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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva poznatky o keratinu, keratinovych hydrolyzatech a moznostech jejich
vyuziti. Dale predstavuje praktickou pfipravu keratinového hydrolyzatu a ovéiuje moznost

pfipravy materialti z tohoto hydrolyzatu.

Kli¢ova slova: keratin, keratinovy hydrolyzat.

ABSTRACT

This work deals with the knowledge of keratin, keratin hydrolysates and possibilities of
their use. Furthermore, a practical preparation of keratin hydrolyzate and verifies the possi-

bility of preparing materials from this hydrolyzate.

Keywords: keratin, keratin hydrolyzate.
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UvVOD

Lidsky zivot zasadnim zptsobem ovliviuji energetické a surovinové zdroje a zatim vsech-
ny okolnosti nasvédcuji tomu, Ze otazka jak ziskat energii a suroviny bude nabyvat na da-

lezitosti.

Jen tézko si lze ptedstavit nejbliz§i budoucnost bez fosilnich zdrojt, které nyni pokryvaji
nejvetsi Cast energetické a surovinové spotieby lidstva. Je vSak pravdépodobné, ze naSe
blizka budoucnost sméfuje jednak k radikalnimu Setieni s fosilnimi zdroji a také k rozma-

L4

nitéjSimu slozeni energetickych a surovinovych zdroja.

Keratin nejspiSe nebude tim materidlem, ktery by mél potencial konkurovat sou¢asnym
materialim. I pfes to, ma smysl se jim zabyvat. Keratin by mohl byt malou ¢asti tvofici
budouci mozaiku naSich materialovych zdroji. Jeho vyhoda a potencial, je predevsim v
tom, Ze je to material pfirodni, tedy obnovitelny (recentni), v piirodé zcela rozlozitelny.
Jeho dalsi vyhoda a potencial je v tom, ze je to material odpadni (druhotny). Tedy material,
ktery je produkovan lidskou ¢innosti bez ohledu na to co se s nim dale d¢je. Je-1i dale néjak
vyuzit, nebo jestli je jen obtiznym odpadem. Neni zapotiebi ho tedy ziskavat predchozi
zemédéelskou Cinnosti a vytvaret tim dalsi tlak na zemédé€lsky obhospodatovanou puadu.
Tlak ve smyslu toho, jak tuto cennou pidu vyuzit a ¢emu dat pfednost. Jestli na ni péstovat
zemédélské plodiny jako zdroj lidské vyzivy. Nebo na ni péstovat zemédélské plodiny jako
surovinové zdroje. Anebo na ni rozmistit fotovoltaické panely. Je také tieba fici, Ze je to
odpadni material, kterého vznika pomérné velké mnozstvi. A dale, Ze je to material majici
zajimavé fyzikalni a chemické vlastnosti. To vSe pak predstavuje dle mého nazoru dobry

divod, pro¢ se keratinem zabyvat.
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. TEORETICKA CAST
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1 KERATIN

1.1 Vyskyt a zakladni vlastnosti keratinu

Keratin je mechanicky odolny a chemicky nereaktivni protein, vyskytujici se u vSech
vys$ich obratlovct. Je hlavni slozkou jejich vnéjsi rohovité epidermalni vrstvy (pokozky,
epidermis) a také biologickych ttvart z ni vyrtstajicich, jako jsou vlasy, chlupy, rohovina,
nehty a pefi. Keratiny rozdélujeme na a-keratiny, které se vyskytuji u savci, a f-keratiny,

vyskytujici se u ptakt a plazt. [1]

Keratin v§ak nemiizeme povazovat pouze za jedinou bilkovinu. Pod timto ndzvem je moz-
né si spiSe predstavit biologické utvary (nejcastéji pokozku, vlasy, chlupy, nehty, rohovinu
a pefi) vytvorené z odlisnych bilkovin. Tyto bilkoviny vSak maji mnohé spole¢né znaky,
které tak dovoluji uvadét tyto proteiny zjednoduSené pod spole¢nym nazvem keratin (kera-
tiny). [2]

Keratin se vyznacuje vysokym obsahem cystinu, kyseliny glutamové a serinu. Redukovany

cystin (tedy cystein), neni pak v keratinu prakticky viibec zastoupen. [3]

Keratin je bohaty na siru obsazenou v aminokyselinovych zbytcich cysteinu. Tyto amino-
kyselinové ¢asti vSak nejsou volné, ale spojuji navzajem pticnymi disulfidickymi vazbami
sousedni makromolekularni fetézce (za tvorby cystinu). Dochézi tak k chemickému zesit'o-
vani makromolekularnich fetézct, pfi¢emz hustota zesitovani je proméenliva podle obsahu
ratinu, tedy jeho chemicka a mechanicka odolnost. Keratiny mohou byt tvrdé nebo mekké,
podle toho jak velky je v nich obsah cystinu. Tvrdé keratiny vlast, nehtli a rohoviny jsou

pak méné pruzné nez mekke keratiny ktize a mozold. [1]

1.2 Aminokyselinové sloZeni keratinu

Mnozstvi jednotlivych aminokyselin v keratinu se 1i$i nejen podle biologického utvaru a
zivocisného druhu, ze kterého dany keratin pochazi. Lisi se i podle plemen stejného zivo-
¢iSného druhu, podle potravy a Zivotniho prostiedi. Aminokyselinové slozeni také muze

byt rizné v jednotlivych ¢astech stejného biologického ttvaru. [4]
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Tabulka 1: Aminokyselinové sloZzeni keratint [g/100 g] [5]

Lidska Lidsky ., Kufteci
. Ov¢i vina .
pokozka vlas pefi
‘00C H
\( . 6-13,8 4,1-4,2 5,2-6,5 7,2
NH;
Glycin
‘00C CH,
\(+ i 2,8 3,4-4,4 5,4
NH;
Alanin
CHj

‘00C
4,2-5,6 5,5-5,9 5,0-5,9 8,3-8,8

=
0O
I
w

=
Q
N NH3
=t .
o | Valin
§ "0ooC CH,
= Y\( 83 | 64-83 | 7681 | 7480
Z NH;  CHg
(o8 .
g Leucin
E CH,4
= ;
S | ooc CH,
2 6,8 4,7-4,8 3,1-45 5,3-6,0
[75] +
> NH3
= .
= Isoleucin
LI
< | ‘ooc S<gp
£ W 3 1025 | 07-1,0 | 05-07 | 0405
< NH3
Methionin
_oOC,,,'.
H 3,2 4,3-9,6 5,3-8,1 8,8-10,0
NH
Prolin
‘00oC
NH3+ | | 0,5-1,8 0,4-1,3 18-2,1 0,7
N
H

Tryptofan
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T
w
+

‘00C
wAOH
+ 16,5 7,4-10,6 7,2-9,5 10,2-14
NH4
Serin
CH,4
‘00C
OH 3,4 7,0-8,5 6,6-6,7 4,4-4.8

Histidin

=
3]
D
2 Threonin
§ ‘00oC NH, _
= W Hodnoty pro volnou kyselinu asparagovou a
‘g NH3+ o) jeji amid asparagin jsou uvedeny spolecné.
£ | Asparagin
z NH,
g |- .
§ 00C ko Hodnoty pro volnou kyselinu glutamovou a
Z jeji amid glutamin jsou uvedeny spole¢ng.
> NH"
= 3
3 Glutamin
P
4 -
S ooC
E + 3,4-5,7 2,2-3,0 4,0-6,4 2,0-2,2
NH, o
Tyrosin
‘oocC
ﬁéSH : 0508 | 04 04
NH,
Cystein
. ‘00C NH,
E Y\N 3169 | 1,931 | 2833 | 1017
s NH3
3 Lysin
0 NH
£2|. )&
5 N | ooC N
S8 WNH Sne | 59-11,7 | 89-108 | 9,2-106 | 6,575
w E +
£8 N
o 2 | Arginin
R
S [olole :
2 N
£ . | > 0,6-1,8 0,6-1,2 0,7-1,1 0,3-0,7
< NH; N/
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E% ‘00C OH
= 2 W 64-81 | 3977 | 6473 | 5875
i NH; O
= 8 S
29 Asparagova Kyselina
£ OH
o2 |
£ g | oocC N
—‘é‘g W\O 9,1-154 | 13,6-14,2 | 13,1-16,0 | 9,0-9,7
c
€ & NH;"
<9 . .
2. | Glutamova kyselina
NH,"
‘00C SQ\ i
wﬂs/ coo’| 2338 |166-180 | 11-137 | 6,882
NH5 "
Cystin
OH
‘0oC NH,
- 0 0,2 -
NH5 "
Hydroxylysin
Celkovy dusik 14,2-15,5 | 15,5-16,9 | 16,2-16,9 | 15,0-16,2
Amidovy dusik 1,16 1,17 1,10-1,37 1,09
Celkova sira 19 5,0-5,24 3,0-4,0 2,9

1.3 Struktura keratinu

Funkce proteinli je neoddélitelné spojena s jejich strukturou. Strukturu proteinii a dalSich

polymert tradi¢n€ popisujeme z hlediska Ctyf urovni organizace.

1.3.1 Primarni struktura

Primarni struktura proteinii je déna potadim (sekvenci) jednotlivych aminokyselin v poly-

peptidickém fetézci (konfiguraci). [3]

Proteiny jsou makromolekularni latky, tedy latky vznikaji spojenim velkého poctu opakuyji-

cich se Casti — merl. V pfipad¢ proteinii jsou témito opakujicimi se Castmi alfa-L-

aminokyseliny spojené navzajem kovalentni peptidovou vazbou. Peptidova vazba ma ri-

gidni rovinnou strukturu. Forma trans vysoce pfevazuje nad formou cis, kterd je stericky
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nevyhodna. Peptidova vazba C — N je o 14 pm kratsi neZ jednoducha vazba C — N. Vazba
C=0je o2 pm delsi nez u aldehydu a ketonti. [1]

Obr. 1: Peptidova vazba (konfigurace trans a cis) [1]

1.3.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura je prostorové usporadani (konformace) v ur¢itém misté hlavniho po-

lypeptidového fetézce bez ohledu na jeho postranni fetézce. [1]

Urcuje tedy vzajemné prostorové uspotadani dvou sousednich jednotek fetézce. Neurcuje
vSak celkové prostorové usporadani makromolekuly, ale jen lokélni prostorové uspotradani

hlavnich atomil fetézce v zakladnim segmentu bez pfihlédnuti k postrannim fetézctim. [3]

Vazba C — N v peptidické vazbé neni volné oto¢na a ma rovinnou strukturu. Po stranach
vSak zistavaji dva vnitini rotacni (torzni) Ghly které umoznuji vznik urcité konformace. ¢
(fi) je torzni uhel kolem vazby mez dusikem a a-uhlikem. y (psi) je torzni uhel mezi a-

uhlikem a uhlikem karbonylu. [1]

H R T ‘|3| H R
O N C>jc\ /C\C.ﬂ“’
| |l & 7~ v | I
H o H R 4y o)

Obr. 2: Torzni thly polypeptidu [6]
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a-helix konformace polypeptidl je model, ktery navrhl Pauling v roce 1951 a je milnikem
strukturni biochemie. Pfedstavuje strukturu polypeptidu sestaven¢ho z L-a-aminokyselin
majici konformaci pravoto¢ivé Sroubovice, kdy jeden zavit tvoii 3,6 aminokyselinovych
zbytkl a vyska zavitu je 0,54 nm. Torzni thly ¢ = -57° a y = -47°. Pfi¢emz skupina C = O
peptidové vazby n-tého zbytku smeétuje ke skupiné N — H peptidové vazby (n+4)-té¢ho
zbytku. Tak vznikne pevny vodikovy mustek. Jadro a-helixu je tésné stoc¢eno, takze jeho
atomy se dotykaji svymi van der Waalsovymi povrchy, ¢imz je jejich asociacni energie

maximalni. Postranni fetézce sméfuji ven ze Sroubovice. [1]

Obr. 3: a-helix struktura [1]

B-struktura nazyvana také sklddany list nebo B-hieben je dalsi strukturou polypeptidu, kte-
rou v roce 1951 navrhli Pauling a Corey. V této struktuie se vodikové mistky vyskytuji
spiSe mezi sousednimi polypeptidovymi fetézci, nez uvniti téhoz fetézce, jak je to
Vv ptipadé a-helixu. [1]

Skladany list miize mit dvé varianty. Retézce mohou jit proti sob& — antiparalelni skladany

list, nebo soub&zné - paralelni. V pfipadé antiparalelniho B-listu jsou NH a CO skupiny

kazdé aminokyseliny spojeny vodikovou vazbou s CO a NH skupinami sousedniho fetézce.
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V paralelni struktufe je NH skupina kazdé aminokyseliny vazana vodikovou vazbou na CO
skupinu aminokyseliny sousedniho fetézce, zatimco CO skupina je vazéna vodikovou vaz-

bou s NH skupinou aminokyseliny sousedniho fetézce o dvé aminokyseliny dale. [6]

Obr. 4: B-struktura, skladany list (a-antiparalelni, b-paralelni) [6]

Vyse popsana a-struktura se vyskytuje v keratinu savct. V pefi ptakt se pak vyskytuje f3-

struktura. [1]

1.3.3 Tercialni struktura

Tercidlni struktura bilkovin udavéa prostorové usporadani vSech atomt polypeptidického

fetézce a tim tedy celkovy tvar polypeptidického fetézce, ktery v prostoru zaujima.

Podle tercidlni struktury se bilkoviny dé€li na dva extrémni typy. Fibrilarni (vladknité) pro-
teiny maji siln¢ protdhlé molekuly. Jsou charakterizovany tvarem prutd (ty€inek) a plastvi.

Je to pak také struktura charakteristicka pro vyse popsané uspofadané struktury o a f.

