dusiku stanoven na 14,32 % + 0,17. Obsah dusiku 14,18 % + 1,29
u KHEE a 11,56 + 0,18 u KHES nam znaci, ze nedoslo k vyrazné destrukci aminokyselin

Vv prib¢hu hydrolyzy.

11.3 STANOVENI OBSAHU SIiRY

U vzorkl viny, nerozlozeného podilu viny a u hydrolyzati byl stanoven obsah siry.
Vysledné hodnoty jsou uvedeny v nésledujici tabulce. Obsah siry byl u vzorkd, kromé

KHES, pomérmé nizky. Pravdépodobné je to dano typem viny, ktery byl pouzit.

Tabulka 8: Vysledné hodnoty obsahu siry

VZOREK OBSAH SIRY [%]
VLNA 0,16
NEROZLOZENY PODIL VLNY 0,65
KHEE 0,04
KHES 2,77

11.4 STANOVENI OBSAHU POPELOVIN

U vzorkt viny, nerozlozeného podilu viny a u hydrolyzat byl stanoven obsah pope-

lovin. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce 9.
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Tabulka 9: Vysledné hodnoty obsahu popelovin

SMERODATNA
VZOREK OBSAH POPELOVIN [%)] ODCHYLKA
VLNA 0,76 0,07
NEROZLOZENY PODIL VLNY 10,48 0,89
KHEE 4,57 0,17
KHES 17,52 0,13

Nejmensi obsah popelovin, 0,76 % = 0,07, je u surové viny. Nasledné zpracovani vl-
ny probihalo v silné alkalickém prostiedi Ca(OH)2 a dale dochazelo k upravé pH pomoci
NaOH. Dodavani téchto latek se projevilo zvySenim obsahu popelovin, jak je vidét u ne-
rozlozeného podilu, kde je obsah popelovin 10,48 % + 0,89. Byla proto provedena dialyza,
ktera zbavila hydrolyzat vétsi Casti popelovin, a vysledny obsah popelovin u KHEE pak
byl 4,57 £ 0,17. Kdyby dialyza probihala déle, byl by obsah popelovin nizsi. Pro nase po-
tieby byl obsah popelovin u hydrolyzatu naprosto dostacujici. U KHES je obsah popelovin
pomérné vysoky a to 17,52 % + 0,13.

11.5 STANOVENI OBSAHU TUKU

Obsah tuku byl stanovovan u viny a byl stanoven na 3,47 %. Tento tuk byl odbouran

pfed samotnym rozkladem vIny pomoci enzymu Lipex 100T.

11.6 STANOVENI BOTNANI A ROZPUSTNOSTI

Zkouska botnani byla provedena u vSech filma. Filmy bez ptidavku chitosanu a fil-
my s 10% ptidavkem chitosanu nebotnaly, pouze se rozpoustély, a nejsou proto v tabulce

uvedeny.
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Tabulka 10: Vysledné hodnoty zkousky botnani u jednotlivych filmt
ZKOUSKA BOTNANI
20 % CHIT- 30 % CHIT - 20 % CHIT - 30 % CHIT -
FILM: FILM:
KHEE KHEE KHES KHES
DOBA NARUST NARUST DOBA NARUST NARUST
BOTNANI POVRCHU POVRCHU BOTNANI POVRCHU POVRCHU
[hod] [%] [%] [hod] [%] [%0]
1 38,73 42,46 1 45,38 29,57
2 42,69 21,86 2 44,42 39,80
3 31,31 15,79 3 44,95 46,47
4 13,14 14,26 4 26,11 36,59
6 11,07 6,95 24 17,11 30,45

Z tabulky vidime, Ze u filmt dochazelo v prvnich hodinach k botnani, které dosahlo

vrcholu a nasledné zacalo Klesat. Nejprve doslo k nartstu povrchu filmd, coz znadi, ze fil-

my botnaly. Poté botnani filmt piestalo a dale se jiz filmy rozpoustély. K nejvétsimu

botnani dochézelo u filmi s 20 a 30% ptidavkem chitosanu s KHES, u nichz byl nartst
povrchu az 46%. U filmi s20 a 30% ptidavkem chitosanu s KHEE doslo také

k vyraznému botnani, které vSak pokracovalo zna¢nym rozpousténim filma.

Rozpustnost filmi, ktera je vyjadiena jako hmotnostni Ubytek v zavislosti na Case,

je znazornéna na nasledujicich obrazcich 16, 17 a 18.
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Obrazek 16: Rozpustnost nesitovanych filmt sloZzenych z KHEE a KHES

Na obrazku 16 je znazornéna rozpustnost nesitovanych filmi pfipravenych z KHEE

a KHES. Vidime, ze dochazelo k rychlému rozpousténi filmi v fddu min. Béhem 10 minut

byl hmotnostni bytek vétsi jak 50 %. Rozpustnost filmu tvofeného KHES byla mirné vétsi

nez rozpustnost filmu tvoreného KHEE.
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Obrazek 17: Rozpustnost filmt tvofenych KHEE

s 10, 20 a 30% ptidavkem chitosanu
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Na obrazku 17 je znazornén tbytek hmotnosti filmt tvofenych KHEE s 10, 20 a 30%
pridavkem chitosanu V zéavislosti na ¢ase. Vidime, ze k nejvétsimu ubytku doslo u filmu
s 10% ptidavkem chitosanu. Naopak nejméné se rozpoustél film tvofeny 30 % chitosanu.
Lze tedy fici, ze s rostoucim mnozstvim sitovaciho ¢inidla rozpustnost filmu klesa. Napii-
klad pfi 3 hodindch rozpousténi byl u filmu s 10% ptidavkem chitosanu zjiStén ubytek
hmotnosti 93 %, u filmu s 20 % chitosanu byl tibytek 57 % a u filmu s 30 % chitosanu byl

jen 49 %. Kvuli rozdilné rozpustnosti filmi nebyly ¢asy rozpousténi vzdy stejné.
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Obrazek 18: Rozpustnost filmi tvofenych KHES
s 10, 20 a 30% ptidavkem chitosanu
Na obrazku 18 vidime, Ze opét byla rozpustnost film tim nizsi, ¢im vyssi byl obsah

sitovaciho ¢inidla. Tyto filmy byly oproti filmim pfipravenym z KHEE méné rozpustné,
jelikoZ byl u nich ubytek hmotnosti do 78 %. U filmi tvotenych KHEE byl tibytek hmot-
nosti az 93%. Ani po 24 hodinach nebylo u filmii s 20 a 30 % chitosanu rozpusténo vice

nez 69 % vzorku. Jejich rozpousténi bylo ve srovnani s ptedchozimi filmy pozvolné.
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11.7 INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE S FOURIEROVOU
TRANSFORMACI

