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ABSTRAKT

Diplomova préace je zaméfena na aplikaci hydrolyzovaného keratinu v kosmetickém pro-
duktu pro zvitata. Teoreticka Cast prace je zamefend na keratiny, jejich hydrolytické Stépe-
ni a pouziti v kosmetickych produktech pro zvirata. V praktické ¢asti byl pripraven hydro-
lyzat keratinu alkalicko-enzymovym zptsobem, ktery byl v koncentracich (0,5—1,5 %)
vmichéan do kosmetického zakladu. Piipravené balzamy byly nasledné aplikovany na 4 psy
a poté byly sledovany mechanické vlastnosti chlupii. Ze ziskanych vysledkti provedenych
zkousek vyplyva, Ze balzdmy s ptidavkem keratinu zlepSuji tahové vlastnosti a vyhlazuji
povrchovou strukturu chlupii. Pfidavek keratinového hydrolyzatu rovnéz zvySuje viskozitu

balzama.

Kli¢ova slova: keratin, hydrolyza, kosmetika, balzam, chlup, hydrolyzat

ABSTRACT

This thesis is focus on the application of hydrolysed keratin in cosmetic products for ani-
mals. The theoretical part is focused on general explanation of keratin and how it is ex-
tracted from sheep wool, it looks at the breakdown of hydrolytic cleavage with practical
examples, an actual hair growth cycle of a dog and the use of cosmetic products for ani-
mals. In the practical part, we look at how the keratin hydrolysate was prepared by alkaline
-enzyme method, which was added to concentrations of 0.5—1.5 % in cosmetic bases.
These balsams were used on 4 dogs and then we observed the hair before and after applica-
tion. The test results show that keratin added balsams improve the tensile quality and
smoothing out surface structure of hair. This research thesis finds that addition of the kera-

tin hydrolyse also increase viscosity of balsams.

Keywords: keratin, keratin hydrolysis, cosmetics, balsam, dog hair, hydrolyzate
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UvVOD

Toto téma je mi velmi blizké, protoze pracuji jako stiihacka pst ve svém saloné a s kondici
srsti psa se setkavam denné. Proto vim, abych docilila nejlepsiho stiiha¢ského vysledku,
musi byt srst dokonale Cist4, roz¢esand a nijak neponicend. Nedilnou soucasti jsou kosme-
tické ptipravky, které plni spoustu funkci pro zdravou kizi a chlupy. Z vlastni praxe a tro-
chou studentské moznosti vytvofit ptipravek s keratinem, jsem méla ve vybéru témata k
mé diplomové prace hned jasno. Diplomova prace postupné navazuje na mou bakalaiskou
praci, kde se v ivodni ¢asti zminuji o anatomii kiize psa a rustu chlupti, fyzikalni a che-
mické vlastnosti. V druhé polovin€ prace jsem se zabyvala kosmetickymi slozkami a pfi-

pravky pro pouZiti v profesiondlni kosmetice pro zvitata.

Pti studovani struktury chlupu jsem se dozvédéla, ze chlup (srst) je v zakladu slozen z ke-
ratinového vlakna, tuto bilkovinu mizeme po vhodném zpracovani ptidat jako dalezitou
ingredienci do kosmetiky s vysoce regeneracnim u¢inkem. Kosmetické potteby pro zvirata
obsahuji Sirokou skalu ingredienci. Jednou z nejvice zastoupenych skupin, vedle tenzidu a
latek lipidni povahy, jsou polymery, Ize je pouzit pfedevsim jako modifikatory viskozity,
kondicionéry, stabilizatory fyzikalnich vlastnosti apod. Dozvime se néco o typech pouziti,
praci zékladnich slozek v kosmetice i postupy pro spravné myti a dalsi Setrné zkraSlovani
psa. Préaci je mozné pouzit jako naucny text pro stfihace, vystavovatele popf. chovatele

pst.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KERATIN

Keratin patfi mezi nerozpustné fibrilarni proteiny, jejichz struktura je zna¢né sesitovana
disulfidickymi vazbami. Keratiny jsou tvofeny z fady vzajemné se liSicich fetézct. Spolec-
nym znakem téchto bilkovin je nerozpustnost ve vodé¢ a mechanickd i chemicka odolnost
(napft. proti puisobeni proteolytickych enzymil). Tyto bilkoviny miizeme najit u vSech ob-
ratlovcl a to ve dvou formach (viz. Obrazek 1), bud’ jako a-Sroubovice (helix), kterd se
vyskytuje u savct, anebo jako B-skladany list u plazii a ptakt. Keratin tvofi hlavni ¢ast

hmotnosti vlast, nehti, srsti, rohoviny, pefi, viny a mnoha dalsich latek. [1, 2]

a-keratiny miizou byt tvrdé nebo mékké, podle toho, zda maji vysoky nebo nizky obsah
siry. Tvrdé keratin vlasti, rohoviny a nehtli jsou méné pruzné a vice odolavaji deformaci

nez mekkeé keratiny klize a mozoli. [3]