Globularni (klubkovité) proteiny jsou neuspotadané struktury, které jsou charakterizovany
klubkem a odpovidaji ndhodnému svinuti. VétSina bilkovin se vSak neda zaradit do popsa-
nych extrémnich typi a je charakterizovdna ur¢itym podilem uspotfadané a neuspotadané

struktury. [3]
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1.3.4 Kbvarterni struktura
Kvarterni struktura bilkovin vznikd sdruzenim jednotlivych polypeptidovych fetézct ve

vyssi, molekuldrni celek. Toto spojeni je realizovano nejcastéji intermolekuldrnimi nekova-

lentnimi vazbami. [3]

V biochemii (Voet, D., Voetova, J. G.) je a-keratin oznacen jako helix helixt. Jeho sekun-
darni struktura je tvofena pravotoc¢ivou Sroubovici a-helix a tercidlni struktura je fibrilarni
(vlaknita). Ptikladem vysSich struktur keratinu je vlas. M& primér asi 20 um a tvofi ho
mrtvé bunky. Bunky obsahuji svinuté makrofibrily o priméru 200 nm. Makrofibrily jsou
sloZzeny z mikrofibril o priméru 8 nm. Mikrofibrily se pak skladaji z protofibril o priméru
2 nm, pricemz devét protofibril je usptadano v kruhu po obvod¢ mikrofibrily a dvé tvofi

jédro tohoto ttvaru. Kazda z protofibril a-keratinu se sklada ze dvou pari t€sné spojenych

a-helixd, tedy vlastné ze dvou nadsroubovic (superhelixi). [1]

(a) ()

superhelixa |

mikrofibrila -

makrofibrila

protofibrila
(pér superhelixd) | § &

mikrofibrila |
(uspofadani 9 + 2)

Obr. 5: Struktura keratinu ve vlasu [1]
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1.4 Schéma chemickych vazeb keratinu

V keratinu se uplatituje n€kolik druhti chemickych vazeb. Podle téchto chemickych vazeb
1ze usuzovat na mozné chemické reakce keratinu. Tyto chemické reakce pak oteviraji cesty

pro ptipadné zpracovatelské postupy.

Kovalentni polypeptidicka vazba spojuje aminokyseliny do hlavniho makromolekularniho

fetézce keratinu.

Kovalentni vazba disulfidického miistku cystinu mize byt intramolekularni nebo castéji

intermolekularné spojuje dva polypeptidické fetézce mezi sebou. [4]

Vodikové mustky jsou jednak intramolekuldrni ve struktufe a (a-helix Sroubovici) a takeé
intermolekularni ve struktufe B (B-skladaného listu). Vznik dal$ich vodikovych mustki
vSak umoziluji i jiné zastoupené aminokyseliny s polarni skupinou (alkoholické a fenolické
skupiny). Vodikové mustky maji silnou afinitou k polarnim latkdm a umoziuji tak vazat

naptiklad zna¢né mnozstvi vody. [1-4]

Iontova vazba (elektrostaticka vazba) vznikd mezi postrannimi amino skupinami a karbo-
xylovymi skupinami. Aminokyseliny s bazickymi skupinami (diaminokarboxylové kyseli-
ny) vazi pak iontové nejen karboxylové skupiny sousednich fetézct, ale i cizich latek. Po-
dobné aminokyseliny s kyselymi skupinami (monoaminodikarboxylové kyseliny) vazi pak

iontove nejen zédsadité skupiny sousednich fetézci, ale 1 cizich latek.

Van der Waalsovy sily jsou dalsi slabé interakce, které kromé jiz zminénych vodikovych

mustki plisobi v keratinu. [4]

vodikovy mustek

interrmolekularni \ /
HN disulfidicky mistek ] [ —— ocC
»———CH,—S—S—CH,— >7C|:H2
OC\ , . P HN ? intramolekularni
NH iontova vazba ] —— co s disulfidicky mastek
- I
%CHZ—COO +NH3—CH2% %CHz
kovalentni CO OC --=-=mm=mmmmmmmemmeeeee NH
peptidicka vazba . \ /
HN van der Waalsovy sily NH -=-=smmmmmmees ocC
>—H?—CH3 H3C—C|IH—< R
ocC CH CH CO --smememeeaee HN
3 3
\ / \

Obr. 6: Schéma vazeb vyskytujicich se v keratinu [4]
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1.5 Chemické reakce keratinu a priklady zpracovatelskych postupii

Od vyse popsanych chemickych vazeb se odviji mozné chemické reakce keratinu. Tyto
reakce pak oteviraji cestu pro mozné zpracovatelské postupy keratinu a jeho vyuziti v tech-

nické praxi.

1.5.1 Denaturace pusobenim tepla

Zahtatim proteinu na T, (analogie s teplotou tani pevnych latek) dochazi k poruseni mezi-
molekularnich vazeb, které udrzuji protein v nativni (pfirozené¢) konformaci. VéEtsina pro-
teinl ma pak hodnotu Ty niz§i nez 100 °C. Dochazi k destrukci nativni konformace a

zhrouceni makromolekuly proteinu do neuspofadaného klubka. [1]

Piiklad 1:

Biologicky materidl obsahujici keratin je zpracovan pfi teploté 146 °C a tlaku 345 kPa po
dobu 30 az 70 minut.

Tyto podminky vedou ke zménam v nativni prostorové struktuie keratinu. Dochazi ke §té-
peni mezimolekularnich vazeb vcetné disulfidickych vazeb cystinu. Takto denaturovany
keratin je jiz hydrolyzovatelny enzymy, vetné travicich enzymu zvifat na jednotlivé ami-

nokyseliny. [7]

1.5.2 Hydrolyza

Rozkladna reakce pisobenim vody a katalyzované kyselym prosttedim, zasaditym prostie-
dim nebo plisobenim enzymii. Hydrolyza je destrukéni reakce pro bilkoviny charakteristic-
ka, stejné€ jako pro dalsi makromolekularni latky vzniklé polykondenzaci. Stupenn hydroly-
tického Stépeni je zavisly na konkrétnich reakénich podminkach. Obecné pak je alkalicka

hydrolyza proti kyselé hydrolyze u¢inngjsi. [8]

/ \ / \
HN NH HN NH
>7CH2—S—S——CH24< + HO —> >7CH2—OH HS—CH24<
ocC co oc co

/ \ /

Schéma 1: Hydrolyza disulfidické vazby keratinu [9]
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~ _CO _NH + HO —> J\ +  HOOC NH
CcO NH Y N Swi, Y
R, R,
Schéma 2: Hydrolyza polypeptidické vazby [8]
Priklad 2:

Jako zékladni biologicky material byla pouzita rohovina. Vstupni material byl vypran ve
vod¢, vysuSen a pomlet. 50g pomletych rohti bylo smichdno se 75ml 6N H,SO,. Reak¢ni
smés byla vyhtata na teplotu 70 °C a na této teploté udrzovana po dobu 24 hodin. Po uply-
nuti této doby bylo ke smési pfidano 100 ml demineralizované vody a smés byla vyhiata na
teplotu 130 °C a na této teploté udrzovana po dobu 4 hodin. Ziskany roztok byl zchlazen a
pH roztoku bylo upraveno 5N Mg(OH), na hodnotu 7. Vysledny roztok byl zfiltrovan.

Z pavodnich 50 g materialu bylo timto postupem hydrolyzovano 42 g. [10-11]

Priklad 3:

Jako zakladni biologicky material byla pouZita vlna. Ta byla smichéna s kyselinou perocto-
vou (200 % v/w na hmotnost viny). Reakéni smés byla vyhtata na 40 °C a na této teplote
udrzovéna 24 hodin. Poté bylo pH upraveno roztokem amoniaku na hodnotu 8 (odstranéni
kyseliny sulfenové). Nasledovala kysela hydrolyza 6M HCI, teplota 110 °C, reakéni Cas 24
hodin. Pro stanoveni methioninu a cysteinu byla provedena oxida¢ni hydrolyza za pouZiti

kyseliny mravenci a peroxidu vodiku 9:1.

Cilem této prace bylo stanovit aminokyselinové slozeni a molekulovou hmotnost ptiprave-
ného keratinového hydrolyzatu. Nasledujici tabulka pak nabizi zajimavé srovnani s tabul-

kou 3 a také s tabulkou 1. [12]

Tabulka 2: Aminokyselinové slozeni keratinového hydrolyzatu dle ptikladu 3 [12]

primérnd hodnota | smérodatnd odchylka | varia¢ni koeficient
[9/ka]
Cystein 5,60 2,76 4,63 %
Methionin 16,46 0,93 5,64 %
Kyselina asparagova 106,75 1,75 1,64 %
Threonin 52,73 0,97 1,83 %
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Serin 55,20 1,03 1,87 %
Kyselina glutamova 148,85 7,44 5,00 %
Prolin 36,43 0,99 2,71 %
Glycin 36,33 0,76 2,10 %
Alanin 45,01 0,81 1,80 %
Valin 56,43 1,25 2,21 %
Isoleucin 38,27 0,72 1,89 %
Leucin 92,17 4,46 4,62 %
Tyrosin 24,70 1,63 6,58 %
Fenylalanin 32,10 0,79 2,46 %
Histidin 12,60 1,00 7,92 %
Lysin 42,70 0,99 2,31 %
Arginin 108,28 2,47 2,28 %

Keratinovy hydrolyzat vykazoval velmi Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti. Stred-

ni molekulova hmotnost hydrolyzatu MW = 18000. [12]

Priklad 4:

Jako zakladni biologicky material byla pouzita ov¢i vlna. 10 g viny bylo smichano se 100
ml 0,15 M KOH a 0,05 M NaOH a zaht4to v autoklavu na teplotu 120 °C. Na této teploté
byla smés udrzovana 20 minut. Reakéni smés byla odstfedéna (4000 otacek/min po dobu
20 minut). Odstredény roztok byl zahustén v rotacni vakuové odparce a vysusSen pii teplote

70 °C. Vytéznost pii tomto postupu alkalické hydrolyzy byla 82 %. [13]

Priklad 5:

Jako zékladni biologicky materidl bylo pouZzito pefi. Vstupni material byl nékolikrat vypran
ve vodé, vysusen, rozemlet a proset pres sito o velikosti ok 2 mm. Jako reakéni ¢inidlo byl
pouzit Ca(OH); o maximalni koncentraci 0,4 g na gram vysuSené¢ho materialu. Hydrolyza
byla provedena v autoklavu s michanim (1000 rpm). Pfi teploté 105 °C bylo béhem 25 mi-
nut rozpusténo 80 % pefi a béhem 3 hodin bylo rozpusténo 95 % pefi. [14]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

Priklad 6:
Jako zakladni biologicky material byla pouzita vina. Tato byla mechanicky zbavena vidi-
telnych necistot, proprana v 1 % - nim roztoku Na,COs, proprana v roztoku jaru a na zavér

proprana v Cisté vode¢.

Vlna byla enzymové odtu¢néna: 30 g viny bylo smichano s 2000 ml vody a 1,5 g enzymu
Greasex 50L. 1 % - nim roztokem NaOH bylo upraveno pH smési na hodnotu 9,0. Smés
byla vyhtata na teplotu 40 °C a na této teploté udrzovana 24 hodin s ob¢asnym promicha-
nim. Odtuénéné vina byla proprana teplou vodou, vysusena pti 103 °C a nastiihana na malé

kousky o délce do 5 mm.

1. faze (predzpracovani): 2 g odtuénéné viny byly smichany se 100 ml 0,1 M roztoku 2-
merkaptoethanolu. Smés byla vyhfata na teplotu 50 °C a na této teploté udrzovana 24 hodin

s ob¢asnym promichanim.

2. faze (enzymova hydrolyza): pH smési bylo upraveno na 8,8 — 9,2 ptidavkem NaOH. Do
této smési byly ptidany 4 % (na susinu viny) enzymu Savinase Ultra 16L. Smés byla vyhia-

ta na 60 °C a na této teploté byla udrzovana 14 hodin.

Pti téchto reakénich podminkach bylo z navazky 2,0159 g suSiny viny ziskano 1,7292g
keratinového hydrolyzatu a 0,2365 g nerozlozené viny, coz je 11,73 %. [15]

Priklad 7:
Jako zékladni biologicky material byla pouZita vlna. Tato byla vyprana, zbavena necistot a

enzymove odtuénéna enzymem Greasex SOL.
1. faze (pfedzpracovani) byla provedena v 0,1 M roztoku 2-merkaptoethanolu.
2. faze (enzymova hydrolyza) byla provedena enzymem Savinase Ultra 16L.

Cilem této prace bylo stanovit aminokyselinové slozeni a molekulovou hmotnost ptiprave-
ného keratinového hydrolyzatu. Nasledujici tabulka pak nabizi zajimavé srovnani s tabul-

kou 2 a také s tabulkou 1. [12]
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Tabulka 3: Aminokyselinové sloZeni keratinového hydrolyzatu dle piikladu 7 [12]

primérnd hodnota | smérodatnd odchylka | variacni koeficient
[9/kg]
Cystein 52,82 2,90 5,49 %
Methionin 5,93 0,48 8,10 %
Kyselina asparagova 51,73 0,95 1,85%
Threonin 43,53 1,37 3,14 %
Serin 51,09 1,41 2,75 %
Kyselina glutamova 84,95 1,17 1,38 %
Prolin 45,71 0,35 0,76 %
Glycin 37,10 0,68 1,85 %
Alanin 26,15 0,56 2,14 %
Valin 38,47 0,69 1,78 %
Isoleucin 22,35 0,32 1,44 %
Leucin 53,87 0,77 1,43 %
Tyrosin 29,90 0,40 1,35 %
Fenylalanin 24,26 0,30 1,22 %
Histidin 11,52 0,35 3,08 %
Lysin 19,43 0,45 2,31 %
Arginin 69,50 0,95 1,36 %

Keratinovy hydrolyzat vykazoval velmi Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti. Stred-

ni molekulova hmotnost hydrolyzatu MW = 3000. [12]

Priklad 8:
Jako zadkladni biologicky material bylo pouzito pefi. Toto bylo rozstfihano na malé kousky,
mechanicky zbaveno necistot, vyprané v 1 % - nim roztoku Na,COgs, vyprané v roztoku

jaru a vyprané v ¢isté vode.