Na nasledujicim obrazku je vysledek FTIR analyzy KHEE, KHES a vysledné spek-

trum sitovaciho ¢inidla chitosanu.
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Obrazek 19: Vysledné kiivky FTIR analyzy KHEE, KHES a vysledné spektrum

sitovaciho ¢inidla chitosanu

Vysledna spektra obou hydrolyzath se témét shoduji v polohach absorpénich pasem.
LiSi se vSak hodnotami absorbance. Vyraznym absorpénim pasmem nachézejicim
se U obou hydrolyzatli je pas rozprostirajici se v oblasti 3000 - 3600 cm:, ktery znazortiuje
-CONH-. U obou hydrolyzatd se dale nachazi absorpéni pasy Vrozsahu vlnocti
1350 - 1470 a 1480 — 1660 cm™, které jsou charakteristické pro skupiny -CHa- a -CONH-.
Vyrazngj$i rozdil mezi hydrolyzaty je v ndrlstu absorpéniho pasma u KHES, ktery se na-
chazi v rozsahu vlnoétd 1020 — 1180 cm™, kde maji své charakteristické piky -CO- a -OH
skupiny. U KHEE se absorp¢ni pas v tomto rozsahu vinocti nenachazi. Pik charakterizujici
-CO- a -OH skupiny v rozsahu 1020 — 1180 cm™ je vidét i u absorpéniho spektra chitosa-

nu, na kterém nejsou dalsi piky vyrazné. Dalsi vyrazny rozdil mezi KHEE a KHES je v
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absorpénim pasu v rozsahu vinoc¢td 950 — 1010, ktery je charakteristicky pro —CH=CH>

skupinu a nachdzi se pouze u KHES.

Na obrazku 20 jsou znazornény ziskané spektra z FTIR analyzy filmu, které se skla-

daji z KHEE. Tyto filmy se li§i mnozstvim ptidaného sitovadla, které bylo 0 - 30 %.
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Obrazek 20: Vysledné kiivky FTIR analyzy filmi tvofenych KHEE

Nejvyssi hodnoty absorbance v jednotlivych pasmech vinoéti ma film s 20% piidav-
kem chitosanu. U tohoto filmu je znatelny Siroky absorp¢ni pas rozprostirajici se v oblasti
3000 -3600 cm™, ktery znazoriiuje -CONH-, coz znaéi, ze doslo k vytvoieni velkého
poctu vazeb mezi fetézci keratinového hydrolyzatu. Tento pik se nachazi i u ostatnich fil-
mi, coz je vidét na samostatnych spektrech kazdého filmu, které jsou ptilozeny v pfiloze.
Dalsi vyrazny pik je pti vlnodtech 2920 - 2960 cm™, ktery je charakteristicky pro vazbu
-CHy-. | zde miizeme vidét v oblasti vinoéti 1490 - 1700 cm™ a 1350 - 1480 cm™* charakte-
ristické piky -CHa- a -CONH- skupin. Vyrazné pasmo vInoétd v oblasti 950 - 1130 cm™
pfislusi skupindm -OH a -CO-.
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Vyslednd spektra FTIR analyzy filma, které se skladdaji z KHES, jsou zndzornény
na nasledujicim obrazku 21. Tyto filmy se opét lisi mnozstvim ptidaného chitosanu, které

bylo v rozmezi 0 - 30 %.
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Obrazek 21: Vysledné kiivky FTIR analyzy filma tvofenych KHES

Vysledna spektra u vSech filmi maji stejné polohy absorp¢nich past s rozdilnymi
hodnotami absorbance. Opét je patrny Siroky absorpéni pas v oblasti 3 000 - 3 600 cm™,
ktery znazoriiuje -CONH- vazbu. Dalsi vyrazné absorpéni pasy jsou v oblasti
1490 - 1670cm™ a v oblasti 1350 — 1490 cm™, kde jsou charakteristické piky
-CH2- a -CONH- skupin. Vyrazny nartist v pasmu vIno&ti 890 — 1160 cm™ je charakteris-
ticky pro skupiny -OH a -CO-.
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11.8 DIFERENCIALNI SKENOVACI KALORIMETRIE

Na obrazku 22 jsou zaznamenany kiivky z DSC analyzy viny, nerozlozeného podilu

a obou hydrolyzati.
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Obrazek 22: Vysledné kiivky DSC analyzy viny, nerozlozeného podilu a obou
hydrolyzati

Prvni endotermni pokles, kterého si miizeme u viny, nerozloZzeného podilu a obou
hydrolyzati v§imnout, je zplsoben odpafovanim vody nachézejici se ve vzorcich. Dale
u KHES dochazi k tani a to pii teploté 198 °C. Nasledné od teploty 250 °C zac¢ina hydroly-
zat degradovat. Nerozlozeny podil zacina tat jiz pii teploté 162 °C a degradace zacina zie-
jmé kolem teploty 270 °C. U KHEE nejsou zmény tolik vyrazné. U vyssich teplot neni
viditelny Zadny endotermni pik spojeny s tdnim vzorku, coZ naznacuje amorfni strukturu
tohoto hydrolyzatu. K degradaci dochazi pii teploté nad 270 °C. Vina diky vysoce sit'ova-

né struktufe za¢ina tat az pii teploté 241 °C a jeji degradace zacina pii teploté nad 290 °C.
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Na obrazku 23 jsou zobrazeny vysledné kiivky DSC analyzy filmu liSicich se mnoz-

stvim ptidaného chitosanu. Tyto filmy jsou slozeny z KHEE.
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Obrazek 23: Vysledné kiivky DSC analyzy filml tvofenych KHEE