B-skladany list
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Obrazek 1a-Sroubovice a B-skladany list struktura keratinové molekuly [4]
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1.1 Schéma chemickych vazeb keratinu

V keratinu se uplatiuje n¢kolik druhti chemickych vazeb, které jsou znazornény na obraz-
ku pod textem. Podle téchto chemickych vazeb lze 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 mustku cystinu mize byt intramoleku-

larni nebo Castéji intermolekularné spojuje dva polypeptidické fetézce mezi sebou. [6]

Vodikové mistky jsou jednak intramolekularni ve struktufe a (a-helix Sroubovici) a také
intermolekularni ve struktute B (B-skladaného listu). Vznik dalSich vodikovych mistkt
vSak umoznuji 1 jiné zastoupené aminokyseliny s polarni skupinou (alkoholické a fenolické
skupiny). Vodikové miistky maji silnou afinitu k polarnim latkdm a umoziuji tak vézat

naptiklad zna¢né mnozstvi vody. [5-6]

Iontova vazba (elektrostaticka vazba) vznika mezi postrannimi amino skupinami a karbo-
xylovymi skupinami. Aminokyseliny s bazickymi skupinami (diaminokarboxylové kyseli-
ny) vazi pak iontové nejen karboxylové skupiny sousednich fetézcti, ale 1 cizich latek. Po-
dobn¢ aminokyseliny s kyselymi skupinami (monoaminodikarboxylové kyseliny) vazi pak

iontove nejen zasadité skupiny sousednich fetézci, ale i cizich latek.

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

mustkl plisobi v keratinu. [6]

vodikovy mistek

interrmaolekularni \' ),.-’
HM disulfidicky mistek [ [ — oc
>*CH2—S—S—CH2—< >7l’|.3H2
oC, e | > intramolekuldmi
WH iontova vazba [ R o g | 5 disulfidicky mistek
- 4 |
é—CHz—DDD NH3—CH2% %EH2
kovalentni Lo e JNH
peptidicka vazba N van der Waalsovy sily [ oc
%HC]I—CHg H3C—l’|.3H—< >—R
ocC CHs CH L0 e HMN
2/ \

Obrazek 2Schéma vazeb vyskytujicich se v keratinu [6]
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1.2 Ziskavani keratinu

Za keratinové odpady se povazuji latky s vysokym podilem nerozpustné bilkoviny kerati-
nu, ktery tvofi jejich hlavni ¢ast. Mezi nejdulezitéjsi keratinové odpady patii vlna, srst,

Stétiny, ale také slozité zpracovatelné odpady jako jsou rohy, kopyta a paznehty. [7]

V Ceské republice, podle informaci z Ministerstva zem&délstvi 2018, se produkce potni
viny zvysila o bezmala 100 tun, tedy v roce 2010 byla produkce potni viny 455 tun, za rok
2017 tomu bylo 550 tun. [9]

Podle dostupnych udaji z roku 2015 je na celém svété vice nez 1,163 miliard ovei, ptibliz-
né¢ 1,160 milionu kg ¢isté surové viny. Pocet ovci od roku 2014 mirné vzrostl o 79 milioni

od roku 2010. Na obrazku ¢. 3 miZzeme vidét svétovou produkci neptebrané viny. [§]

Total 2,128 I‘nkg (+0.5% change y-0-y)

Altralis
Ciiheers ) 1%

35.4%

China
20,1%

Urugueay
1,3%

South Africa
2.3%
LIK

14% s z
i 10.0% TN

Argentina Hew Zealard
iy

Obrazek 3Svétova produkcee viny % [8]

Nékolik milionu tun surovin ro¢né je likvidovano na skladkach a jeho péleni je neefektivni
a znec€iSt'uje ovzdusi, nejspise kvili vysokému obsahu siry. Keratin je pfirozené hydrofilni,
biologicky rozlozitelny, biokompatibilni a mliZze byt dale zpracovan prostiednictvim che-

mickych rozkladi. [10]
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1.2.1 VIna

Vlna se ziskava stithanim zivych ¢i mrtvych ovei nebo chemicky ze stazenych ovei. Stii-
hanim ovci se ziskd vlna ve formé rouna, které tvofi souvislou vrstvu spojenou vlasovym
tukem a potem. Chemicky patii tato vlakna mezi keratinova (30 — 60% hmotnosti vlakna),
kde struktura keratinového fetézce jim udava nckteré specifické vlastnosti. Ovce se stiiha
jednou ro¢né a podle druhu, pohlavi a stafi ovce je hmotnost rouna 3 — 6 kg. Po ostiihani se

musi vilna vyprat od necistot. [11]