Peti bylo enzymovée odtuénéno: 30 g pefi bylo smichdno s 2000ml vody a 1,5 g enzymu
Greasex 50 L. 1 % - nim roztokem NaOH bylo upraveno pH smési na hodnotu 9,0. Smés
byla vyhtata na teplotu 40 °C a na této teploté udrzovana 24 hodin s obasnym promicha-
nim. Odtu¢néné peti bylo propréno teplou vodou, vysuseno pii 103 °C a nastfihdno na ma-

1€ kousky o délce do 5 mm.
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1. faze (pfedzpracovani): 2 g odtuénéného pefi byly smichany se 100 ml 0,4 M roztoku 2-
merkaptoethanolu. Smés byla vyhtata na teplotu 70 °C a na této teploté udrzovana 48 hodin

s obasnym promichanim.

2. faze (enzymova hydrolyza): pH smési bylo upraveno na 8,8 — 9,2 pfidavkem NaOH. Do
této smési bylo ptidano 6 % (na suSinu pefi) enzymu Savinase Ultra 16 L. Smés byla vy-

htata na 50 °C a na této teploté byla udrzovana 8 hodin.

Pfi téchto reakénich podminkach byla Gcinnost rozkladu 99,91 %. Pii zachovani pak stej-
nych reakénich podminek 2. faze a navazky pouze 2 % enzymu na suSinu pefi byla ucin-

nost rozkladu 97,24 %. [16]

Piiklad 9:
Jako zakladni biologicky material bylo pouZzito pefi. Toto bylo rozstiithano na malé kousky,
mechanicky zbaveno necistot, vyprané v 1 % - nim roztoku Na,COs, vyprané v roztoku

jaru a vyprané v Cisté vode¢.

Pefi bylo enzymové odtuénéno: 90 g pefi bylo smichano s 6,66 | vody a 1,5 g enzymu Gre-
asex 50 L. 1 % - nim roztokem NaOH bylo upraveno pH smési na hodnotu 9,0. Smés byla
vyhiata na teplotu 40 °C a na této teploté udrzovana 24 hodin s obasnym promichanim.
Odtuénéné peii bylo proprano teplou vodou, vysuSeno pii 103 °C a nastiithdno na malé

kousky o délce do 5 mm.

1. faze (pfedzpracovani): 2 g odtuénéného peti byly smichany se 100 ml 0,3 % roztoku
KOH. Sm¢s byla vyhtata na teplotu 80 °C a na této udrzovana 24 hodin s ob¢asnym promi-

chanim.

2. taze (enzymova hydrolyza): pH smési bylo upraveno na 8,8 — 9,2 ptidavkem H3PO,. Do
této smési byl pfidan enzym Savinase Ultra 16 L nebo enzym Polarzyme 12 L. Smés byla

vyhtata a udrzovana na teploté. [17]
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Tabulka 4: Dosazené vysledky pfi pouziti enzymu Savinase Ultra 16 L (% vztazena na

susinu peti) [17]

Doba 2. stupné rozkla-

Teplota 2. stupné rozkla-

Dévka enzymu

Rozlozené peti

du (h) du (°C) (%) (%)
8 50 1 78,54
8 50 5 88,15
8 70 1 87,15
8 70 5 90,83

Tabulka 5: Dosazené vysledky pii pouziti enzymu Polarzyme 12 L (% vztazena na susinu

pefi) [17]

Doba 2. stupné rozkla- | Teplota 2. stupné rozkla- | Davka enzymu | RozloZené peti
du (h) du (°C) (%) (%)
8 30 1 75,67
8 30 5 82,29
8 50 1 83,77
8 50 5 88,71

Priklad 10:

Jako zékladni biologicky material byla pouZita vlna. Tato byla nejdfive mechanicky zbave-

na viditelnych necistot a proprana ve vodé€. 150 g viny bylo smichdno se 7500 ml vody a

5N roztokem NaOH bylo upraveno pH smési na hodnotu 8,0 (piivodni pH viny bylo kyselé

cca pH =5,8).

Vlna byla enzymové odtué¢néna: ke smési viny bylo pfidano 1,5 g enzymu Lipex 100 T,

smeés byla vyhiata na teplotu 40 °C a na této teploté byla udrzovana 24 hodin za ob¢asného

promichani. Odtu¢néna vina byla dikladné proprana vodou, vysuSena pii 103+£2 °C po do-

bu 3 hodin, opét proprana vodou a vysusena pti 103 °C po dobu 24 hodin. VysuSena vina

byla pomleta na kousky o délce do Smm.
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1. faze (ptedzpracovani): 10 g odtu¢néné vilny bylo smichano se 150 ml 0,6 % Ca(OH);
(0,9 g hydroxidu vapenatého). Smés byla vyhtata na 80 °C a na této teploté udrzovana 24

hodin, pficemz prvnich 6 hodin byla michéana.

2. faze (enzymova hydrolyza): pH smési bylo upraveno na 9,0 £0,1 pfidanim 5 % - ni HCI.
Do této smési bylo pfidano 0,5 g (5%, vztazeno na hmotnost suché viny) enzymu Evarlase
6.0 T. Smés byla vyhtata na 60 °C a na této teploté udrzovana 24 hodin, pficemz prvnich 6

hodin byla michana.

Pfi téchto reak¢nich podminkach byla G¢innost rozkladu 62,86%. [18]

Priklad 11:

1. faze (pfedzpracovani): Jako zakladni biologicky material bylo pouzito pefi. 215 kg roz-
sekaného pefi (sucha hmotnost asi 60 kg) bylo smichano se 735 litry vody a 4,8 kg
Na,SOs3;, pH bylo 7,5. Za stalého michani byla smés vyhiata na 95 °C a na této teploté udr-
Zzovéna po dobu 40 minut. Po vySe uvedené dobé, byla smés ochlazena na 60 °C a hodnota

pH byla upravena KOH na 8,0.

2. faze (enzymova hydrolyza): Ke smési byl pfidan enzym Maxatase. Smés byla neptetrzi-

té¢ michana a udrzovana na teploté 60 °C po dobu 6 hodin.

Vysledny produkt obsahoval 80,5 % hydrolyzovaného materialu. [7]

1.5.3 Reakce pusobenim alkalii (jiné alkalické hydrolyzy, neZ vySe uvedené)

Pokud jsou pfi alkalické hydrolyze koncentrace hydroxylu nizké (pod 0,5 M) a teploty mir-
né, prevlada odliSny mechanismus reakce. Pusobenim alkalii za mirnych teplot miize
Vv keratinu vznikat znacny pocet stalych pficnych vazeb. Novée vznikajici situjici aminoky-

selinou je lantionin. [2]

HN NH OH HN NH
>7CH2—S—S——CH24< —_ > >:c:H2 + 'S——S—CH24< —
oc co -H,0 oC co

/ \ /
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/ \ / \
HN NH HN NH
oc> <co -S oc>7 4<CO

\ / \ /

Schéma 3: Plusobeni nizkych koncentraci alkalii za mirnych teplot na keratin [2]

Pisobenim alkalii dochéazi také k hydrolyze amidickych skupin asparaginu a glutaminu,
stoupa tak obsah kyselych skupin. Dochdzi také k reakcim vedoucim k poklesu bazickych

skupin patficich argininu. [2]

/ /
HN oH HN
>—CH2—CONH2 —— >*CH2—COO
- NH
ocC 3 oC
\ \

Schéma 4: Plsobeni alkalii na asparagin [2]

/
HN/ OH HN _
>—(CH2)2—CONH2 —_— >*(CH2)2—COO
-NH
ocC 3 oC
\ \
Schéma 5: Plsobeni alkalii na glutamin [2]
HN NH . HN/
/ OH
>*(CH2)3—NH*\ _— >7(CH2)3—NH—CO—NH2
oC NH, - NH, oc
\
HN/ NH ) HN/
/ OH
oc NH, - CO(NH,), ocC
\ \

Schéma 6: Pasobeni alkalii na arginin [2]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

1.5.4 Oxidace

Pti ptisobeni oxidacnich ¢inidel na keratin mtze nastat oxidace disulfidické vazby bez jeji-
ho $tépeni. Na disulfidickou vazbu keratinu ptisobi oxidacné bez §té€peni napiiklad roztoky

KMnQ,, roztoky H,0, a fotooxidace. Oxidace probiha za tvorby sulfoxidu az sulfonu. [19]

/ \ /

HN NH HN NH
>*CH2—S—S—CH24< + 20, — >*CH2—502~302—CH24<
ocC co oc co

\ / \

Schéma 7: Oxidace disulfidické vazby keratinu bez jejiho $tépeni [19]

Nebo muze nastat oxidacni $t€peni disulfidické vazby. Mezi nejcastéji uvadénd oxidacni
¢inidla pak patii kyselina peroctova, peroxid vodiku, benzoyl peroxid, perboritany, perkar-
bonaty a kyselina permravenci. V kone¢ném stadiu oxidac¢ni ¢inidla, $tépi cystin a vznika

cysteinova kyselina. [1-10]

HN/ \NH HN NH
>7CH2—S—S——CH2—< + HO0 + 50 — >*CH2—303H HOss—CHz<
oc Cco ocC co

Schéma 8: Oxidace disulfidické vazby keratinu s jejim St€penim [9]

Priklad 12:

Preferovanym zdrojem v tomto popsaném postupu je keratin ziskany z lidskych vlast. Po-
stup v§ak nevylucuje pouziti i jinych zdrojui keratinu, jako naptiklad zviteci srsti. Jako nej-
vhodnéj$i materidl se vSak jevi lidské vlasy, u nichz neni ptredpoklad imunologické reakce

lidského organismu.

30 gramu vlast bylo smichano s 500 ml 2 % kyseliny peroctové (hmotnost / objem). Tato
smés byla vyhtata na 100 °C a na této teploté udrZzovana asi 2 hodiny. Tyto reak¢ni parame-
try vS8ak mohou byt nastaveny i jinak a mohou se pohybovat v rozmezich 1 % az 32 % ky-
seliny peroctovvé, 0 °C az 100 °C a 0,5 hodin az 24 hodin. Také oxidac¢ni ¢inidlo mtize byt

odlisné od zde uvedeného postupu. Jako dalsi oxidacni ¢inidla je mozno pouzit napiiklad
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peroxid vodiku, benzoyl peroxid, perboritany, perkarbonaty nebo jejich smési. Po oxidaci,
je pevny keratin vyizolovan z reakéni smési (napiiklad filtraci nebo odstiedénim) a promyt
vodou, methanolem nebo ethanolem aby se odstranilo pfebyte¢né okyslicovadlo. Promyti je
vSak potfeba omezit tak, aby nedochazelo k pfilisSnému vymyvani rozpustnych oxidova-

nych peptidi obsazenych v keratinu.

Vyizolovany oxidovany pevny keratin je rozpustén ve vhodném rozpoustédle. Jako nej-
vhodnéjsi se jevi methanol, ethanol, ether, tetrahydrofuran, aceton, propylenglykol a 1,4-
dioxan. Reak¢ni smés je poté upravena na hodnotu pH 7 hydroxidem sodnym nebo drasel-
nym a vyhtata k varu. Na teploté varu je pak reakéni smés udrzovana asi 0,5 hodiny az 3
hodiny. Nasleduje vychlazeni reakéni smési na teplotu cca 20 °C az 25 °C a udrzovani na
této teploté 1 hodinu az 5 hodin. Zreagovana pevna €ast je vyizolovédna z rozpoustédla (na-
priklad filtraci nebo odstfedénim) a promyta nejlépe stejnym rozpoustédlem jako je pouzité

Vv piedchozi reakci. Po filtraci a promyti je produkt vysuSen ve vakuu a pomlet.

Vyslednym produktem je vysoce hydratovatelny keratin (nebo spiSe material odvozeny od

keratinu) v podobé prasku, ktery ma absorpéni vlastnosti a v reakci s vodou tvoii hydrogel.

Prasek, vlakna nebo jejich hydrogel maji vyuziti jako savy materidl a jako 1é¢ebny prostie-
dek pro lécbu pokozky. Vlakna byla testovana na toxicitu riznych parametrt a bylo zjisté-

no, Ze jsou netoxickd, nedrazdiva, nesenzibilni, a biokompatibilni pro lidsky organismus.

Ziskany material miize byt vyuzit k podpofe hojeni poskozené kiiZze. Tento material mize
byt aplikovan na koZni postiZeni, jako jsou opruzeniny, popaleniny, spaleniny od slunce,
fezné rany, odfeniny, viedy, proleZeniny, diabetické viedy, podrazdéni kize, chirurgické
rany a kozni transplantace. Keratinovy material ptichazejici do kontaktu s vodou tvoii hyd-
rogel, ten poté tvoifi ochrannou vrstvu a zaroven udrZuje ranu ve vlhkém prostiedi (prefe-
rované mokré hojeni). Materidl je biokompatibilni a schopny se zaclenovat do koznich
struktur a tim podporovat hojeni poskozené klize. Vlakna mohou byt zpracovana do netka-
nych a tkanych textilii. Tyto Ize nasledné pouZit pifimo jako soucést obvazového materialu.