Prvni endotermni pokles, kterého si mtizeme v§imnout u filmd na obrazku 23, je opét
zpusoben odpafovanim vody. Film, ktery neobsahuje chitosan, ma prvni vyrazny endo-
termni pik s poc¢atkem teploty 140 °C a vrcholem u teploty 156 °C. Tento pik pfedstavuje
tani filmu. U ostatnich filmi neni pik znacici tani tak vyrazny, coz lze prisoudit tomu, Ze u
nesitovaného filmu je krystalicka faze vice zachovana. Pfiblizné pii teploté 219 °C vidime
dalsi pik, ktery zfejmé znamena pocatek degradace filmu. Kolem teploty 280 °C se za¢ina
rozkladat chitosan. Rozklad chitosanu se kryje s pikem znacicim odpafovani glycerolu,
které by mélo zac¢inat kolem teploty 290 °C. Vidime, ze dalsi filmy s pfidavkem chitosanu
jsou tepelné odolngjsi nez film bez pridavku chitosanu, jelikoz u nich dochazi k posunuti
piku, znaciciho tani filmu, do vyssich teplot. U filmu s 20% ptidavkem chitosanu ma pik
vrchol pii teploté piiblizn€é 236 °C a u filmu s 30% pridavkem chitosanu ma pik vrchol
kolem 215 °C. U filmu s 10% ptfidavkem nelze tento pik urcit. Piky znacici degradaci fil-

mu, degradaci chitosanu a odparovani glycerolu se u dalSich filmt mohou prolinat.
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Na obrazku 24 jsou vysledné kiivky z DSC analyzy filmi lisicich se mnozstvim pfi-

daného chitosanu. Tyto filmy jsou slozeny z KHES.
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Obrazek 24: Vysledné kiivky DSC analyzy filmt tvofenych KHES

Stejné jako u pfedchozich filmi je 1 u téchto vidét prvotni endotermni pokles zpiiso-
beny odpatfovanim vody. Dalsi pik znacici tani filmu je vidét pfi teploté 157 °C u filmu bez
chitosanu, pii 173 °C u filmu s 10% piidavkem, pti 155 °C u filmu s 20% piidavkem a pfi
169 °C u filmu s 30% piidavkem chitosanu. Dalsi fazi je degradace filmu, kterd u filmu
bez chitosanu zacina jiz pfi teploté 190 °C. U filmid s 10 a 20 % chitosanu je degradace
filmu posunuta az ptiblizné K teploté 270 °C a u filmu s 30% pridavkem chitosanu je teplo-
ta degradace posunuta o tolik, Ze neni na kiivce vidét. | v ptipadé téchto filml dochézi ko-
lem teploty 280 °C k degradaci chitosanu a kolem teploty 290 °C k odpafovani glycerolu.
Tyto piky se opét prekryvaji.
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11.9 TERMOGRAVIMETRICKA ANALYZA

Na nasledujicim obrazku jsou vysledky z TG analyzy viny, nerozlozeného podilu

a obou hydrolyzati.
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Obrazek 25: Vysledné kiivky TG analyzy viny, nerozlozeného podilu a obou hyd-

rolyzati

Vysledné kiivky TG analyzy na obrazku 25 znézorniuji ibytek hmotnosti v zavislosti
na teploté. Muzeme Si v§imnout poc¢ateéniho mirného poklesu hmotnosti, ktery je zptso-
ben odpafovanim vody nachdzejici se ve vzorcich. Vidime, ze k nejvétsimu poklesu zpi-
sobenému odpafovanim vody dochazi u viny. Naopak nejmensi obsah vody je u nerozlo-
zeného podilu. Prvni vyraznd zména nastdva u KHES pfi teploté 173 °C. Tato zména je
pravdépodobné zplsobena tanim vzorku, které u KHEE zacind pozdéji. Dale zacina degra-
dovat keratin a to jiz pii teploté¢ 260 °C u KHES. U druhého hydrolyzatu tato degradace
zacina pii teploté 280 °C. Vzorek viny zacina degradovat jiz pii teploté 220 °C a tato de-
gradace probiha az do konce pribéhu analyzy. Nejvice teplotné stabilni byl nerozlozeny
podil, ktery zacal vyraznéji degradovat az pfi teploté 291 °C. Pii teploté 800 °C bylo heli-
um vyménéno za vzduch, ¢imz doslo ke spaleni vzorku. Diky tomu byl zjistén obsah pope-
lovin (nespalenych latek) u jednotlivych vzorki (kromé viny) a tento obsah je uveden

Vv nasledujici tabulce. Vzorek viny se nechal zahtivat pouze na teplotu 600 °C a to bez pfi-
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v

KHEE a to 6,52 %. Naopak nejvyssi byl u druhého hydrolyzatu a to 11,68 %.