Nejkvalitn€j$i vlna pochazi z Australie, odkud pochazi témét polovina vyprodukované
viny — Merino. Na ovcich mizeme mit n€kolik typi viny. Stithanim ovei ziskavame sttizni
vlnu. Kvalita rouna neni po celém téle ovci stejna. Nejkvalitngj$i vina se nachazi na lopat-
kach a bocich ovce, stiedni kvalitu m4 vlna z hiebenu a nejhorsi jakost viny je na hlavé,

ocase a nohou. U ov¢i viny jsou deklarovéana Ctyti zékladni plemena:

e merinové: kvalita Merino, Australie, Novy Zéland, Jizni Afrika, jemnost pod

24 pm

o kiizenecké: kvalita Crossbred, kiizenim (ovce Merino + beran niz$i kvality Bri-

tishBred) Novy Z¢land, Australie jemnosti jsou v rozmezi 25 -- 50 um

v

o anglické: cca 40 plemen, nejzndmé¢jsi jsou Cheviot, Dartmoor, Dorset, Jacob, Lei-
cester, Romney, Southdown, Suffolk, WelshMountain. Jemnosti jsou v rozmezi 25

--70 pm

e nizinné: Cina, Tibet, Mongolsko, poskytujici hrubé viny [11]

Samoziejmé vétSina viny se pouziva na pleteni riiznych produktl, av§ak n€kterd vlna se na
pfimou spotfebu nehodi. Diivody mizou byt rizné, zvifata jsou podvyzivené, nemocné,
nestithané nebo silné znecisténé. Likvidace odpadii z keratinu, jako vedlejSiho produktu u
textilniho primyslu, ale i jako viny z farem, rohoviny, kopyt atd. ptedstavuje vazny ekolo-

gicky problém. [12]
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1.2.2 Vlastnosti viny

Z makromolekularniho hlediska je vlna slozené vldkno, které obsahuje keratin, ktery je
z nejvetsi Casti tvoten uhlikem (50 %), kyslikem a dusikem (40 %) a sirou (3 — 5 %). Kera-
tin ov¢i viny obsahuje a-keratosy, B-keratosy a y-keratosy. a-keratosa ma zastoupeni 60%
a rozdeluje se na al-frakci s vy$$i molarni hmotnosti a a2-frakci s niz§i molarni hmotnosti
v poméru asi 3:1. B-frakce (10 %), ktera je nerozpustnym zbytkem po oxidaci viny kyseli-

nou peroctovou. Zbyla ¢ast obsahuje y-keratosy s velmi nizkou molarni hmotnosti.

Kromé bilkovin vlna také obsahuje tuk (15-30%) mnozstvi tuku se provadi extrakéné po-
moci Soxhletova pfistroje. Tyto lipidy jsou obecné znamé jako vinotuky a daji se zcela
odstranit drhnutim. Nejznamé;jsi z tuka je lanolin, ten se vyuziva také v kosmetice. Lanolin
chrani vinu pted znec¢iSténim bakteriemi a jinymi mikroorganismy. Vyrazné se podili na
regeneraci viny, a proto je ¢asto oznaCovan jako samocistici efekt viny. Zaroven lanolin
snizuje kiehkost a ldmavost vlasu. Vnitini lipidy jsou tvofeny piedevsim z cholesterolu,
mastnych kyselin a polarnich lipida. Jedno procento z viny se sklada z mineralnich soli,

zbytkli nukleovych kyselin a sacharidu. [11, 13]

souhrn bunédnych
membran

]

makrofibrila

]
Etyfi vnajai

wratvy Kutikuly
matice

mikrofibrila

levatotivy spirdlovy
provazec

Para burfka a orto
bunédny sloupec

pravolodiva
Sroubovice

Obrazek 4Vlakno viny [14]
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Na obrazku je zndzornéna vzajemnd interakce mezi podjednotkami. Pfikladem kvarterni
struktury keratinu jsou dva pravotoc¢ivé a helixy, které tvofi levotocivy superhelix. Super-
helixy sto¢ené navzajem tvoii protofibrilu. Z protofibril vznikd mikrofibrila a z nich utvar
zvany makrofibrila. Tento utvar je jiz pozorovatelny svételnym mikroskopem. Cely kom-
plex je stabilizovan jiz diive zminénymi disulfidickymi vazbami a také vodikovymi mast-