[20]
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0
H3C_</
o}
/
/ \NH o,
HN
CH3 , HZO
>—CH2—S—S—CH24< -
ocC co 100 °C, 2 hod
HN NH  MeOH, NaOH
>7CH2—SO3H HO;S—CH, —_—
oc co PH7,20-25°C,
1-5hod
HN NH
>—CH2—sosNa Na035—CH24< + H,O
oc\ oo}
E—

HN/ \NH
>7CH2—803H HO3S—CH24<
oc\ co
HN/ \NH
>7CH2—SO3Na NaOss—CH24<
ocC co

Schéma 9: Priprava hydratovatelného keratinu, ktery v reakci s vodou tvoii hydrogel

(dle ptikladu 12) [20]
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30 g lidskych vlast bylo smichano s 500 ml 2 % H,0, (hmotnost / objem). Tato smé&s byla
vyhiata k varu a na teploté varu udrzovana 2 hodiny az 6 hodin. Takto ziskany (vyizolova-
ny) oxidovany keratin byl pfidan k uréenému mnozstvi norefedrinu rozpusténého v ethano-
lu. Reakéni smés byla vyhtata k varu a 2 hodiny udrzovana na refluxu. Nésledné ochlazena
a michana pfi pokojové teploté po dobu 24 hodin. Po navazani norefedrinu na oxidovany

keratin byla pevna latka oddélena filtraci a vysuSena.

Vyslednym produktem je 1é¢iva latka, ktera je zaclenéna do struktury polymerniho kerati-
nového materidlu a nabizi tak vyhody oproti konvenénim formam davkovéni 1é¢iv. Docha-
zi k postupnému uvoliiovani 1é¢ivé latky z polymerni matrice a udrzovani vyvazené kon-
centrace l1éCiva v organismu. Zde citovany patentovy dokument pak uvadi Sirokou skalu

1é¢ivych latek, které je mozné pro dany postup pouZit.

CHj

Schéma 10: Priprava aktivni farmaceuticka substance zaclenéné do struktury keratinového

materialu (dle prikladu 12) [20]
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15,5 Redukce

Pti pasobeni redukénich Cinidel na keratin nastava redukéni Stépeni disulfidické vazby za
vzniku cysteinu. Vzniklé merkaptoskupiny jsou velmi reaktivni a mohou byt oxidovany
zpét na disulfidické vazby. (To je také podstatou studené ondulace vlast. Vlasy se redukuji
roztokem kyseliny thioglykolové a po zformovani do nového tvaru se zpét oxiduji rozto-

kem peroxidu vodiku). [9]
Mezi nejcastéji uvadéna redukeni Cinidla pak patii kyselina thioglykolova a jeji soli, 2-

merkaptoethanol, sulfid sodny, hydrogensulfid sodny, kyselina thiomlé¢na a thioglycerol.
[21]

/ \ \
HN NH +H, HN/ NH
>*CH2—S—S—CH2‘< - >7CH2—SH HS—CH24<
oC co -H ocC co
\ / ’ \ /

Schéma 11: Redukce disulfidické vazby keratinu [9]

Priklad 13:

Jako zakladni biologicky material bylo pouZito pefi. Toto bylo vy¢€isténo, vysuseno, pomle-
to a odtu¢néno. 1 gram upraveného peii byl smichan s roztokem 6 M mocoviny, 3 mM
kyseliny ethylendiaminotetraoctové a 1,4 M 2-merkaptoethanolu. Smés byla udrzovdna na

teploté 40 °C, hodnoté pH 7,0-9,0 a rozrusovana v dusikové atmosféte po dobu 30 minut.

Pfi téchto reakénich podminkach byl vytézek az 75 % redukovanych keratind. [22]

Priklad 14 (pokracuje dale v piikladu 16):

50 gramil vlny nebo lidskych vlast bylo smichano s 1 litrem 5 M kyseliny thioglykolové.
Ca(OH);, bylo pH upraveno na hodnotu 12,5. Smés byla vyhtata na 50 °C a na této teploté
probihala reakce 20 minut. Za tuto dobu byl keratin v podstaté rozpustén. [23]

/ \ HS— /

HN NH COOH, Ca(OH),, H,0  HN NH
>*CH2—S—S—CH24< > >7CH2—SH HS—CH24<
ocC CcO 50 °C, 20 min, pH 12,5 ocC CcO

\ / \

Schéma 12: Ptiprava redukovaného keratinu (dle piikladu 14) [23]
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Piiklad 15 (pokracuje dale v piikladu 17):

3500 ml 1,0 M thioglykolové kyseliny bylo smichano se 175 g lidskych vlast a pridanim
312,5 g hydroxidu draselného upraveno pH na hodnotu 10,2. (Pied pouzitim byly vlasy
vyprany vodnym roztokem jemného Cisticitho prostiedku, oplachnuty a vysuSeny). Tato
smés byla udrZzovéna na teploté cca 25 °C pod dusikem po dobu 18 hodin za neustalého
michani.

Nasledné byla smés zfiltrovana. Filtraci ziskané (Caste¢né zreagované) vlasy byly dale
zpracovany tak, ze byly nejprve oplachnuty demineralizovanou vodou, pficemz vlasy zv¢t-
Sily objem na témét dvojnasobek plivodniho objemu. Tyto oplachnuté vlasy byly smichany

s roztokem mocoviny a michany pod dusikem pfi teploté mistnosti po dobu 24 hodin.

Reakéni smés byla zfiltrovana. K ptefiltrovanému extraktu byla pfiddna HCI a pH uprave-
no na hodnotu 7. Poté byl ptidanim 100 % ethanolu z reakéni smési vysrazen pevny kerati-

novy materidl. SraZenina byla vyizolovana filtraci, vysuSena a rozdrcena.

Reakéni podminky a pracovni postup se mohou od vySe popsaného ¢astecné lisit. Podsta-
tou postupu je vsak dvoustupnova reakce. V prvnim stupni dochazi k redukci keratinu za
ptsobeni redukénich ¢inidel. Jako vhodné redukéni Cinidla jsou uvadéna naptiklad kyselina
thioglykolova a jeji soli, merkaptoethanol, sulfid sodny, hydrogensulfid sodny, kyselina
thiomlécna a thioglycerol. Jako vhodné koncentrace redukéniho €inidla jsou uvadéné kon-
centrace od cca 0,1 M az do 10 M. Hodnota pH od cca 9 az 10,5. Reakéni teplota od cca 20
°C do 100 ° C. Reak¢ni doba od cca 4 hodin do 24 hodin. Reakce probiha v inertni atmo-
sféte, nejlépe dusiku. Kapalna frakce se odd¢li od tuhé faze pomoci filtrace nebo odstied¢-

nim nejlépe pod inertni atmosférou.

Druhy reakéni stupenn se provadi za pouziti vhodného ¢inidla, nejvyhodnéji mocoviny.
Koncentrace ¢inidla od cca 1 M do 10 M. Reak¢ni teplota od cca 20 °C do 100 °C. Reakéni
¢as od cca 1 hodiny do 72 hodin. Pfidanim nevodného rozpoustédla jako naptiklad ethano-
lu, methanolu, isopropylalkoholu, tetrahydrofuranu, acetonu nebo dioxanu dojde k vytvo-
feni srazeniny obsahujici vylou€ené proteiny. Srazenina se oddéli od rozpoustédla filtraci
nebo odstfedénim. Vyloucené proteiny se nédsledné susi, nejlépe ve vakuu pii teploté mist-

nosti.
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Vyslednym produktem je redukovany keratin (keratin obsahujici thiolové skupiny) o vyso-
ké molekulové hmotnosti (HMWK) cca 50 az 85 kDa. Takto pfipraveny materidl pak tvofi

hydrogel, nachazi-li se ve vodném prostiedi. [21]

1.5.6 Reakce vedouci k sitovani bilkovin

Ptikladem biochemického sitovani probihajiciho v zivych organismech je proces sitovani
kolagenu a elastinu. V procesu starnuti vykazuji fibrily vzrustajici nerozpustnost, tento jev
zucastiiuji mezimolekularnich vazebnych reakei, jsou aminokyselinové zbytky lysinu a
hydroxylysinu. Aminoskupiny téchto zbytkl jsou oxidovany enzymem lysyloxidasou za
katalytického pisobeni méd’natych iont. Vznikaji tak velmi reaktivni aldehydy, allysin a
hydroxyallysin. Tyto aldehydické skupiny reaguji s aminokyselinami sousednich fetézct a
vytvareji tak mezimolekularni (pficné) vazby. Vznikaji takzvané Schiffovy baze. Reakci
s témito popisovanymi aldehydy se ucastni predevsim aminokyseliny lysin a hydroxylysin.

[2]

HN lysyloxidasa, O,, Cu** HN
>*(CH2)3—CH2—NH2 > >7(CH2)3—CH:O
oC oC
\ \ allysin
HN lysyloxidasa, O,, Cu®* HN
>7(CH2)2—(|:H—CH2—NH2 > >7(CH2)2—(|:H——CH=O
OC\ HO OC\ HO

hydroxyallysin

Schéma 13: Vznik allysinu a hydroxyallysinu [2]
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/ \
HN NH
>—(CH2)3—CH:0 + HZN—(CH2)44< —
ocC co
\ /
/ \
HN NH +H, HN NH
— >7(CH2)3—CH=N——(CH2)44< - >*(CH2)3—CH2—NH——(CH2)44<
ocC co -H oc co
\ / ’ \ /

lysinonorleucin

Schéma 14: Reakce allysinu s lysinem [2]

HN NH
>*(CH2)3—CH:O + HZN—CH2~HClZ—-(CH2)24< —_—
OC\ OH /CO
HN NH +H,
o¢C OH co -H,
\ /
HN NH
—_— >*(CH2)3—CH2—NH—CH2—|CH—(CH2)24<
OC\ OH /CO

hydroxylysinonorleucin

Schéma 15: Reakce allysinu s hydroxylysinem [2]
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HN NH
>7(CH2)2—(|:H—CH:O + H2N—CH2—H(l:—(CH2)24< —
OC\ HO OH /CO
HN NH +H,
- >*(CH2)2—CH*CH:N—CHZ—HC—(CH2)24< -
ocC | l -H
HO OH CcO >
HN NH
- (CH,),—CH—-CH,—NH—CH,—HC—(CH,)
2)2 | 2 2 l 22
OC\ OH OH /CO

dihydroxylysinonorleucin

Schéma 16: Reakce hydroxyallysinu s hydroxylysinem [2]

Je vSak moZzna i vz4jemna reakce dvou aldehydickych skupin (aldolovd kondenzace) za

vzniku aldolového zbytku (nenasyceného a nasyceného).

HN/ HN/ H?ZO \NH
2 >7(CH2)3—CH:0 — = >7(CH2)2—C=CH—(CH2)34<
oc -H0 oc co
\ \ /
HN/ HN/ H<l3:0 <|3H NH
2 >7(CH2)3—CH:O — = >7(CH2)2—CH—CH——(CH 2)34<
oc ocC co
\ \ /

Schéma 17: Vzajemna reakce aldehydu (allysinu) [2]
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Aldehydy jsou také latky cCasto pouzivané pro tvorbu pii¢nych kovalentnich vazeb

Vv technické praxi. Reakci aldehydu s aktivnim vodikem vznika reaktivni hydroxylova sku-

pina, ktera reaguje s dalsi skupinou obsahujici aktivni vodik za vzniku methylenového

miustku. [2]

Ri-H + H.C=0 ———>  R;—CH,-OH
Rl*CHZ_OH + R2_H —_— Rl~CH2_R2
-H,0
Napfiklad:
HN HN NH
2 >7(CH2)4—NH2 + R—-CH=O — >*(CH2)4—NH—CH—NH—(CH2)44<
ocC ocC | Co
\ ¢ /
R—CH=0 + HO —— HO——CllH—OH
R
HN HN
>*(CH2)4_NH2 + HO—CI:H—OH —_— >*(CH2)4_NH—?H_OH
oc\ R -H0 oc R
HN NH
>7(CH2)4—NH—C|:H—OH + H2N~(CH2)44< - =
OC\ R /CO -H,0
HN NH

ocC

— >7(CH2)4—NH—(|:H——NH—(CH2)44<

R

CO

Schéma 18: Tvorba pti¢nych vazeb pomoci aldehydu [2]
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Dalsi latky, které je mozné pouzit pro tvorbu piicnych kovalentnich vazeb, jsou izokyanaty

(izokyanatany).

HN
2 >7(CH2)4_NH2 + O=C=N—R—N=C=—0 ——
oc\
HN ﬁ IC|> NH
— >7(CH2)4—NH—C—NH—R—NH—C—NH—(CH2)44<
ocC CO

Schéma 19: Tvorba pii¢nych vazeb pomoci izokyanatu [2]

Jiné latky, které je mozné pouzit pro tvorbu pricnych kovalentnich vazeb, jsou epoxydové

slouceniny.
/
HN
2 >—CH2——OH + H,C—CH—R—HC—CH, —
ocC
\
/
HN \NH
— >*CH2—O—CH2—(|2H—R—(|:H—CH2—O~CH24<
ocC co
OH
\ on /

Schéma 20: Tvorba pfi¢nych vazeb pomoci epoxydové slouceniny [2]

Vicefunkéni chloridy jsou taktéz uvadény jako latky, které je mozné pouzit pro sitovani

keratinu.