Tabulka 11: Obsah popelovin u vzorkt

OBSAH POPELOVIN PO

VZOREK SPALENI [%]
KHEE 6,52
KHES 11,68
NEROZLOZENY PODIL 11,29

VLNA —

Na nasledujicim obrazku 26 jsou vysledné kiivky z TG analyzy filmG tvofenych

KHEE.
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Obrazek 26: Vysledné kiivky TG analyzy filmi tvofenych KHEE

Z vyhodnocenych kiivek vidime, Ze vSechny filmy maji podobny pribéh zéavislosti

hmotnosti na teploté. Zpocatku dochazi k mirnému poklesu hmotnosti, ktery je zpisoben
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odpafovanim vody obsazené ve vzorcich. Dalsi tibytek hmotnosti je zpiisoben degradaci
keratinu, ktery zacina kolem teploty 218 °C jako je tomu u filmu s 10 % chitosanu. Degra-
dace keratinu probiha ptiblizn¢ az do teploty 270 °C, kdy ubytek postupné pokracuje diky
odparovani glycerolu, které za¢ina ptiblizné pii teploté 280 °C. Pii této teploté zacina de-
gradovat i chitosan a degradace pokracuje az do teploty 345 °C v ptipad¢ filmu s 30% pii-
davkem chitosanu. Cim vé&tsi je obsah chitosanu, tim déle rozklad probiha (do vyssich tep-
lot). V rozsahu teplot 100 - 800 °C nastava velky hmotnostni ubytek spojeny s degradaci
filmu véetné jeho slozek. Tento ubytek byl nasledujici: 78,08 % u filmu bez chitosanu,
80,14 % u filmu s 10 % chitosanu, 84 % u filmu s 20 % chitosanu a u filmu s 30 % chi-
tosanu je ubytek 80,34 %. Pti teplot¢ 800 °C doslo opét ke spaleni vzorkti, aby mohl byt
zjistén obsah popelovin. Nejméné popelovin je u filmu s 30% piidavkem chitosanu, coz

muzeme vidét v tabulce 12.

Tabulka 12: Obsah popelovin u filmi

BEZ CHITOSANU 6,68
10 % CHITOSAN 10,39
20 % CHITOSAN 9,35
30 % CHITOSAN 392
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Na obrazku 27 jsou vysledky z TG analyzy filmt tvotenych KHES.
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Obrazek 27: Vysledné kiivky TG analyzy filmi tvofenych KHES

Z vyslednych hodnot vidime, ze i v tomto pfipadé maji filmy velmi podobny pribéh
zavislosti hmotnosti na teploté. Prvni hmotnostni tbytek je opét zplisoben odpafovanim
obsazené vody. K dal§imu hmotnostnimu ubytku opét dochazi diky degradaci keratinu,
ktery zaina napiiklad jiz pii teploté¢ 195 °C u filmu bez pfidavku chitosanu Hmotnostni
ubytky zptisobené degradaci chitosanu a odpafovanim glycerolu se opét vzajemné kryji.
Cim v&tsi je obsah chitosanu, tim déle jeho rozklad probiha. Hmotnostni ibytek spojeny
s degradaci filmi a jeho slozek v rozsahu teplot 100 - 800 °C je nasledujici: 83,75 % u
filmu bez chitosanu, 81,46 % u filmu s 10 % chitosanu, 82,39 % u filmu s 20 % chitosanu
a 83,77 % u filmu s 30 % chitosanu.
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Tabulka 13: Obsah popelovin u filmi

BEZ CHITOSANU 9,03
10 % CHITOSAN 7,70
20 % CHITOSAN 5,24
30 % CHITOSAN 5,10

V tabulce 13 je vysledny obsah popelovin filmu, ktery byl zjistén po spaleni vzorku.
Nejnizsi je opét u filmu s 30 % chitosanu a to 5,10 %. Nejvyssi obsah popelovin byl u fil-

mu bez chitosanu a to 9,03 %.
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12 ZAVER

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zprvu vénuje zakladnim informacim o Keratinu,
jako jsou struktura, aminokyselinové slozeni ¢i zmény aminokyselinového slozeni, ke
kterym dochéazi pii hydrolyze. Déle je kratce popsdna ov¢i vlna a struktura vinéného
vlakna. Podstatnou ¢asti je kapitola vénovdna zplsobim pfipravy keratinového
hydrolyzatu, které jsou nejcastéji pouzivany. Diky hydrolyze jsou ziskany keratinové
hydrolyzaty pouzivané pro piipravu filma. Dalsi kapitoly jsou vénovany filmim
z keratinovych hydrolyzatl a moznostem jejich optimalizace. V zavéru se teoreticka Cast
vénuje aplikacim keratinovych filmi a to predevSim aplikacim v lékafstvi, dale pak v

zemeédélstvi a kosmetice.

V praktické ¢asti byl nejprve pfipraven keratinovy hydrolyzat, ktery byl dale pouzit
pro piipravu filmt. Tento hydrolyzat byl pfipraven dvoustupniovou alkalicko-enzymovou
hydrolyzou. Pti alkalické hydrolyze byl pouzit Ca(OH). a pii enzymové ¢asti rozkladu byl
pouzit enzym Esperase 6.0T. Dale byl pro pfipravu filmd pouzit hydrolyzat, pro jehoz
pfipravu byl pouZzit enzym Savinase 6.0T. Z obou hydrolyzat byly pfipraveny roztoky o
15% koncentraci, ke kterym bylo pfidano zmékcovadlo glycerol v mnozstvi 40 ¢i 60 % na
navazku hydrolyzatu a sitovaci ¢inidlo chitosan, jehoz mnozstvi se pohybovalo v rozmezi
0 - 30 % na navazku hydrolyzatu. Vzniklé roztoky byly odlity do silikonovych ramecka a

nasledné ususeny.

U vSech filma byla provedena zkouska rozpustnosti a zkouska botnani. Bylo zjisténo,
ze filmy bez sitovadla se rozpousti velmi rychle, jelikoz jiz béhem 10 minut doslo u téchto
filmid k vice jak 50% ubytku hmotnosti. U filmi tvofenych KHES se s rostoucim
ptidavkem sitovadla jejich rozpustnost mirné snizovala a po 24 hodinach se Ubytek
hmotnosti v porovnani s prvni hodinou piili§ vyrazné nezvétSil. Rozpustnost filmua
tvotenych KHEE byla opét s rostoucim obsahem sit'ovadla nizsi. Nejméné rozpustny film
byl tvoren KHES s30% ptfidavkem chitosanu, u kterého nebyla rozpustnost po 24
hodinach vétsi nez 67 %.