ky do tvaru keratinového vlakna. [14, 53]
Pevnost viny

Pevnost viny se udava, jako sila potfebnd k ptetrzeni. Vlakno o vétsi tloust'ce ma vyssi
pevnost proto bude potieba vétsi sily k pietrzeni. Objektivné se pevnost a taznost zjistuje

na dynamometru (trhacka viny). [14]
Hygroskopic¢nost viny

Je schopnost viny absorbovat vlhkost z okolniho prostiedi. VIna mize svou hmotnost zvy-
Sit aZ 0 50 % plvodni hmotnost. Dilezité je vinu skladovat v suchych a vétranych mistnos-

tech. [16, 17]
Odolnost viny

Vlna je odolna proti plisnim a je nestravitelna pro hlodavce, ale nachylna vi¢i molim. VI-

na je tézko hotlava, obnovitelna a ekologicka. [18]
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1.2.3 Typy ovéi viny

Tvar vlaken mtizeme rozd¢lit do dvou zakladnich tfid a to na podsadu a pesiky, které uda-

vaji jakost rouna.

Podsada (viz. Obrazek 5)je vlna ovci merinovych a ovci, které vznikly kiizenim s timto
plemenem. Tato vina tvofi prameny 8-100 vlaken, které jsou navzajem slepené potem a

tukem. Prava vilna je na dotyk mekka.

Obrazek 5VIakno podsadové [11]

Pesiky (viz. Obrazek 6) jsou jednotlivé, hrubé, dlouhé, rovné a lesklé chlupy, byvaji nazy-
vané jako konturovaci vina. Dlouhodobym §lechténim ovei merinovych zakrnély, ¢i uplné

vymizely. [19]

Obrazek 6Vlakno pesikové [11]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

1.3 Historie netextilniho zpracovani keratini

Béhem druhé svétové valky a bezprostiedn¢ po ni probéhlo nékolik vyzkumii ohledné
struktury a chemického slozeni pfirodnich vlaken, jako jsou vlasy, vina, chlupy. Hlavnim
divodem byla velkd komercializace syntetickych vldken, jako je nylon a polyester. Aus-
tralsti védci se tehdy snazili zachrénit velky vlnovy primysl, protoze syntetick¢ vlakna
vytla¢ily dokonce i vInénou produkci. Dulezitym krokem byl vyzkum, kterym by bylo
mozné vyuzit 1 pouZiti pfirodnich vldken za celem, kde se stale Castéji vyuzivaji vlakna
synteticka. Vyuzili rentgenovou difrakci a elektronovy mikroskop, kombinaci oxidaéné-
reduk¢énich metod a vytvoftili prvni kompletni popis vldkna vlasu. Tento popis vlasu byl
prvnim pevnym zékladem pro vyzkum keratinu a vedl k vyvoji mnohych keratinovych
biomateriali pro pouziti v biomedicinskych aplikacich. Extrahované keratinové bilkoviny
mayji vnitini schopnost samy sitovat do poréznich vldknitych skeleti. Spontanni sestaveni z

keratinovych roztokil bylo pozorované z mikrotirovné i makrotrovné. [20]

V mnoha piipadech bylo prokazano, ze tyto nové keratinové materidly maji vybornou bio-
kompatibilitu. Kromé toho byly objeveny i nové metody pro upravu fyzikdlnich a mecha-

nickych vlastnosti keratinu s cilem vytvofit biomaterialy.

Pro zlepSeni mechanickych a fyzikalnich vlastnosti se miize vlna sméSovat i se syntetic-
kymi vlakny, jako jsou polyesterova, akrylova, viskozova vldkna a s polyamidovymi do

pletacich ptizi.[11]
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2  PRIPRAVA KERATINU — HYDROLYTICKE STEPENI

Jednim ze zptisobt zpracovani keratinovych odpadu je jejich Stépeni na keratinové hydro-
lyzaty, které lze ptipravit nékolika riznymi zptisoby. Béhem hydrolyzy keratinu dojde k
rozstépeni peptidovych a disulfidovych vazeb dlouhych keratinovych molekul, a tim je
dosazeno nasledné lepsi zpracovatelnosti materialu. Mezi nejcastéjsi metody, které se pou-
Zivaji, patfi oxidac¢ni, reduk¢ni, alkalicka nebo kysela hydrolyza a v posledni dobé takeé
casto vyuzivana metoda rozkladu keratinolytickymi a proteolytickymi enzymy. VSechny
tyto zptsoby hydrolyzy maji fadu vyhod i nevyhod. Mnoho nevyhod lze ¢astecné odstranit
vhodnou kombinaci riznych metod hydrolyzy. [21]