Priklad 16 (pokraCovani prikladu 14):
Ethylendichlorid reagoval s roztokem redukovaného keratinu za tvorby bisthioetherovych
pricnych vazeb keratinu. Tento postup tak ptredstavuje zpisob pro piipravu regenerovaného

keratinu a produkti z n€ho. [23]
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/ \
HN NH o
>—CH2—SH HS—CH24< + _\—CI —
oC co
/
/
HN NH
— >7CH2—S——CH2—CH2—S—CH24<
oc co
\

Schéma 21: Tvorba pti¢nych vazeb pomoci ethylendichloridu (dle ptikladu 16) [23]

Priklad 17 (pokracovani ptikladu 15):

Vlastnosti hydrogelu zalozené pouze na vodikovych mustcich nemusi byt pro mnoho ucelt
dostatecn¢ stabilni. K tomu, aby bylo mozné vyrobit skutecné stabilni hydrogel, je potieba
zapracovat do hydrogelu kovalentni mistky. Funkéni skupiny obsazené v aminokyselinach
keratinu poskytuji nastroj pro kovalentni sitovani. Ve vyhodném provedeni je redukovany
keratin o vysoké molekulové hmotnosti (HMWK) poskytovan jako suchy praskovy prekur-
zor. Sitovaci ¢inidlo je v roztoku, ktery se nésledné ptida k praskovému redukovanému
HMWK. Roztok sitovaciho ¢inidla obsahuje alesponn 5 hmot. %, nejlépe cca 10 hmot. %,

sitovaciho Cinidla (vztazeno na redukovany HMWK).

Jako sitovaci ¢inidla pak postup uvadi vicefunkcni karboxylové kyseliny (pfipadné jejich
anhydridy), vicefunk¢ni izokyanaty a vicefunkéni epoxidy.

Jako aminokyseliny ucastnici se tvorby pfi¢nych vazeb (reagujici se sitovacimi €inidly)
pak postup uvadi piedev§im aminokyseliny obsahujici reaktivni merkapto skupinu, hydro-

xylovou skupinu a amino skupinu. [21]

/ \
HN NH o 0
>—CH2—SH HS—CH24< + \\H: :>—\// — =
ocC co HO OH
\ /

Schéma 22: Tvorba pti¢nych vazeb pomoci kyseliny tereftalové (dle piikladu 17) [21]
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Dalsi reak¢ni schémata uvedena v tomto postupu odpovidaji schématim 19 a 20 popsanym
vyse, jen s tim detailem, ze reagujicimi aminokyselinovymi skupinami jsou merkapto sku-

piny, hydroxylové skupiny a amino skupiny. [21]

1.6 Keratin jako vedlejSi produkt

Natizeni (ES) ¢. 1774/2002 Evropského parlamentu a Rady ze dne 3. fijna 2002 o hygie-
nickych pravidlech pro vedlejsi produkty Zivocisného pivodu, které nejsou uréeny pro lid-

skou spotiebu.

Toto nafizeni stanovi opatieni, ktera maji byt provedena pro zpracovani vedlejsich produk-
tl zivoc¢isného pivodu.

Vedlejsi produkty zivoc¢isného ptivodu jsou definovany jako cela téla, ¢asti tél zvirat nebo
produkty zivoé¢isného ptivodu, které nejsou uréeny pro lidskou spotiebu. Tyto materialy
jsou pak odstranény nebo zpracovany a opétovné pouzity v mnoha riznych odvétvich

(kosmeticky priimysl, farmaceuticky primysl a jiné technické tcely).
Toto nafizeni stanovi pravidla pro:

e sbér, pfepravu, skladovani, manipulaci, zpracovani, vyuZziti nebo neSkodné odstra-

néni vedlejsich produktd zivoc¢isného ptivodu

e uvadeéni na trh a v n€kterych zvlastnich pfipadech vyvoz a tranzit vedlejsich produk-

tt zivocisného ptivodu a vyrobkl z nich
Tato smérnice rozdéluje vedlejsi produkty Zivo€isného piivodu do ti kategorii. Zjednodu-
Sen¢ lze fici, ze do prvnich dvou kategorii spada material, ktery predstavuje zdravotni rizi-
ko (napt. BSE) a riziko pro Zivotni prostfedi. Tento material musi byt likvidovan pfevazné
piimym spalovanim (pii pfedepsanych podminkéch, jako je teplota, mnozstvi kysliku a

dalsi podminky) nebo jinymi ptedepsanymi zplsoby.

Do tieti kategorie spada material ze zdravych zvitat, ktery vSak neni ur€en k ptimé lidské
spotiebé. Do této treti kategorie pak patii také keratin, tedy material, ktery je pfedmétem
této prace. Kategorie 3 zahrnuje naptiklad nasledujici vedlejsi produkty zivocisSného plivo-

du:
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e (asti porazenych zvifat, které jsou vhodné k lidské spotiebé, ale nejsou urceny k

lidské spotiebé z obchodnich divodi

e (asti porazenych zvifat, které jsou odmitnuty jako nevhodné k lidské spotiebé, ale

nejsou ovlivnény zadnou nemoci

e kuze, kozky, kopyta, paznehty, rohy, praseci Stétiny a pefi pochazejici ze zvitat po-

razenych na jatkach, ktera byla prohlaSena za vhodna k lidské spotiebé a prochaze-

jici vySetienim pied porazkou

S vyjimkou kuchynského odpadu musi byt vedlejsi produkty Zivoc¢isného ptivodu kategorie

3 shromazd’ovany a znaceny. Manipulace a skladovani materialu kategorie 3 musi probihat

ve schvalenych zatizenich pro tuto kategorii. Zpracovatelska zafizeni kategorie 3 musi byt

predmétem schvaleni ze strany piislusného organu. [24]

Jako dalsi legislativni vymezeni (zakony, nafizeni a vyhlasky) pro likvidaci odpadi zivo-

¢isného plivodu a jejich vyuziti je mozné jmenovat:

e Zakon 185/2001 Sb., o odpadech, ve znéni zékona ¢. 106/2005 Sb.
e Vyhlaska ¢. 381/2001 — Katalog odpadii

e Vyhlaska ¢. 383/2001, o podrobnostech pro nakladani s odpady [25]

Vedlejsi produkty zivoc¢isného plivodu zahrnuji velké mnozstvi keratinu. Naptiklad pefi

predstavuje témét 8,5 % z celkové hmotnosti kufete a kazdy rok je tohoto odpadu vypro-

dukovano kolem 1 044 000 tun v USA a 750 000 tun v EU. [17]

Tabulka 6: Piehled vedlejsich produktt zivo¢isného ptivodu (* peti) [17]

Zvitata | Pevny odpad | Pevny odpad
(kg / zvite) | (% z télesné vahy)
Skot 83,0 24,0
Ovce |24 12,0
Drubez | 0,2* 8,5*
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II. PRAKTICKA CAST
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2 CILE APOSTUPY PRAKTICKE CASTI

Cilem experimentalni ¢asti bylo pfipravit keratinovy hydrolyzat alkalicko-enzymovym roz-
kladem biologického materialu ve vétsim neZ laboratornim mnozstvi. Tim tak prakticky
ovérit tento technologicky postup na takzvané Ctvrt provozni Sarzi a také tim ziskat dosta-

te¢né mnozstvi keratinového hydrolyzatu pro dalsi experimenty.

Dalsim cilem bylo pokusit se pfipravit z tohoto ziskaného hydrolyzatu material, ktery by
m¢él vhodné fyzikalni a chemické vlastnosti. Zvolenym postupem k dosazeni tohoto cile
byla reakce keratinovych fetézct S riznymi Cinidly. Tato ¢inidla mohou jednak tvotit me-
zimolekularni (pti¢né) vazby makromolekul nebo pouze modifikuji jejich vlastnosti jako

takzvané zmeékcovadlo.

2.1 Priprava keratinového hydrolyzatu

Byla pouzita metoda 2 - fazového rozkladu. V 1. fazi byl biologicky material podroben
alkalické hydrolyze, ve 2. fazi byl pak biologicky material podroben enzymové hydrolyze.
Jako biologicky material byla v jednom experimentu pouzita vina. Ve druhém experimen-

tu, ktery probihal za totoznych podminek, bylo pro srovnani pouZito pefi.

V experimentu byly pouZity dva enzymy:

Pro odtuénéni biologického materialu byl pouzit enzym Lipex 100 T. Lipex je lipaza pro-
dukovana submerzni fermentaci geneticky modifikovaného kmene Aspergillus. Lipex $tépi
tuky a oleje rozst€penim esterovych vazeb. Enzym Lipex 100 T je komeréné vyrabény fir-

mou Novozymes. [18]

Pro enzymovou hydrolyzu byl pouzit enzym Savinase 6.0 T. Savinase 6.0 T je proteinaza
produkovana submerzni fermentaci mikroorganismu Bacillus. Je to serinovy typ proteinazy
charakterizovany vybornou G¢innosti pii vyssi teploté a vysokém (alkalickém) pH. Pouziva
se k odstranéni skvrn bilkovinného charakteru a to predevsim v pracich prostiedcich. En-

zym Savinase 6.0 T je komeréné€ vyrabény enzym firmou Novozymes. [26]
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Biologicky material

l

Pteduprava (prani, odtu¢néni, suseni, mleti)

l

1. faze rozkladu — alkalicka hydrolyza

¥

Uprava pH

¥

2. faze rozkladu — enzymova hydrolyza

|
l Filtrace l

Kapalna faze Tuha faze
ZahuStovani a suseni SuSeni
Keratinovy hydrolyzat Nerozlozeny podil

Obr. 7: Schéma pfipravy keratinového hydrolyzatu alkalicko-enzymovym rozkladem

Surovy biologicky materidl byl nejdfive zbaven viditelnych necistot a propran ve vode.
Dale byl tento material enzymové odtuénén piidanim 10 % (na vahu surového materialu)
enzymu Lipex 100 T. Nadoba se smési byla udrzovana na teploté cca 40 °C po dobu 24
hodin. Béhem této doby bylo obsahem obcas zamichano. Po odtu¢néni byl surovy material
propran vodou a vysusen. Vysusena vina byla pomleta na nozovém mlyn¢ na malé kousky.
Pro experiment, kdy bylo jako vychozi material pouzito pefi, bylo od mleti upusténo, pro-

toze tento vychozi material byl velmi drobny.
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1. faze (ptedzpracovani): 1000 g surového materidlu (viny nebo pefi) bylo smichano s
15000 ml 0,6 % KOH (to ptedstavuje 0,107 M roztok hydroxidu nebo také jinak 0,09 g
hydroxidu na 1 g biologického materialu). Tato smés byla vyhtata na 90 °C a na této teplo-

té udrzovana 48 hodin, pfic¢emz Vv pribehu prvnich 6 hodin byla ob¢as promichana.

2. faze (enzymova hydrolyza): pH smési bylo upraveno na hodnotu 9,0 = 0,1 pfidanim
HCI. Do této smési bylo dale piidano 5 % (vztazeno na hmotnost biologického materialu)
enzymu Savinase 6.0 T. Tato smés byla vyhiata na 60 °C a na této teploté¢ udrzovana 24

hodin, pfi¢emz Vv prab&hu prvnich 6 hodin byla obcas promichana.

V dalsi fazi byla smés vyhtata na 95 °C a na této teploté udrzovéna po dobu 10 min, aby
doslo k inaktivaci enzymu. Nasledné byla smés filtrovana na bavinénych tkaninach o rizné
propustnosti. Zachyceny (nerozlozeny) podil byl vysuSen v komorové susarné pii teploté
80 °C za vakua a nasledné zvazen pro vypocet ucinnosti alkalicko-enzymové hydrolyzy.
Ziskany roztok keratinového hydrolyzatu byl zahuStén a vysuSen na nerezovém plechu
vV komorové susarné pti teploté¢ 80 °C za vakua. Ziskany suchy keratinovy hydrolyzat byl

rozdrcen v tfeci misce na jemny prasek.

2.2 Priprava keratinového hydrolyzatu bez ohievu smési

Vyse popsany technologicky postup piipravy keratinového hydrolyzatu je znacné energe-
ticky naro¢ny. Je sice mozné pouzit o néco mirngjsi teploty a kratsi reakéni Casy (popsano
v ¢asti 1.5.2), ale energeticka naro¢nost je vzdy znac¢na. Cilem tohoto experimentu tak bylo

ziskat odpovéd’ na otazku, je-li moZné nahradit dodané teplo delSim reakénim casem.

1. faze (predzpracovéni): 100 g odtu¢néné, suché a pomleté viny (postup predipravy je
popsan vyse) bylo smichano s 1500 ml 0,6 % KOH (to ptedstavuje 0,107 M roztok hydro-
xidu nebo také jinak 0,09 g hydroxidu na 1 g biologického materidlu). Tato smés byla po-

nechana pii bézné pokojové teploté cca 20 °C — 30 °C po dobu 10 dnii a ob¢as promichana.

2. faze (enzymova hydrolyza): pH smési bylo upraveno na hodnotu 9,0 + 0,1 pfidanim
HCI. Do této smési bylo dale ptidano 5% (vztazeno na hmotnost biologického materialu)
enzymu Savinase 6.0 T. Tato smés byla ponechana pfi pokojové teploté cca 20 °C — 30 °C

po dobu 10 dni a ob¢as promichana.
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Nasledn¢ byla smés filtrovana na bavinénych tkaninadch o rtzné propustnosti. Zachyceny
(nerozlozeny) podil byl vysusen v komorové susarné pii teplot¢ 80 °C za vakua a zvazen
pro vypocet ucinnosti alkalicko-enzymové hydrolyzy. Po zvazeni byl nerozlozeny zbytek
vracen zpét do roztoku hydrolyzatu (ze kterého byl predtim zfiltrovan). Ziskana smés byla
op¢t ponechana pii pokojové teploté po dobu 10 dnli a ob¢as promichana. Po uplynuti této
doby bylo vSe opét zfiltrovano a zvazen zachyceny pevny podil. Nasledovalo opét vraceni
nerozlozeného podilu do roztoku, dalsi 10 denni hydrolyza za pokojové teploty, filtrace a

zvazeni nerozlozeného podilu.