U filmt tvofenych KHEE a KHES s 20 a 30% ptidavkem chitosanu dochazelo k
botnani, které¢ dosdhlo urcitého vrcholu a poté zacalo klesat. Filmy bez ptidavku chitosanu

a filmy s 10% ptidavkem chitosanu nebotnaly. Nejvice botnal film, ktery byl tvofen KHES
p

a obsahoval 30 % chitosanu. Po 3 hodinach jeho povrch narostl o témét 47 %.
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Z vysledkti dalSich instrumentdlnich metod lze konstatovat, ze keratinové filmy
s ptidavkem chitosanu maji lepsi tepelné vlastnosti nez filmy bez piidavku chitosanu.
NejoptimalnéjSich vlastnosti bylo dosazeno u filmu z KHEE s ptidavkem 20 % chitosanu.
Z vysledkt DSC a TGA analyz lze pozorovat, ze tento film zacina tat u teploty kolem
180 °C a degradovat pii teplotach nad 218 °C.

Zavérem lze konstatovat, ze nesitované filmy mély horSi vlastnosti nez filmy
sitované chitosanem. Dochazelo u nich k rychlému rozpusténi v fadu minut a jejich
tepelna stabilita byla niz8i nez tepelna stabilita sitovanych filma. Dale lze fici, ze filmy
S vy$8im obsahem chitosanu byly vice odolné rozpousténi a vice botnaly. Z tohoto pohledu
1ze fici, ze chitosan pozitivné ovlivnil vysledné vlastnosti filmd. Nevyhodou filmu je vSak
vysoky obsah bublin, ktery vznikl zamichanim vzduchu pfi ptipravé filma. I pfes tento
nedostatek se jevi chitosan jako vhodnym materidlem pro sitovani keratinovych
hydrolyzat. Zvlasté velky potencidl by mohl chitosan mit v Iékafstvi, kde nelze sitovat

bézné pouzivanymi sitovadly formaldehydem ¢i glutaraldehydem kvuli jejich toxicité.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] KORNILLOWICZ-KOWALSKA, Teresa a Justyna BOHACZ. Biodegradation of ke-
ratin waste: Theory and practical aspects. Waste Management [online]. 2011, vol. 31, issue
8, s. 1689-1701 [cit. 2015-03-05]. DOI: 10.1016/j.wasman.2011.03.024.

[2] BUSCHOW, K. Encyklopedia of Materials: Science of Technology. Volume 5, J-Mag:
Keratin. Amsterdam: Elsevier, 2001, s. 5. ISBN 0-08-043152-6.

[3] WHITFORD, David. Proteins: structure and function. Hoboken, NJ: J. Wiley & Sons,
c2005, xiv, 528 s. ISBN 0-471-49893-9.

[4] 2013. DUMITRIU, Severian a Valentin | POPA. Polymeric biomaterials. Boca Raton:
CRC Press, Taylor, s. 330. ISBN 97814200946882.

[5] Protein structure: The structure and property of amino acid. 2013. The College of Saint
Benedict and Saint John's University [online]. [cit. 2015-03-12]. Dostupné z:
http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/protstructure/olprotein-

aminoacid.html
[6] Prehled stiedoskolské chemie. 2. vyd. Praha: SPN, 1999, 365 s. ISBN 80-723-5108-7

[7] Basic cell chemistry-1. 2009. Oregon State University [online]. [cit. 2015-03-04]. Do-

stupné z: http://oregonstate.edu/instruction/bi3 14/summer09/chemone.html

[8] Proteins: Tertiary and Quaternary Structures. Austin Community College [online]. [cit.

2015-03-04]. Dostupné z: http://www.austincc.edu/emeyerth/tertiary.html

[9] About the fibre. 2012. The woolmark company [online]. [cit. 2015-03-04]. Dostupné z:
http://www.woolmark.com/learn-about-wool/about-the-fibre

[10] BARONE, Justin R., Walter F. SCHMIDT a Christina F. E. LIEBNER. Thermally
processed keratin films. Journal of applied polymer science [online]. 2005, vol. 97, issue 4,
s. 1644-1651 [cit. 2015-03-04]. DOI: 10.1002/app.21901


http://www.austincc.edu/emeyerth/tertiary.html

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 72

[11] ZOCCOLA, Marina, Annalisa ALUIGI a Claudio TONIN. Characterisation of keratin
biomass from butchery and wool industry wastes. Journal of molecular structure [online].
2009, vol. 938, 1-3, s. 35-40 [cit. 2015-03-04]. DOI: 10.1016/j.molstruc.2009.08.036.

[12] ZHANG, Jing, Yi LI, Jiashen LI, Zheng ZHAO, Xuan LIU, Zhi LI, Yanxia HAN,
Junyan HU a Aizheng CHEN. Isolation and characterization of biofunctional keratin par-
ticles extracted from wool wastes. Powder Technology [online]. 2013, vol. 246, s. 356-362
[cit. 2015-05-04]. DOI: 10.1016/j.powtec.2013.05.037.

[13] CARDAMONE, Jeanette M. Keratin transamidation. International journal of biologi-
cal macromolecules [online]. 2008, vol. 42, issue 5, s. 413-419 [cit. 2015-03-04]. DOI:
10.1016/j.ijbiomac.2008.02.004.

[14] EREMEEV, N. L., I. V. NIKOLAEV, 1. D. KERUCHEN’KO, E. V. STEPANOVA,
A. D. SATRUTDINOV, S. V. ZINOV’EV, D. Yu. ISMAILOVA, V. P.
KHOTCHENKOV, N. V. TSURIKOVA, A. P. SINITSYN, V. G. VOLIK a O. V.
KOROLEVA. Enzymatic hydrolysis of keratin-containing stock for obtaining protein hyd-
rolysates. Applied biochemistry and microbiology [online]. 2009, vol. 45, issue 6, s. 648-
655 [cit. 2015-03-04]. DOI: 10.1134/s0003683809060131.