/ \ /

HN NH HN NH
>—CH2—S—S—CH2—< + HO — >—CH2—0H HS—CH2—<
oc co oc co
N / \ /

Obrazek 7Hydrolyza disulfidické vazby keratinu [22]

Ry | R, |
~ J\ _CO _NH + HO — /l\ +  HOOC_ __NH
cd NH \I/ ~ \|/

CO “NHj

Obrazek 8Hydrolyza polypeptidické vazby [23]

2.1 Alkalicka hydrolyza

Obecné plati, ze alkalickd hydrolyza je proti kyselé u€innéjsi. Pfi této hydrolyze se pouZi-
vaji vyssi teploty a tlaky, vysledkem jsou hydrolyzaty o malé molarni hmotnosti.
Alkalickou hydrolyzu popsal naptiklad Abouheif a kolektiv, kteti pro rozloZeni viny pouZi-

11 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]

Pro hydrolyzu keratinu se bézné pouzivaji roztoky hydroxidl o vyssich koncentracich, kdy

pii vysoké teploté mizeme doséhnout téméf 100 % konverze nerozpustného keratinu na
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rozpustné keratinové hydrolyzaty. U hydrolyzata pripravovanych alkalickym zpiisobem se
predpoklada nizka molarni hmotnost (6,5-30 kDa) a vysoky obsah popelovin. Teplota alka-
lické hydrolyzy se nejcastéji voli v intervalu 60-100 °C. Pro urychleni hydrolyzy lze vyuzit
i1 ohfevu mikrovinnym zafenim, kdy lze dosahnout vice nez 70 % hydrolyzy ptivodniho

materialu jiz po 1 hodiné. [26,27]

Pro alkalickou hydrolyzu keratinu se pouziva uhli¢itan vapenaty a oxid hoteCnaty za zvy-
Sené¢ho tlaku a pfi zvySené teploté 130 °C-140 °C po dobu 4 hodin. Naptiklad pti hydroly-
ze chromitych postruzin obsahuje izolovany bilkovinny hydrolyzat v zavislosti na podmin-
kach hydrolyzy tadové jednotky az desetiny procent oxidu chromitého, ale také znacné
mnozstvi sodnych, draselnych, vapenatych a hofeénatych soli. Casto se proto alkalické
hydrolyzy vyuziva v kombinaci s hydrolyzou enzymatickou, ktera je ucinnéjsi a ziskany

hydrolyzat je kvalitnéjsi. [28, 29]

Ptikladem alkalické hydrolyzy mize byt. Jako zakladni biologicky material byla pouZita
ov¢i vina. 10 g viny bylo smichdno se 100 ml 0,15 M KOH a 0,05 M NaOH a zahtato v
autoklavu na teplotu 120 °C. Na této teploté byla smés udrzovana 20 minut. Reak¢ni smés
byla odstiedéna (4000 otacek/min po dobu 20 minut). Odstiedény roztok byl zahustén v
rotacni vakuové odparce a vysusen pii teploté 70 °C. Vytéznost pii tomto postupu alkalic-

ké hydrolyzy byla 82 %. [30]

2.2 Kysela hydrolyza

Hydrolyzaty, které jsou ptipravené kyselou hydrolyzou, se nejcastéji pouzivaji jako vzorky
pro dalsi analytické stanoveni. Postup kyselé¢ hydrolyzy popsal Yamauchi a kolektiv. Pfi
kyselé hydrolyze dochazi ke Stépeni peptidové vazby keratinovych fetézcl a ke vzniku

COO™ a NH; " iontd.

Cystin je v pribéhu hydrolyzy ¢astecné oxidovan na kyselinu cysteovou a cystein, diky
¢emuz dochazi k ¢aste¢nému rozkladu disulfidickych vazeb. Keratiny jsou vysoce odolné
bilkoviny proti plisobeni kyselin, a proto se kyseld hydrolyza nejcastéji provadi v silnych
roztocich kyselin (6M HCl a 3M H2S0Os) nejprve pii teploté 70 °C a poté za varu 120 °C.