2.3 Rozpustnost keratinového hydrolyzatu

Pro reakce keratinového hydrolyzatu s chemickymi ¢inidly, ktera by byla schopna tvotit
mezimolekularni kovalentni vazby je nutné nalezeni vhodného spoleéného rozpoustédla.
Keratinovy hydrolyzat (ziskany z viny postupem popsanym v kapitole 2.1) byl postupné
smichan s riznymi rozpoustédly. V experimentu pak byla pouzita tato rozpoustédla: voda,
methanol, ethanol, isopropylalkohol, isoamylalkohol, aceton, toluen, xylen, octan ethylna-
ty, ethylether, 2-methoxyethanol, N,N-dimethylformamid, triethylamin, monochlorbenzen,
dichlorethan, N-methylpyrrolidon a kyselina octova (99 %). Rozpustnost keratinového hyd-

rolyzétu v téchto rozpoustédlech byla vyhodnocena vizualnim pozorovanim.

2.4 Dialyza keratinového hydrolyzatu

Ziskany hydrolyzat obsahuje velké mnozstvi nezadoucich piimési jako naptiklad draselné
soli, jejichz podil se zvySuje se zvysujici se koncentraci pouzitého hydroxidu pti hydrolyze.
Cilem nasledujiciho postupu bylo pokusit se sniZit obsah téchto nezddoucich nizkomoleku-
larnich pfimési. PouZitym analytickym postupem pro zjiSténi mnozZstvi té€chto primési pak

bylo stanoveni obsahu popela.

50 g keratinového hydrolyzatu ziskaného z viny postupem popsanym v kapitole 2.1 bylo
rozpusténo v 500 ml destilované vody. Tento roztok byl nasledné dialyzovan pies celuld-
zovou membranu o propustnosti 12 kDa proti destilované vodé. Dialyza probihala pii po-
kojové teploté po dobu 72 hodin, pficemz voda byla ménéna vzdy po 24 hodinach. Roztok
keratinového hydrolyzatu po dialyze byl nasledn¢ zahustén a vysusen na nerezovém plechu
v komorové susarné pii teploté¢ 80 °C za vakua. Ziskany suchy keratinovy hydrolyzat byl

rozdrcen v tfeci misce na jemny prasek.
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Takto ziskany hydrolyzat byl nasledné podroben zkouSce na stanoveni obsahu popela. Pro
porovnani byl stejné zkousce podroben nedialyzovany hydrolyzat (ziskany z viny postupem

popsanym v kapitole 2.1).

Na stanoveni popela byl pouzit vzdy 1 g vysuseného keratinového hydrolyzatu (odvazené-
ho na analytickych vahach s piesnosti na + 0,0001 g). Tento hydrolyzat byl spalovan po
dobu 30 minut. Poté byl zihan v muflové peci pti teplot¢ 700 + 2 °C 4 hodiny. Stanoveni
bylo provedeno pro kazdy vzorek vzdy dvakrat a vysledna hodnota byla ziskana z praiméru

téchto hodnot. Mnozstvi popelovin (mp) bylo vypocitano podle vztahu:

MM o0
m3

My, [%] =

m; ... hmotnost zihaciho kelimku vetné vzorku po vyzihani (g)
M5 ... hmotnost Zihaciho kelimku (g)

M3 ... navazka hydrolyzatu (g)

2.5 Priprava folii z keratinového hydrolyzatu

Cilem experimentu bylo pokusit se piipravit ze ziskaného hydrolyzatu material ve formé
folie, ktery by mél vhodné fyzikalni a chemické vlastnosti. Pro experiment byl pouzit suchy

praskovy hydrolyzat ziskany z postupu popsaného v kapitole 2.1.

Zvolenym postupem k dosaZeni tohoto cile byla reakce keratinovych fetézci (obsazenych
V hydrolyzatu) s riznymi cCinidly. Pouzita ¢inidla maji potencial tvorit mezimolekularni

kovalentni (pfi¢né) vazby nebo mohou pusobit jako zmék&ovadlo (glycerol).

V experimentu byla pouzita tato chemické ¢inidla:

Glyoxal, chemicky nazev ethandial. CAS 107-22-2. Bezbarva az zluta kapalina. Molarni
hmotnost 58,04 g/mol. Bod varu 103,6 °C. Hustota 1,27 g/cm®. Je misitelny s vodou. Zdra-
vi skodliva latka (zejména pti vdechovani a pfi poziti), drazdi oci a kizi. Nebezpeci vazné-

ho poskozeni o¢i, nebezpeci nevratnych ucinku. Latka je mutagen 3. kategorie. [27]
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Dialdehyd $krobu, neboli polymeric dialdehyde. CAS 9047-50-1. Bily prasek. Molarni
hmotnost 188,22 g/mol. Hustota 1,065g/cm®. Vznik4 oxidaci $krobu. [28]

HO

H.C o)
3 \

CHj
4%

Epichlorhydrin, chemicky nazev 1-chlor-2,3-epoxypropan. CAS 106-89-8. Bezbarva ka-
palina. Molarni hmotnost 92,52 g/mol. Bod varu 117,9 °C. Hustota 1,181 g/cm®. Je misi-

telny s vodou. Reaktivni latka s toxickymi a karcinogennimi G¢inky. [27]

O

A

1,2-dichlorethan, také ethylendichlorid. CAS 107-06-2. Bezbarva kapalina specifického
aroma. Molarni hmotnost 98,96 g/mol. Bod varu 84,1 °C. Hustota 1,253 g/cm?®. Je §patng
misitelny s vodou (0,87 g/100 ml pii 20 °C) a dobie misitelny s vétSinou organickych roz-

poustédel. Latka s toxickymi a karcinogennimi G¢inky. [27]

cl \/\ Cl

Glycerol, také glycerin, chemicky nazev propan-1,2,3-triol. CAS 56-81-5. Bezbarva vis-
koézni kapalina. Molarni hmotnost 92,09 g/mol. Bod varu 290 °C. Hustota 1,26 glcm3. Mi-
sitelny s vodou. [27]

HO

HO\)\/OH
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8 g keratinového hydrolyzatu (ziskaného z viny postupem popsanym v kapitole 2.1) bylo
vzdy rozpusténo ve 40 ml destilované vody. Do takto ptipravenych roztokt bylo nasledné
ptidano 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu (vztaZeno na hmotnost suchého hydro-

lyzatu) jako zmé&kéovadla.

8 g keratinového hydrolyzatu (ziskaného z viny postupem popsanym v kapitole 2.1) bylo
vzdy rozpusténo ve 40 ml destilované vody. Do téchto roztokt bylo pfidano vzdy 10 %
(vztaZzeno na hmotnost suchého hydrolyzatu) reakéniho ¢inidla. Takto byly pfipraveny roz-
toky obsahujici 10 % glyoxalu, 10 % dialdehydu skrobu a 10 % epichlorhydrinu. Nasledné
bylo upraveno pH téchto roztokt na hodnotu 9 — 10 piidanim NaOH. Roztoky hydrolyzatu
s reak¢énimi Cinidly byly vyhtaty na 60 °C — 70 °C a na této teploté udrzovany po dobu cca
30 min s obéasnym promichanim. Pribézné bylo také kontrolovano pH reakénich roztoki a
udrzovano na minimalni hodnoté pH 9 ptipadnym pfidanim NaOH. Poté byl do roztoki
pfidan glycerol jako zmékcovadlo. Glycerol byl pfidan tak, aby vzdy jeden roztok s jednim
pouzitym reakénim ¢inidlem obsahoval 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu (vztaze-

no na hmotnost suchého hydrolyzatu).

Podobnym postupem byl ptipraven roztok (8 g hydrolyzatu ve 40 ml destilované vody) s
obsahem 10 % glyoxalu (na hmotnost hydrolyzatu) jako reakéniho ¢inidla. Pfidanim NaOH
bylo pH udrzovano v rozmezi 9 — 10. Misto reak¢ni teploty 60 °C — 70 °C udrzované po
dobu cca 30 min probihala vSak reakce v tomto experimentu za mirného refluxu roztoku

udrzovaného po dobu cca 60 minut. Nasledovalo ptidani 30 % glycerolu.

V dalsim experimentu byl opét pfipraven roztok obsahujici 8 g keratinového hydrolyzatu
ve 40 ml destilované vody. K tomuto bylo pfidano 10 % glyoxalu (vztazeno na hmotnost
suchého hydrolyzatu) smichaného predem s 5 ml destilované vody a 1 g pyrosifi¢itanu
sodného. Roztok byl vyhiat na teplotu 60 °C — 70 °C a na této teploté udrzovan po dobu
cca 30 min. Poté bylo ptidano 30 % glycerolu.

V dal$im postupu byly piipraveny roztoky (8 g hydrolyzatu ve 40 ml destilované vody).

K témto roztokiim bylo nésledné ptidano zvySené mnozstvi reak¢nich ¢inidel. Konkrétné
20 % glyoxalu, 20 % dialdehydu skrobu nebo 20 % epichlorhydrinu (vztazeno na hmotnost
hydrolyzatu). Pfidanim NaOH bylo pH udrzovano v rozmezi 9 — 10. Reak¢ni roztoky byly
vyhtaty na 60 °C — 70 °C a na této teploté udrzovany po dobu cca 30 min. K témto rozto-

ktm bylo ptidano vzdy 30 % glycerolu jako zmékcovadla.
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Takto ptipraveny material (ze vSech popsanych reakénich postupt)byl poté vzdy nalit do
silikonovych forem a susen v susarné pii teploté cca 50 °C po dobu piiblizné 24 hodin.

Nasledné byly odlité folie dosuSeny pii pokojové teploté po dobu cca 72 hodin.
Cilem vsech vyse postupti bylo pokusit se vytvofit intermolekularni kovalentni vazby. Tedy
vazby mezi keratinovymi makromolekularnimi fetézci a pouzitymi reak¢énimi ¢inidly podle

nasledujicich schémat:

\ /
co ocC
R4< >—R
NH, OH nebo |l:(CHO)2 x 2 NaHSO, x Hzo:ﬂ ITIH HN
4 R4< + o= \_-0 . (|ZH——HC
co )
20 NH NH
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Schéma 23: Sitovani keratinu glyoxalem
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Schéma 24: Sitovani keratinu dialdehydem skrobu
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Schéma 25: Sit'ovani keratinu epichlorhydrinem
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V dal$im postupu bylo 8 g keratinového hydrolyzatu (ziskaného z viny postupem popsa-
nym v kapitole 2.1) rozpusténo ve 40 ml destilované vody. Do tohoto roztoku bylo ptidano
10 % (vztaZzeno na hmotnost suchého hydrolyzatu) glyoxalu. Nésledné bylo upraveno pH
roztoku na hodnotu 9 — 10 ptfidanim NaOH. Roztok hydrolyzatu s reak¢énim Cinidlem byl
vyhiat na 60 °C — 70 °C a na této teploté udrzovan po dobu cca 60 min s ob¢asnym promi-
chanim. Pribézn¢ bylo také kontrolovano pH reakéniho roztoku a udrzovano v alkalické
oblasti pfipadnym piidanim NaOH. Spotfeba NaOH byla vSak regulovana tak, aby po
uplynuti reakéni doby bylo pH roztoku jen pouze mirné alkalické az neutralni. Do takto
ptipravené reak¢ni smési bylo nasledné ptidano 30 % (vztaZzeno na hmotnost suchého hyd-
rolyzatu) 1,2-dichlorethanu. Reak¢ni smés byla vyhtata na 60 °C — 70 °C a na této teploté
udrzovan po dobu cca 60 min s obéasnym promichanim. Poté bylo do tohoto roztoku pfi-
dano 30 % (vztazeno na hmotnost suché¢ho hydrolyzatu) glycerolu jako zmékcovadla. Tak-
to pripraveny material byl nalit do silikonové formy a suSen v susarn¢ pii teploté cca 50 °C
po dobu pfiblizné 24 hodin. Nasledn¢ byla odlita folie dosusena pii pokojové teploté po
dobu cca 72 hodin.

Cilem tohoto postupu bylo pokusit se vytvofit jiz vySe popsané intermolekularni vazby
reakci aldehydu s aminoskupinami keratinovych fetézcti. Dale pak pokusit se vytvotit dalsi
pii¢né vazby reakci dichlorethanu a karboxylovych skupin (jejich draselnych soli) kerati-

novych fetézcl podle nasledujiciho schématu:
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Schéma 26: Sitovani keratinu glyoxalem a 1,2-dichlorethanem
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Metodou hodnotici uspésnost vSech vyse popsanych postupi byla jednak vizualni kontrola
a dale zkouska rozpustnosti pfipravenych keratinovych filmt ve vodé. Vyse popsané reakce
by mély vytvotit pevné kovalentni vazby mezi fetézci a tim tedy dodat zhotovenym filmim

jistou odolnost vuéi vode.

2.6 Priprava folii z keratinového hydrolyzatu s tepelnou expozici

Shodnym postupem, jako jiz vySe popsano, byly piipraveny folie obsahujici 10 % glyoxalu,
10 % dialdehydu $krobu, 10 % epichlorhydrinu a vzdy 30 % glycerolu jako zmékcovadla.
Folie byly ptipraveny pii pH 9 — 10 a reakéni teploté 60 °C — 70 °C udrzované po dobu cca
30 min (postupy jsou detailn¢ popsany v ¢asti 2.5).

VSechny takto ptipravené (vysusené) folie byly nasledné vyhfaty na teplotu 80 °C
v komorové susarné a na této teploté udrzovany po dobu 20 hodin. Cilem bylo zjistit, jestli
toto nasledné tepelné ptisobeni na folie pfispéje ke zlepseni jejich vlastnosti jako dusledku
vys$$i miry pti€ného sitovani. Folie byly hodnoceny vizudlné a také podrobeny zkousce

rozpustnosti ve vode¢.