[15] CARDAMONE, Jeanette M., Alberto NUNEZ, Rafael A. GARCIA a Mila
ALDEMA-RAMOS. Characterizing wool keratin. Research Letters in Materials Science
[online]. 2009, vol. 2009, s. 1-5 [cit. 2015-03-04]. DOI: 10.1155/2009/147175.

[16] EBRAHIMGOL F., TAVANAI H., ALIHOSSEINI F. and KHAYAMIAN T. (2014),
Electrosprayed recovered wool keratin nanoparticles, Polymers for Advanced Technolo-
gies, 25, pages 10011007, doi: 10.1002/pat.3342

[17] Macro and Micro structure of Wool Fiber. Yarn Manufacturing [online]. 2011 [cit.
2015-03-04]. Dostupné z: http://textilebd-yarn.blogspot.cz/2012/02/macro-and-micro-

structure-of-wool-fiber.html

[18] KREJCI, Ondfej a Pavel MOKREIJS. Sledovéani vyznamnosti vybranych technologic-
kych podminek pii enzymové hydrolyze odpadni ov¢i viny. Waste forum [online]. ¢islo 1.
Kouty nad Desnou: Waste forum, 2011 [cit. 2015-03-05]. Dostupné z:
http://www.wasteforum.cz/cisla/WF_1 2011.pdf


http://dx.doi.org/10.1002/pat.3342
http://textilebd-yarn.blogspot.cz/2012/02/macro-and-micro-structure-of-wool-fiber.html
http://textilebd-yarn.blogspot.cz/2012/02/macro-and-micro-structure-of-wool-fiber.html
http://www.wasteforum.cz/cisla/WF_1_2011.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

[19] KREJCI, Ondfej a Pavel MOKREJS. Snizovéani obsahu popelovin v hydrolyzatech
keratinu dialyzou. Waste forum [online]. ¢islo 4. Kouty nad Desnou: Waste forum, 2012
[cit. 2015-03-05]. Dostupné z: http://www.wasteforum.cz/cisla/WF_4 2012.pdf#page=58

[20] MOKREIJS, Pavel, Ondiej KREJCI, Roman CERMAK a Petr SVOBODA. Optimali-
zace podminek enzymové hydrolyzy kuteciho peti. In: Chemické listy [online]. 107. vyd.,
2013 [cit. 2015-03-05]. Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2013_09_709-
712.pdf

[21] SCHROOYEN, Peter M.M., Pieter J. DIJKSTRA, Radulf C. OBERTHUR, Adriaan
BANTJES a Jan FEIJEN. Stabilization of solutions of feather keratins by sodium dodecyl
sulfate. Journal of Colloid and Interface Science [online]. 2001, vol. 240, issue 1, s. 30-39
[cit. 2015-03-08]. DOI: 10.1006/jcis.2001.7673.

[22] GENNADIOS, Edited by Aristippos. Protein-based films and coatings. Boca Raton:
CRC Press, 2002. s 253 — 271. ISBN 9781420031980.

[23] KURBANOGLU, Esabi Basaran a Omer Faruk ALGUR. Utilization of ram horn
hydrolysate as a supplement for recovery of heat- and freeze-injured bacteria. Food Con-
trol [online]. 2006, vol. 17, issue 3, s. 238-242 [cit. 2015-03-08]. DOI:
10.1016/j.foodcont.2004.11.001.

[24] ABOUHEIF, M.A,, S. BASMAEIL, H. METWALLY a S. MASOUD. Chemical pre-
paration of NaOH—Keratin hydrolysate for improving the nutritive value of wheat straw.
Animal Feed Science and Technology [online]. 1985, vol. 13, 3-4, s. 215-225 [cit. 2015-03-
15]. DOI: 10.1016/0377-8401(85)90024-0.

[25] TSUDA, Yuichi a Yoshihiro NOMURA. Properties of alkaline-hydrolyzed waterfowl
feather keratin. Animal Science Journal [online]. 2013, vol. 85, issue 2, s. 180-185 [cit.
2015-03-15]. DOI: 10.1111/asj.12093

[26] SIMPSON, W a G CRAWSHAW. Wool: science and technology. Cambridge, En-
gland: Woodhead, c2002, 143 — 146. ISBN 0849328209.

[27] FORTUNATI, E., A. ALUIGI, I. ARMENTANO, F. MORENA, C. EMILIANI, S.
MARTINO, C. SANTULLI, L. TORRE, J.M. KENNY a D. PUGLIA. Keratins extracted

from Merino wool and Brown Alpaca fibres: Thermal, mechanical and biological proper-


http://www.wasteforum.cz/cisla/WF_4_2012.pdf#page=58
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2013_09_709-712.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2013_09_709-712.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

ties of PLLA based biocomposites. Materials Science and Engineering: C [online]. 2015,
vol. 47, s. 394-406 [cit. 2015-03-15]. DOI: 10.1016/j.msec.2014.11.007

[28] ALUIGI, A., C. TONETTI, C. VINEIS, C. TONIN a G. MAZZUCHETT]I. Adsorpti-
on of copper(ll) ions by keratin/PA6 blend nanofibres. European Polymer Journal [onli-
ne]. 2011, wvol. 47, ‘issue 9, s. 1756-1764 [cit. 2015-03-15]. DOIL:
10.1016/j.eurpolym;.2011.06.009.

[29] POOLE, Andrew J. a Jeffrey S. CHURCH. The effects of physical and chemical tre-
atments on Na2S produced feather keratin films. International Journal of Biological Ma-
cromolecules [online]. 2015, wvol. 73, s. 99-108 [cit. 2015-03-15]. DOI:
10.1016/j.ijbiomac.2014.11.003

[30] KATOH, Kazunori, Mikio SHIBAYAMA, Toshizumi TANABE a Kiyoshi
YAMAUCHI. Preparation and physicochemical properties of compression-molded keratin
films. Biomaterials [online]. 2004, vol. 25, issue 12, s. 2265-2272 [cit. 2015-03-15]. DOI:
10.1016/j.biomaterials.2003.09.021.