Timto zpisobem hydrolyzy lze rozlozit vice nez 85 % materialu.
Stejn€ jako u diive popsané alkalické hydrolyzy je mozné i zde vyuzit ohfevu mikrovin-

nym zafenim, kdy doslo k Uplnému rozkladu ptivodniho materidlu a znaénému zkraceni

doby hydrolyzy. [31, 32]
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Jako ptikladem kyselé¢ hydrolyzy muize byt uvedeno: zakladnim biologickym materidlem
byla pouzita rohovina. Vstupni material byl vypran ve vod¢, vysusen a pomlet. 50g pomle-
tych rohti bylo smichano se 75ml 6N H>SO4. Reakéni smés byla vyhtatd na teplotu 70 °C a
na této teploté udrzovana po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby bylo ke smési piidano
100 ml demineralizované vody a smés byla vyhtata na teplotu 130 °C a na této teploté udr-
zovéana po dobu 4 hodin. Ziskany roztok byl zchlazen a pH roztoku bylo upraveno 5N
Mg(OH): na hodnotu 7. Vysledny roztok byl zfiltrovan. Z piivodnich 50 g materialu bylo
timto postupem hydrolyzovéano 42 g. [33]

2.3 Enzymova hydrolyza

Perspektivnim a v poslednich letech intenzivné zkoumanym zpiisobem zpracovani keratinu
je jeho Stépeni proteolytickymi (St€pi -CO-NH- vazbu) a keratinolytickymi (Sté€pi -S-S-
vazbu) enzymy produkovanymi bakteriemi nebo houbami. Primyslové se nej€astéji pouzi-
vaji alkalické proteinazy. Mezi vyhody pouzivani enzymu patii mirné podminky hydrolyzy
(teplota, pH, tlak), malé mnozstvi davkovanych enzymu a Siroka distribuce molekulovych
bakteriemi a nutnost udrzovani stadlého reakéniho prostfedi a pomérné dlouhy cas reakci
(3—7 dntt). Pro hydrolyzu keratinu enzymatickym Stépenim se nejCastéji pouzivaji enzymy

ziskané z bakterii rodu Bacillus a Streptomyces. [34]

Dostupné zdroje soucasné odborné literatury uvadéji ptiklady enzymové hydrolyzy, pfi niz
v zasadé dochazi k obdobnym zptisobtim provadéni s odliSnosti vyuzitych enzymt v kom-
binaci s ptidavnymi slozkami (reaktanty). AvSak model této hydrolyzy popisuje Mussallam
a kol., z Kuvajtské univerzity. Zde bylo vyuZito termofilnitho kmene Coprinopsis sp., jez
rozkladal opé€t upravené kuteci pefi pomoci proteaz pii zvolené inkubacni dobé 14, 21, 28
a 35 dnt. Vysledkem bylo efektivni postupné uvoliovani rozpustnych AMK do média, coz
mélo za nasledek snizeni hmotnosti suSiny substratu. Zvolend teplota inkubace Cinila

20,4 °CapH 9. [51]
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2.4 Oxidace

Cystein a tryptofan jsou aminokyseliny nejvice nachylné k oxidaci. Maji velky vyznam v

sitovani proteind a pfimo ovliviiuji pevnost a pruznost vinénych vlaken.

Pti piisobeni oxidac¢nich ¢inidel na keratin miize nastat oxidace disulfidické vazby bez jeji-
ho $tépeni. Na disulfidickou vazbu keratinu piisobi oxidacné bez Stépeni napiiklad roztoky
KMnO4, roztoky H202 a fotooxidace. Oxidace probiha za tvorby sulfoxidu az sulfonu.
[40]

\

HM MH HM MH
>—CH2—S—S—CH2< + 20, —_— >_CH2_SDQ_-SC}2_CH24<
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\ / A

Obrazek 90xidace disulfidické vazby keratinu bez jejiho Stépeni [40]

Ptikladem v tomto popsaném postupu je keratin ziskany z lidskych vlasti. Postup vSak ne-
vylu€uje pouziti i jinych zdroji keratinu, jako naptiklad zvifeci srsti. Jako nejvhodnéjsi
materidl se vSak jevi lidské vlasy, u nichZz neni ptedpoklad imunologické reakce lidského
organismu. 30 graml vlast bylo smichano s 500 ml 2% kyseliny peroctové. Tato smés
byla vyhtata na 100 °C a na této teploté udrZzovana asi 2 hodiny. Tyto reak¢ni parametry
vSak mohou byt nastaveny 1 jinak a mohou se pohybovat v rozmezich 1% az 32% kyseliny

peroctovve, 0 °C az 100 °C a 0,5 hodin az 24 hodin. [40]