2.7 Méreni keratinovych folii pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Byla pftipravena folie bez obsahu reak¢niho ¢inidla obsahujici 30 % glycerolu. Dale byly
ptipraveny folie obsahujici 10 % glyoxalu, 10 % dialdehydu skrobu, 10 % epichlorhydrinu
a vzdy 30 % glycerolu jako zmékéovadla. Folie byly ptipraveny pii pH 9 — 10 a reakéni
teploté 60 °C — 70 °C udrZované po dobu cca 30 min. Dale byla pfipravena folie obsahujici
10 % glyoxalu, 30 % 1,2-dichlorethanu a 30 % glycerolu (postupy jsou detailné popsany

v &asti 2.5).

Vsechny tyto zhotovené (vysusené) folie byly nasledné analyzovany metodou diferen¢ni
skenovaci kalorimetrie (DSC). Méfeni bylo provedeno v rozsahu 25 °C — 300 °C, rychlosti
ohfevu 10 °C/min, v inertni dusikové atmosféfe. Cilem experimentu bylo pokusit se ziskat
pomoci této analytické metody odpoveéd’ na otdzku, zda nedochdzi k pticnému sitovani az

nasledné, tedy za vySSich teplot.
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2.8 Meéreni keratinovych folii pomoci infracervené spektroskopie s

Fourierovou transformaci

Byla pfipravena folie bez obsahu reakéniho ¢inidla obsahujici 30 % glycerolu. Dale byly
pfipraveny folie obsahujici 10 % glyoxalu, 10 % dialdehydu Skrobu, 10 % epichlorhydrinu
a vzdy 30 % glycerolu jako zmékcéovadla. Folie byly pfipraveny pii pH 9 — 10 a reakéni
teploté 60 °C — 70 °C udrzované po dobu cca 30 min. Déle byla ptipravena folie obsahujici
10 % glyoxalu, 30 % 1,2-dichlorethanu a 30 % glycerolu (postupy jsou detailné popsany v
casti 2.5).

Vsechny tyto zhotovené (vysuSené) folie byly nasledné analyzovany pomoci infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Cilem tohoto experimentu bylo pokusit
se zjistit jak vysoky je vyskyt zainteresovanych funk¢nich skupin ve chvili, kdy jiz mély

prob&hnout vyse popsané reakce.
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3 VYSLEDKY EXPERIMENTU

3.1 Vysledky pripravy keratinovych hydrolyzati

Z hydrolyzy 1000 g viny zbstalo 204 g nerozlozeného podilu. Uginnost alkalicko-
enzymové hydrolyzy (dle postupu popsaného v ¢asti 2.1) dosahla tedy 79,6 %.

VysuSeného hydrolyzatu bylo ziskano 740 g. Teoreticky vytézek je 796 g + 90 g = 886 g.
Rozdil mezi teoretickym a skute¢nym mnozstvim ziskaného suchého hydrolyzatu byl zpi-

soben jednak vodou obsazenou ve vin¢ a také ztratami pii zpracovani.

Ziskany material z hydrolyzy viny ma Zluto-hnédou barvu, je bez zépachu nebo i da se fici

mirné pfijemného aroma.

Jako nejvice problematickou operaci pii zpracovani tohoto vét§iho mnozstvi viny se jedno-
znacn¢ ukézala filtrace hydrolyzatu. Nerozlozeny podil tvofi velmi mazlavou hmotu, ktera
zands$i filtracni material. Hydrolyzat musel byt postupné filtrovan pies dva druhy tkaniny.
Nejprve byla pouzita tkanina S vétsi a nasledné tkanina s mensi propustnosti. Filtrace mu-
sela byt pferusovana a filtracni tkaniny musely byt v pribchu filtracniho procesu cistény.
Jednim z vysledkl experimentu je tedy 1 poznatek, Ze popsany technologicky postup nutné
vyzaduje dostatecné velkou filtra¢ni plochu. Jako technologicky vyhodné&jsi postup se pro
tuto izolaci zda byt odstied’'ovani (opét s dostatecné velkou filtra¢ni plochou) nez podtla-

kova nebo pretlakova filtrace.

Pefi podlehlo stejné hydrolyze 0 poznani snadnéji a rozlozilo se skoro vSechno.
Z hydrolyzy 1000 g peti (dle postupu popsaného v ¢asti 2.1) zastalo pouhych 30 g pevného
nerozlozeného podilu. Uinnost vyse popsané alkalicko-enzymové hydrolyzy tak dosahla

97 %.
Ziskany materidl z pefi je vSak materidlem dosti nepfijemného zapachu coz miiZze byt i na
piekazku pro jeho vyuziti. Veskera manipulace pii hydrolyze je z tohoto divodu taktéz

zna¢n€ nepiijemna.
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Obr. 8: Pomleta vlna

Obr. 9: Roztok keratinového hydrolyzatu ziskany z viny
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Obr. 10: Suchy keratinovy hydrolyzat ziskany z viny

3.2 Vysledky pripravy keratinového hydrolyzatu bez ohfevu smési

Z hydrolyzy 100 g viny alkalicko-enzymovym postupem bez ohfevu smési (tedy jen pfi

pokojové teploté dle postupu popsaného v kapitole 2.2) zustalo:

Po deseti dnech alkalické hydrolyzy a nasledujicich deseti dnech enzymové hydrolyzy 68 g

nerozlozeného podilu. Uinnost tedy dosahla 32 %. Po dalsich deseti dnech enzymové hyd-

rolyzy za pokojové teploty bylo mnozstvi nerozlozeného podilu 53 g. To znamena ucinnost

47 %. Po nasledujicich 10 dnech ¢inil pevny podil 45 g. Tedy G¢innost 55 %.

Tabulka 7: Vysledky ptipravy keratinového hydrolyzatu bez ohfevu smési

Po 20 dnech | Po 30 dnech | Po 40 dnech
Nerozlozeny podil [g] 68 53 45
Utinnost hydrolyzy [%] 32 47 55

Z vysledku je patrné, Ze Casovy faktor ma zna¢ny Vvliv na popsanou alkalicko-enzymovou

hydrolyzu. Dostate¢né dlouhy reakéni ¢as by tedy do jisté miry mohl nahradit mnozstvi

potiebné energie.
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3.3 Vysledky rozpustnosti keratinového hydrolyzatu

Rozpustnost keratinového hydrolyzatu byla hodnocena vizualnim pozorovanim (postup

popsan v Casti 2.3).

V rozpoustédlech methanol, ethanol, isopropylalkohol, isoamylalkohol, aceton, toluen,
octan ethylnaty, Xylen, ethylether, 2-methoxyethanol, N,N-dimethylformamid, triethylamin,
monochlorbenzen, 1,2-dichlorethan a N-methylpyrrolidon je rozpustnost keratinového hyd-

rolyzétu Spatna a hydrolyzat je v téchto rozpoustédlech v podstaté nerozpustny.

Kyselina octova (0 obsahu 99 %) je pak vyrazné lep$im rozpoustédlem hydrolyzatu, coz by
mohlo pfedstavovat moznost pro piipadné reakce s anhydridy kyselin. To tedy i znamena
teoretickou moznost tvorby pfi¢nych kovalentnich vazeb pomoci vicefunkénich anhydridi

kyselin.

Da se tedy fici, Ze jediné nalezené dobré rozpoustédlo je tak voda. Je to poznatek velmi
negativni a omezujici z pohledu moznych reakci hydrolyzatu s chemickymi c¢inidly. Pro
nasledné chemické reakce je zapotiebi pouziti vhodného spole¢ného rozpoustédla pro kera-
tinovy hydrolyzat i pro pouzité chemické ¢inidlo. Voda jako jediné vhodné rozpoustédlo
hydrolyzatu je vSak v mnoha piipadech zaroven nevhodnym rozpoustédlem pro ptipadna
¢inidla. Tato bud’ ve vodé nejsou rozpustna, nebo naopak s vodou piednostné reaguji. Voda
je tak nevhodné rozpoustédlo pro takova potenciadlni Cinidla jako naptiklad izokyanaty,

epoxidy, estery a dalsi.

3.4 Vysledky dialyzy keratinového hydrolyzatu

Vysledky analyzy na obsah popelovin z nedialyzovaného hydrolyzatu (postup popsan

Vv Casti 2.4) vykazuji znaéné hodnoty nezddoucich ptimési.

Nedialyzovany keratinovy hydrolyzat obsahoval 20,89 % popela.

Vysledky analyzy na obsah popelovin z dialyzovaného hydrolyzatu vykazuji pak hodnoty
daleko mirné;si.

Dialyzovany keratinovy hydrolyzat obsahoval 5,4 % popela.
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3.5 Vysledky pripravy folii z keratinového hydrolyzatu

Byly pripraveny tyto folie z keratinového hydrolyzatu (postup je popsan v ¢asti 2.5):

Folie bez sitovadla o obsahu 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu.

Folie s 10 % glyoxalu o obsahu 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu.

Folie s 10 % dialdehydu skrobu 0 obsahu 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu.
Folie s 10 % epichlorhydrinu o obsahu 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu.

Folie s 10 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu, ptipravena za refluxu reakéniho roztoku.
Folie s 10 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu, za pouziti pyrosifi¢itanu sodného.

Folie s 20 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu.

Folie s 20 % dialdehydu Skrobu 0 obsahu 30 % glycerolu.

Folie s 20 % epichlorhydrinu o obsahu 30 % glycerolu.

Folie s 10 % glyoxalu a 30 % 1,2-dichlorethanu o obsahu 30 % glycerolu.

VSechny pfipravené folie mély rozméry cca 12 cm x 7 cm x 1 mm. Barva folii byla jednak

hnéda (dalo by se fici medoveé hnédd) a umoznovala i ¢astecny prichod svétla. Svétlejsich

odstini hnédé byly folie neobsahujici zadné sit'ujici ¢inidlo a folie obsahujici dialdehyd

Skrobu. Tmavsich odstinii hnédé (az velmi tmavé) pak byly folie obsahujici glyoxal. Folie

s obsahem epichlorhydrinu byly svétle zluté barvy umoznujici ¢aste¢ny prichod svétla.
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Obr. 12: Vlevo folie s 10 % dialdehydu $krobu a 30 % glycerolu, vpravo folie s 10 %

epichlorhydrinu a 30 % glycerolu
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Vsechny folie obsahujici 10 % glycerolu jako zmékcovadla byly velmi kiehké, z formy se

nedaly vyjmout a pii manipulaci doslo k destrukci folie na velmi malé ¢asti.

VSechny folie obsahujici 20 % glycerolu byly také dosti kiehké, z formy Sly vyjmout a pfi
manipulaci se rozpadaly vétSinou na dvé ¢asti. D4 se vsak fici, ze v prubéhu jejich starnuti

se jejich ohebnost zvySovala a stavaly se tak casem pomérné plastické.

Vsechny folie obsahujici 40 % glycerolu Spatné vysychaly a tak i po dlouhé dob¢ vysychani

pfipominaly spiSe vysoce viskozni kapalinu.

Nejlepsiho vysledku dosahly folie s obsahem 25 % a 30 % glycerolu jako zmékcovadla.
Vsechny tyto folie byly velmi ohebné. Bylo mozné s nimi opakované manipulovat a opa-
kovan¢ je namahat ohybem, aniz by dochazelo k jejich poskozeni. Taktéz bylo mozné tyto
folie namahat mirnym tahem v rukou, aniz by dochazelo K jejich pietrzeni. Povrch folii
s obsahem 30 % zmékcovadla byl vSak s pfibyvajicim Casem ¢astecné lepivy. Tato jejich
vlastnost se projevovala spise za vyssich teplot, kdy dochazelo k ¢asteénému pfilepeni folii
k podlozZce. Folie s obsahem 25 % zmékcovadla byly pak zpocatku kiehéi, s Casem se vSak

stavaly velmi ohebné a jejich povrch pak vykazoval minimalni lepivost.

Obr. 13: Folie s 30 % glycerolu jako zmékcovadla v ohybu
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Zajimavou vlastnosti keratinovych folii je jejich zna¢na adhese k riznym materidlim a
schopnost tak tvorit jejich pevné povlaky. Pro odlévani folii byly pouzity pruzné silikonové
formy, ze kterych Sly folie dobie vyjmout. Pii odlévani folii do skla (petriho misky) a také
do nerezové formy meély keratinové filmy k pouzitym formam znac¢nou adhesi. Vyjmout

nesly a bylo tak nutné je zna¢nou silou z forem v podstaté vysekat ostrym nastrojem.

Vsechny zhotovené folie byly podrobeny zkouSce rozpustnosti ve vodé. Vzdy cela folie
byla ponoifena do kadinky s vodou o pokojové teploté. Této zkousce byly tedy podrobeny

tyto pripravené keratinové folie:

Folie bez sitovadla o0 obsahu 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu. Folie s 10 % gly-
oxalu o obsahu 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu. Folie s 10 % dialdehydu Skrobu
0 obsahu 10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu. Folie s 10 % epichlorhydrinu o obsahu
10 %, 20 %, 25 %, 30 % a 40 % glycerolu. Folie s 10 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu
pfipravena za refluxu reak¢niho roztoku. Folie s 10 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu
ptipravena za pouziti pyrosifi¢itanu sodného. Folie s 20 % glyoxalu o obsahu 30 % glyce-
rolu. Folie s 20 % dialdehydu $krobu o obsahu 30 % glycerolu. Folie s 20 % epichlorhydri-
nu o obsahu 30 % glycerolu. Folie s 10 % glyoxalu a 30 % 1,2-dichlorethanu o obsahu 30

% glycerolu.

Vsechny tyto folie reagovaly s vodou ve velmi kratkém ¢ase. Do 15 minut doslo u vSech
vzorkd ke znaénému posSkozeni struktury folie. Do 30 minut byly pak vsechny folie
V podstaté rozpustény. Mald odolnost vici vodé je patrna uz pii kontaktu folii s vlhkym
predmétem. Jiz pfi otfeni vSech folii vlhkou bunié¢inou dochazelo k uvoliiovani materialu

z folii a zabarveni buniciny.