[31] ROUSE, Jillian G. a Mark E. VAN DYKE. 2010. A Review of Keratin-Based Bioma-
terials for Biomedical Applications. Materials [online]. 3(2): 999-1014 [cit. 2015-03-15].
DOI: 10.3390/ma3020999. ISSN 1996-1944. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1996-
1944/3/2/999/

[32] LI, Rong a Dong WANG. Preparation of regenerated wool keratin films from wool
keratin-ionic liquid solutions. Journal of Applied Polymer Science [online]. 2013-02-15,
vol. 127, issue 4, s. 2648-2653 [cit. 2015-03-15]. DOI: 10.1002/app.37527. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/app.37527

[33] BERTINI, Fabio, Maurizio CANETTI, Alessia PATRUCCO a Marina ZOCCOLA.
Wool keratin-polypropylene composites: Properties and thermal degradation. Polymer De-
gradation and Stability [online]. 2013, vol. 98, issue 5, s. 980-987 [cit. 2015-03-15]. DOI:
10.1016/j.polymdegradstab.2013.02.011.

[34] SANDO, Lillian, Misook KIM, Michelle L. COLGRAVE, John A. M. RAMSHAW,
Jerome A. WERKMEISTER a Christopher M. ELVIN. Photochemical crosslinking of so-

luble wool keratins produces a mechanically stable biomaterial that supports cell adhesion


http://www.mdpi.com/1996-1944/3/2/999/
http://www.mdpi.com/1996-1944/3/2/999/
http://doi.wiley.com/10.1002/app.37527

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 75

and proliferation. Journal of Biomedical Materials Research Part A [online]. 2010, 95A,
Issue 3, s. 901-911 [cit. 2015-03-15]. DOI: 10.1002/jbm.a.32913.

[35] MOKREJS, Pavel, Svatopluk SUKOP a Ondiej KREJCI. Charakterizace keratinovych
hydrolyzath ptipravenych z kuieciho pefi. In: Chemické listy [online]. 2014 [cit. 2015-03-
15]. Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2014_s1 s26-s31.pdf

[36] SIMPSON, W a G CRAWSHAW. Wool: science and technology. Cambridge, En-
gland: Woodhead, c2002, 151 - 155. ISBN 0849328209.

[37] ABDOLLAHI, M. a A. HOSSEINI. Formaldehyde. Encyclopedia of Toxicology. El-
sevier, 2014, s. 653. DOI: 10.1016/B978-0-12-386454-3.00388-2. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123864543003882

[38] JIANG, Tao, Meng DENG, Roshan JAMES, Lakshmi S. NAIR a Cato T.
LAURENCIN. Micro- and nanofabrication of chitosan structures for regenerative enginee-
ring. Acta Biomaterialia. 2014, wvol. 10, issue 4, s. 1632-1645. DOI:
10.1016/j.actbio.2013.07.003. Dostupné
z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1742706113003425

[39] SMITH, Gerald J. New trends in photobiology (invited review) photodegradation of
keratin and other structural proteins. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Bio-
logy [online]. 1995, vol. 27, issue 3, s. 187-198 [cit. 2015-04-02]. DOI: 10.1016/1011-
1344(94)07104-v.

[40] SIONKOWSKA, A., J. SKOPINSKA-WISNIEWSKA, A. PLANECKA a J.
KOZLOWSKA. The influence of UV irradiation on the properties of chitosan films conta-
ining keratin. Polymer Degradation and Stability [online]. 2010, vol. 95, issue 12, s. 2486-
2491 [cit. 2015-04-02]. DOI: 10.1016/j.polymdegradstab.2010.08.002.

[41] FEKETE, Tamas, Judit BORSA, Erzsébet TAKACS a Laszlo WOJNAROVITS.
Synthesis of cellulose-based superabsorbent hydrogels by high-energy irradiation in the
presence of crosslinking agent. Radiation Physics and Chemistry [online]. 2015 [cit. 2015-
04-02]. DOI: 10.1016/j.radphyschem.2015.02.023.


http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2014_s1_s26-s31.pdf
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123864543003882
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1742706113003425

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

[42] CARDAMONE, J. M. a J. G. PHILLIPS. Enzyme-mediated Crosslinking of Wool.
Part 1l: Keratin and Transglutaminase. Textile Research Journal [online]. 2007, vol. 77,
issue 5, s. 277-283 [cit. 2015-04-02]. DOI: 10.1177/0040517507078788.

[43] CARDAMONE, J. M. Enzyme-mediated Crosslinking of Wool. Part I: Transglutami-
nase. Textile Research Journal [online]. 2007, vol. 77, issue 4, s. 214-221 [cit. 2015-04-
02]. DOI: 10.1177/0040517507076327.

[44] KAKKAR, Prachi, Sudhanshu VERMA, I. MANJUBALA a B. MADHAN. Develo-
pment of keratin—chitosan—gelatin composite scaffold for soft tissue engineering. Materials
Science and Engineering: C [online]. 2014, vol. 45, s. 343-347 [cit. 2015-04-02]. DOI:
10.1016/j.msec.2014.09.021.

[45] VERRIER, S., S. PALLU, R. BAREILLE, A. JONCZYK, J. MEYER, M. DARD a J.
AMEDEE. Function of linear and cyclic RGD-containing peptides in osteoprogenitor cells
adhesion process. Biomaterials [online]. 2002, vol. 23, issue 2, s. 585-596 [cit. 2015-04-
02]. DOI: 10.1016/s0142-9612(01)00145-4.

[46] REICHL, Stephan, Maria BORRELLI a Gerd GEERLING. Keratin films for ocular
surface reconstruction. Biomaterials [online]. 2011, vol. 32, issue 13, s. 3375-3386 [cit.
2015-04-02]. DOI: 10.1016/j.biomaterials.2011.01.052.