Také oxidacni Cinidlo mize byt odlisné od zde uvedeného postupu. Jako dalsi oxidacni
¢inidla je moZno pouzit naptiklad peroxid vodiku, benzoyl peroxid, perboritany, perkarbo-
naty nebo jejich smési. Po oxidaci, je pevny keratin vyizolovan z reakéni smési (naptiklad
filtraci nebo odstfedénim) a promyt vodou, methanolem nebo ethanolem aby se odstranilo
piebyte¢né okyslicovadlo. Promyti je vSak potfeba omezit tak, aby nedochéazelo k pftilis-
nému vymyvani rozpustnych oxidovanych peptidii obsaZenych v keratinu. Izolovany oxi-
dovany pevny keratin je rozpusStén ve vhodném rozpoustédle. Jako nejvhodnéjsi 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 draselnym a vyhiata k
varu. Na teploté varu je pak reakéni smes 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 hodi-

nu az 5 hodin. Zreagovana pevna €ast je vyizolovana z rozpoustédla (napiiklad filtraci ne-
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bo odstfedénim) a promyta nejlépe stejnym rozpoustédlem jako je pouzité v predchozi re-
akci. Po filtraci a promyti je produkt vysusen ve vakuu a pomlet. Vyslednym produktem je
vysoce hydratovatelny keratin (nebo spiSe materidl odvozeny od keratinu) v podob¢ pras-

ku, ktery ma absorp¢ni vlastnosti a v reakci s vodou tvoii hydrogel.[40]

Prasek, vlakna nebo jejich hydrogel maji vyuziti jako savy material a jako 1é¢ebny prostie-
dek pro lécbu pokozky. Vldkna byla testovana na toxicitu riznych parametrt a bylo zjisté-
no, ze jsou netoxicka, nedrazdiva, nesenzibilni, a biokompatibilni pro lidsky organismus.
Ziskany material mize byt vyuzit k podpofe hojeni poskozené kiize. Tento material mtize
byt aplikovan na kozni postizeni, jako jsou opruzeniny, popaleniny, spaleniny od slunce,
fezné rany, odfeniny, viedy, prolezeniny, diabetické viedy, podrazdéni kiize, chirurgické

rany a kozni transplantace. [41]
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Obrazek 10Ptiprava keratinového hydrogelu [41]
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2.5 Redukce

Pti ptisobeni redukénich ¢inidel 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 vlasii. Vlasy se redukuji
roztokem kyseliny thioglykolové a po zformovani do nového tvaru se zpét oxiduji rozto-

kem peroxidu vodiku. [22]

HM NH +H, HM NH
—_— —
>—CH:~ 5—=5 CH2—< - %—CH,—SH HS—CH2—<
e co H, oc co
A / : \ /

Obrazek 11Redukce disulfidické vazby keratinu [22]

Mezi nejcastéji uvadéna redukéni €inidla pak patii kyselina thioglykolova a jeji soli, 2-
merkaptoethanol, sulfid sodny, hydrogensulfid sodny, kyselina thiomlé¢na a thioglycerol.

[42]

Ptikladem reduk¢éni hydrolyzy mtze byt: 3500 ml 1,0 M thioglykolové kyseliny bylo smi-
chano se 175 g lidskych vlasi a pfidanim 312,5 g hydroxidu draselného upraveno pH na
hodnotu 10,2. (Pfed pouzitim byly vlasy vyprany vodnym roztokem jemného Cisticiho pro-
sttedku, oplachnuty a vysuSeny). Tato smés byla udrzovana na teploté cca 25 °C pod dusi-
kem po dobu 18 hodin za neustalého michani. Nasledn¢ byla smés zfiltrovana. Filtraci zis-
kané (Castecné zreagované) vlasy byly dale zpracovany tak, ze byly nejprve oplachnuty
demineralizovanou vodou, pfi¢emz vlasy zvétSily objem na témét dvojnasobek ptivodniho
objemu. Tyto oplachnuté vlasy byly smichany s roztokem mocoviny a michdny pod dusi-
kem pfi teploté¢ mistnosti po dobu 24 hodin. Reakéni smés byla zfiltrovana. K prefiltrova-
nému extraktu byla pfidana HCI a pH upraveno na hodnotu 7. Poté byl pfidanim 100%
ethanolu z reakéni smési vysrazen pevny keratinovy materidl. SraZenina byla vyizolovana
filtraci, vysuSena a rozdrcena. Reakéni podminky a pracovni postup se mohou od vyse
popsaného ¢astecné liSit. Podstatou postupu je vSak dvoustupiiova reakce. V prvnim stupni
dochazi k redukci keratinu za piisobeni reduk¢nich ¢inidel. Reakéni teplota od cca 20 °C
do 100 ° C. Reakéni doba od cca 4 hodin do 24 hodin. Reakce probihd v inertni atmosféte,
nejlépe dusiku. Kapalna frakce se oddéli od tuhé faze pomoci filtrace nebo odstfedénim
nejlépe pod inertni atmosférou. Druhy reakéni stupen se provadi za pouziti vhodného ¢ini-