3.6 Vysledky pripravy folii z keratinového hydrolyzatu s tepelnou
expozicei

Byly pfipraveny tyto folie z keratinového hydrolyzatu (postup dle ¢asti 2.5 a 2.6):

Jedna folie s 10 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu.

Jedna folie s 10 % dialdehydu skrobu o obsahu 30 % glycerolu.

Jedna folie s 10 % epichlorhydrinu o obsahu 30 % glycerolu.
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Po vyschnuti byly folie vystaveny néaslednému ptisobeni tepla. Byly vyhiaty na 80 °C a na
této teploté udrzovany po dobu 20 hodin. Zhotovené folie byly podrobeny zkousce roz-

pustnosti ve vod¢. Vzdy cela folie byla ponoifena do kadinky s vodou o pokojové teploté.

Vsechny folie s vodou ihned reagovaly a v kratkém ¢ase doslo u vSech vzorku k destrukci
struktury. Do 30 minut byly pak folie z podstatné ¢asti rozpustény. Uz pii pouhém kontaktu

téchto folii s vlhkou bunic¢inou dochazelo k uvoliiovani materialu a zbarveni buniciny.

Dalsi ucinky tepelného piisobeni na folie jsou pak uvedeny také v nasledujici kapitole.

3.7 Vysledky méreni keratinovych folii pomoci diferen¢ni skenovaci

kalorimetrie
Byly piipraveny tyto folie z keratinového hydrolyzatu (postup dle ¢asti 2.5 a 2.7):
Jedna folie bez obsahu reakéniho ¢inidla o obsahu 30 % glycerolu.
Jedna folie s 10 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu.
Jedna folie s 10 % dialdehydu skrobu o obsahu 30 % glycerolu.
Jedna folie s 10 % epichlorhydrinu o obsahu 30 % glycerolu.
Jedna folie s 10 % glyoxalu, 30 % 1,2-dichlorethanu o obsahu 30 % glycerolu.

Vsechny tyto folie byly nasledné analyzovany metodou diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie
(DSC). Da se fici, ze vSechny vysledné grafy z této analyzy maji od pocatku endotermni
charakter. Kolem 120 °C pak zacinaji mit vysledné grafy charakter prudce endotermni.
Tyto vysledky lze vSak interpretovat rizné. Byl proto proveden experiment, ktery mé¢l déni
ve vyrazné endotermni oblasti (cca 120 °C — 140 °C) vysvétlit. Folie obsahujici 10 % gly-
oxalu a 30 % glycerolu byla v susarné udrzovana na teploté cca 130 °C po dobu 30 min.
Stejna folie byla ponofena do isoamylalkoholu (folie je v tomto rozpoustédle nerozpustna,
teplota varu tohoto rozpoustédla je cca 130 °C). Isoamylalkohol s ponofenou folii byl vy-
htat k varu a refluxovan po dobu cca 30 minut. Vlivem tohoto tepelného ptisobeni doslo
jednak k tani folii a nakonec zlstal z obou folii zbytek pfipominajici organické latky, které
byly vystaveny ucinkim karbonizace. Da se tedy fici, ze prudce endotermni charakter grafu
(kolem 120 °C) predstavuje tani materialu, odpafovani nizkomolekularnich slozek a také
jistou formu degradace materialu. Tento poznatek je pak také zajimavy v kontextu zjisténi

z predchazejici kapitoly (3.6).
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Obr. 14: Vysledky diferenéni skenovaci kalorimetrie keratinovych folii ¢. 1
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3.8 Vysledky méreni keratinovych folii pomoci infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci

Byly ptipraveny tyto folie z keratinového hydrolyzatu (postup dle Casti 2.5 a 2.8):

Jedna folie bez obsahu reakéniho ¢inidla o obsahu 30 % glycerolu.

Jedna folie s 10 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu.

Jedna folie s 10 % dialdehydu skrobu o obsahu 30 % glycerolu.

Jedna folie s 10 % epichlorhydrinu o obsahu 30 % glycerolu.

Jedna folie s 10 % glyoxalu, 30 % 1,2-dichlorethanu o obsahu 30 % glycerolu.

Vsechny tyto folie byly nasledné analyzovany metodou infracervené spektroskopie s Fou-

rierovou transformaci (FTIR).

Absorbujici charakter vazby N — H amini by se mél projevovat piiblizné v rozsahu vinocta
3000 — 3500 cm™. Tato oblast absorbance je také ve vyslednych grafech vyrazna. V tomto
pasmu je mozné hledat jednak ptivodni N — H, skupiny, reakci nasledné vznikajici N — H

skupiny a také zbylé peptidové vazby hydrolyzovanych fetézcu.

Absorbujici charakter vazby C = O aldehydu by se mél projevovat piiblizné v rozsahu vl-
no&ti 1700 — 1750 cm™. Pro analyzované folie obsahujici dialdehyd $krobu a glyoxal je

absorbance v tomto pasmu zfetelna.

Absorbujici charakter epichlorhydrinu by se mél projevovat piiblizné v rozsahu vinocti
1200 — 1350 cm™. Naméfené hodnoty analyzovaného vzorku vykazuji absorbanci v tomto

pasmu avsak tato absorbance ma vyrazné nizsi hodnoty proti standardu.

Nameétené hodnoty absorbanci by mohly ukazovat na neochotu funkénich skupin pouzitych

¢inidel reagovat s keratinovym hydrolyzatem nebo také na jejich velky molarni piebytek.

V nésledujicich grafech pak €. 1 vzdy znamena méteni bez jakéhokoli pozadi a ¢. 2 méfeni

kdy byla jako pozadi pouzita folie bez obsahu reakéniho ¢inidla o obsahu 30 % glycerolu.
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Obr. 16: Vysledky infrac¢ervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii

bez obsahu reakéniho ¢inidla o obsahu 30 % glycerolu
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Obr. 17: Vysledky infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii

s 10 % dialdehydu skrobu o obsahu 30 % glycerolu ¢. 1
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Obr. 18: Vysledky infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii

s 10 % glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu ¢. 1
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Obr. 19: Vysledky infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii

s 10 % epichlorhydrinu o obsahu 30 % glycerolu ¢. 1
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Obr. 20: Vysledky infraervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii

s 10 % glyoxalu, 30 % 1,2-dichlorethanu o obsahu 30 % glycerolu ¢. 1
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Obr. 21: Vysledky infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii s 10 %

dialdehydu Skrobu o obsahu 30 % glycerolu €. 2
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Obr. 22: Vysledky infraervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii s 10 %

glyoxalu o obsahu 30 % glycerolu ¢. 2
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Obr. 23: Vysledky infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii s 10 %

epichlorhydrinu o obsahu 30 % glycerolu ¢. 2
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Obr. 24: Vysledky infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci pro folii s 10 %

glyoxalu, 30 % 1,2-dichlorethanu o obsahu 30 % glycerolu ¢. 2
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ZAVER

Teoreticka cast této prace se postupné zabyva vyskytem keratinu, jeho aminokyselinovym
sloZzenim, molekularni a nadmolekularni strukturou a chemickymi vazbami. Nejvétsi dil
teoretické Casti se poté vénuje chemickym reakcim keratinu a praktickym ptikladim jejich
vyuziti V technické praxi. Posledni ¢ast teorie je pak vénovana keratinu jakozto vedlejsimu

produktu zivoc¢isné vyroby.

V experimentalni Casti byl proveden rozklad vétSiho mnozstvi biologického materialu
(1000 g) alkalicko — enzymovou hydrolyzou pro ovéfeni tohoto postupu na vétsim nez la-
boratornim mnoZzstvi. Pro srovndni byly provedeny dva tyto rozklady a to s odliSnym
vstupnim materidlem. V prvnim experimentu byla jako biologicky material pouzita vina, ve

druhém bylo pouZzito pefi.

Utinnost alkalicko — enzymové hydrolyzy viny dosahla 79,6 % a po vysuseni bylo ziskano
740 g suchého hydrolyzatu. Ziskany materidl mél zluto-hnédou barvu, byl bez zépachu
nebo i da se fici mirn€ ptijemného aroma. Toto ziskané mnozstvi materialu také vytvoftilo
dostate¢nou zasobu pro nasledné experimenty. Pefi podlehlo stejné hydrolyze o poznéani
snadnéji a rozlozilo se skoro viechno. Uginnost alkalicko — enzymové hydrolyzy dosahla
97 %. Ziskany material z pefi je vSak materidlem dosti nepifijemného zapachu coz mize byt
1 na ptekazku pro jeho vyuZziti.

I pfes pouziti alkalicko — enzymové hydrolyzy je cely rozkladny proces znacné€ energeticky
naro¢ny. V dalS§im experimentu byl tedy proveden rozklad za pouziti stejnych koncentraci
¢inidel jako v pfedeslych experimentech. Reakéni smés vSak nebyla vyhfivana, byla pone-

chéana na pokojové teploté a byl zna¢né prodlouZzen reakéni Cas rozkladu.

Utinnost alkalicko — enzymové hydrolyzy viny bez ohfevu smési (tedy jen pii pokojové
teplot€) dosahla po Ctyficeti dnech ucinnosti 55 %. Je tedy patrné, ze Casovy faktor ma na
cely postup znacny Vliv. Dostatecné dlouhy reakéni Cas by tedy do jisté miry mohl nahradit

mnozstvi potiebné energie.
Pro reakce keratinového hydrolyzatu s rtiznymi chemickymi ¢inidly je zapotiebi pouZiti
vhodného spole¢ného rozpoustédla. Rozpustnost vyrobeného keratinového hydrolyzatu tak

byla testovana na fadé rozpoustédel.
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Jediné nalezené dobré rozpoustédlo je voda. O néco horsi je pak rozpustnost v kyseling
octové (0 obsahu 99 %). Jiné vhodné rozpoustédlo se nalézt nepodatilo. Je to poznatek
velmi negativni a omezujici. Voda jako dobré rozpoustédlo hydrolyzatu je zaroven
v mnoha ptipadech nevhodnym rozpoustédlem pro ptipadnéd chemicka ¢inidla. Tato bud’ ve

vodé nejsou rozpustna, nebo naopak s vodou reaguiji.

Ziskany hydrolyzat obsahuje velké mnozstvi nezadoucich piimési, jako napiiklad draselné
soli. Pomoci dialyzy hydrolyzatu byl u¢inén pokus obsah téchto pifimési snizit. Pouzitym

analytickym postupem pro zjisténi mnozstvi té€chto pfiméesi bylo stanoveni obsahu popela.

Nedialyzovany keratinovy hydrolyzat obsahoval 20,89 % popela. Dialyzovany keratinovy
hydrolyzat obsahoval 5,4 % popela, tedy hodnotu vyrazné mirné;si.

Cilem dal$iho experimentu bylo pokusit se pfipravit ze ziskaného hydrolyzatu material ve
formé folie, ktery by mél vhodné fyzikalni a chemické vlastnosti. Zvolenym postupem k
dosazeni tohoto cile byla reakce keratinovych fetézcii (obsazenych v hydrolyzatu) s rizny-
mi Cinidly. Pouzita ¢inidla maji potencial tvofit mezimolekularni kovalentni (pfi¢né) vazby
nebo mohou plisobit jako zmeékEovadlo. Jako ¢inidlo byl pouzit glyoxal, dialdehyd Skrobu,
epichlorhydrin a 1,2-dichlorethan. Jako zmékcovadlo pak glycerol. V postupech byly pou-

zity rizné koncentrace téchto latek a také postupy se nepatrné odliSovaly.

Nejlepsiho vysledku doséhly folie s obsahem 25 % a 30 % glycerolu jako zmékcovadla.
Vsechny tyto folie byly velmi ohebné a bylo mozné je opakované namahat ohybem. Zadné
zhotovené folie vSak nemaji potfebnou odolnost proti vodé a ve vodném prosttedi dochézi
K jejich rychlé destrukci a rozpousténi. Zadné pouzité chemické &inidlo, pouzitd koncentra-

ce a pouzity postup, na tomto faktu nedokazaly nic zménit.

Byl u¢inén pokus zvysit odolnost folii proti vodé naslednym tepelnym pusobenim. Folie
byly vyhiaty na 80 °C a na této teploté udrzovany po dobu 20 hodin. Snahou bylo zvysit
hustotu pficného kovalentniho sitovani. Ani tato nasledna tepelna expozice vsak odolnost

folii proti vodnému prostfedi nezvysila.

Pfi analyze pomoci diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) mély grafy analyzovanych
folii od pocatku endotermni charakter. Kolem teploty 120 °C je pak charakter vSech graft
prudce endotermni. Naslednym experimentem bylo zjisténo, ze prudce endotermni charak-
ter grafu (kolem 120 °C) predstavuje tani materidlu, odpafovani nizkomolekularnich slozek

a jistou formu degradace materialu.
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Zhotoven¢ folie byly analyzovany metodou infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FTIR). Nalezeny absorbujici charakter vazby N — H amind se projevuje pfi-
blizn& v rozsahu vlno&ti 3000 — 3500 cm™. Nalezeny absorbujici charakter vazby C = O
aldehydu (dialdehydu Skrobu a glyoxalu) se projevuje piiblizné¢ v rozsahu vinoéti 1700 —
1750 cm™. Nalezeny absorbujici charakter epichlorhydrinu se projevuje piiblizné v rozsahu
vino&td 1200 — 1350 cm™. Naméfené hodnoty by mohly ukazovat na neochotu funk&nich
skupin pouzitych ¢inidel reagovat s keratinovym hydrolyzatem nebo na jejich velky molar-

ni prebytek.
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