[47] NAKATA, Ryo, Akira TACHIBANA a Toshizumi TANABE. Preparation of keratin
hydrogel/hydroxyapatite composite and its evaluation as a controlled drug release carrier.
Materials Science and Engineering: C [online]. 2014, vol. 41, s. 59-64 [cit. 2015-04-02].
DOI: 10.1016/j.msec.2014.04.016.

[48] LI, Fang-Ying, Rong-Min WANG, Yu-Feng HE, Xiao-Xiao LI, Peng-Fei SONG,
Xiao-Chun YING a Chong-Wu MAO. Keratin films from chicken feathers for controlled
drug release. Journal of Controlled Release [online]. 2011, vol. 152, €92-e93 [cit. 2015-04-
15]. DOI: 10.1016/j.jconrel.2011.08.144.

[49] BARONE, Justin R., Walter F. SCHMIDT a Christina F. E. LIEBNER. Thermally
processed keratin films. Journal of Applied Polymer Science [online]. 2005, vol. 97, issue
4,s. 1644-1651 [cit. 2015-04-15]. DOI: 10.1002/app.21901.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 77

[50] NTUMBA, Tshela, A. PRZEPIORKOWSKA a M. PROCHON. The effect of enzy-
matic keratin hydrolyzate on the susceptibility of cellulosic-elastomeric material to biode-
composition. In: World Academy of Science, Engineering and Technology [online]. 2014
[cit. 2015-04-15]. Dostupné z: http://waset.org/publications/9998611/the-effect-of-
enzymatic-keratin-hydrolyzate-on-the-susceptibility-of-cellulosic-elastomeric-material-to-
biodecomposition-

[51] VILLA, Ana Lucia Vazquez, Marcia Regina Senrra ARAGAO, Elisabete Pereira dos
SANTOS, Ana Maria MAZOTTO, Russolina B ZINGALI, Edilma Paraguai de SOUZA a
Alane Beatriz VERMELHO. Feather keratin hydrolysates obtained from microbial kerati-
nases: effect on hair fiber. BMC Biotechnology [online]. 2013, vol. 13, issue 1 [cit. 2015-
04-15]. DOI: 10.1186/1472-6750-13-15.

[52] A guide to novozymes household care. Novozymes [online]. 2010 [cit. 2015-04-15].
Dostupné z: http://www.novozymes.com/en/solutions/household-care/dishwashing/soil-

removal/documents/final-mini-guide-household-care.pdf

[53] Enzymes for biocatalysis: For smarter chemical synthesis. Novozymes [online]. 2014
[cit. 2015-04-15]. Dostupné Z:
http://www.novozymes.com/en/solutions/biopharma/Brochures/Documents/2014-12715-
01_Biocatalysis-Product-Sheet-Protease-3.pdf

[54] Infracervena spektroskopie. Vysokd Skola chemicko - technologickd v Praze [online].
[cit. 2015-04-26]. Dostupné z: http://old.vscht.cz/Ims/Zverze/Infrared.htm

[55] Vyuziti metod termické analyzy ve vyzkumu a vyvoji 1€¢iv. 2012. Chemické listy [on-
line]. [cit. 2015-05-04]. Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_10_890-
895.pdf

[56] Termicka analyza: Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie (DSC). 2011. Chempoint:
Vedci pro primysl a praxi [online]. [cit. 2015-05-04]. Dostupné z:
http://www.chempoint.cz/kucerik-2

[57] Termicka analyza: Termogravimetrie (TGA). 2011. Chempoint: Védci pro primysl a
praxi [online]. [cit. 2015-05-04]. Dostupné z: http://www.chempoint.cz/kucerik-1


http://waset.org/publications/9998611/the-effect-of-enzymatic-keratin-hydrolyzate-on-the-susceptibility-of-cellulosic-elastomeric-material-to-biodecomposition-
http://waset.org/publications/9998611/the-effect-of-enzymatic-keratin-hydrolyzate-on-the-susceptibility-of-cellulosic-elastomeric-material-to-biodecomposition-
http://waset.org/publications/9998611/the-effect-of-enzymatic-keratin-hydrolyzate-on-the-susceptibility-of-cellulosic-elastomeric-material-to-biodecomposition-
http://www.novozymes.com/en/solutions/household-care/dishwashing/soil-removal/documents/final-mini-guide-household-care.pdf
http://www.novozymes.com/en/solutions/household-care/dishwashing/soil-removal/documents/final-mini-guide-household-care.pdf
http://www.novozymes.com/en/solutions/biopharma/Brochures/Documents/2014-12715-01_Biocatalysis-Product-Sheet-Protease-3.pdf
http://www.novozymes.com/en/solutions/biopharma/Brochures/Documents/2014-12715-01_Biocatalysis-Product-Sheet-Protease-3.pdf
http://old.vscht.cz/lms/Zverze/Infrared.htm
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_10_890-895.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_10_890-895.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

hm. % Hmotnostni procento

ot/min  Otacky za minutu

FTIR  Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

DSC  Diferencialni skenovaci kalorimetrie

TGA  Termogravimetricka analyza

KHEE Keratinovy hydrolyzat pfipraveny pomoci enzymu Esperase 6.0T
KHES Keratinovy hydrolyzat pfipraveny pomoci enzymu Savinase 6.0T
kDa Kilodalton — jednotka molekulové hmotnosti (1 Da =1 g/mol)

CHIT  Chitosan
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PRILOHA 1: FTIR spektra filmi s 0 — 30% piidavkem chitosanu, které

jsou tvoreny hydrolyzatem pripravenym pomoci enzymu Esperase 6.0T
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PRILOHA 2: FTIR spektra filmi s 0 — 30% p¥idavkem chitosanu, které

jsou tvoreny hydrolyzatem piipravenym pomoci enzymu Savinase 6.0T
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