dla, nejvyhodnéji mocoviny. Koncentrace ¢inidla od cca 1 M do 10 M. Reak¢ni teplota od
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cca 20 °C do 100 °C. Reakeni ¢as od cca 1 hodiny do 72 hodin. Pfidanim rozpoustédla
jako naptiklad ethanolu, methanolu, isopropylalkoholu, tetrahydrofuranu, acetonu nebo
dioxanu dojde k vytvofeni srazeniny obsahujici vylouc¢ené proteiny. Srazenina se oddéli od
rozpoustédla filtraci nebo odstfedénim. Vyloucené proteiny se ndsledné susi, nejlépe ve
vakuu pfi teplot¢ mistnosti. Vyslednym produktem je redukovany keratin (keratin obsahu-
jict thiolové skupiny) o vysoké molekulové hmotnosti (HMWK) cca 50 az 85 kDa. Takto

piipraveny materidl pak tvofi hydrogel, nachazi-1i se ve vodném prostiedi. [42]

2.6 Kombinovana hydrolyza

Vsechny vySe popsané zplisoby hydrolyzy keratinovych materidlti maji své vyhody i nevy-
hody, které lze minimalizovat pfi pouziti kombinované metody rozkladu. Zejména se jedna
o dosazeni vysSich vytéznosti keratinovych hydrolyzati pfi pouziti niz§ich reak¢nich pod-

minek

Priitbéh enzymovych hydrolyz byva nasledujici: materialy se pomelou, odtucni a smichaji s
reakénim prostifedim, kam se po upravé pH a teploty piidaji bakterie nebo cCisté enzymy. Po
hydrolyze je nerozloZeny material separovan a v kapalném hydrolyzatu dojde zménou tep-
loty nebo pH k inaktivaci enzymu. V soucasné dobé je cena enzymu na takové Urovni, Ze
cely proces muize byt levnéjsi, nez pii pouziti kyselé ¢i alkalické hydrolyzy. [35,36 — 38]

Redukovany keratin je vyhodné piipravit 2 — stupiiovym rozkladem (viz. Obrazek 12) za

pouziti proteolytického enzymu.

a) V 1. Stupni je keratinovy material pfedzpracovan za vhodnych podminek = pouziti
redukéniho Cinidla, teploty a doby

b) Ve 2. Stupni ptidavkem proteolytického enzymu nastava rozklad
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Keratinowy odpad | Prani —» Odtuénéni, suseni - 1. Stupen

/

Keratinovy hydrolysat

2. Stupen = rozklad < Filtrace

'

Filtrace

Y

F

Nerozlozeny podil

Obrazek 12Blokové zpracovani keratinového odpadu na keratinovy hydrolysat

Mezi prvnim a druhym stupném zpracovani je mozné alternativné zatadit filtraci, pfi niZ se
separuje roztok reduk¢niho €inidla a ve druhém stupni pracuje pouze ve slabé alkalickém
vodném prostiedi za pouziti enzymu. Tato metoda ma vyhodu v tom, Ze roztok redukéniho
¢inidla je moZné pouzit opakované a Ze neni nutné redukéni Cinidlo z keratinového hydro-
lysatu odstranovat pt. dialyzou. Nevyhoda spociva v nizsi vytéznosti keratinového hydro-
lysatu. [39]

Ptikladem kombinaci rozkladu mtizou byt metody oxidacné kysely a redukéné enzymovy.
Ob¢ metody sledovaly slozeni aminokyselin v hydrolyzatech, které mizeme vidét v tabul-

cel.

2.6.1 Oxidacné-kysela hydrolyza

Priklad této hydrolyzy byla pouzita jako zakladnim biologickym materidlem vina. Ta byla
smichdna s kyselinou peroctovou (200 % v/w na hmotnost vlny). Reakéni smés byla vyhié-
ta na 40 °C a na této teploté udrzovana 24 hodin. Poté bylo pH upraveno roztokem amoni-
aku na hodnotu 8 (odstranéni kyseliny sulfenové). Nasledovala kysela hydrolyza 6M HCI,
teplota 110 °C, reakéni ¢as 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 pfipraveného keratinového

hydrolyzatu viz tabulka.

Keratinovy hydrolyzat vykazoval velmi Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti. Stied-

ni molekulova hmotnost hydrolyzatu MW = 18000. [43]
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2.6.2 Redukéné-enzymova hydrolyza

Jako druhym ptikladem byla vyuzita redukéné — enzymova hydrolyza, jako zakladni biolo-
gicky materidl byla pouzita vlna. Tato byla vyprana, zbavena necistot a enzymové odtuc-

néna enzymem Greasex S0L.

1. faze (ptedzpracovani): 2 g odtuc¢néné viny byly smichany se 100 ml 0,1 M roztoku 2-
merkaptoethanolu. Smés byla vyhtata na teplotu 50 °C a na této teploté udrzovéna 24 ho-

din s obcasnym promichanim.

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

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

Cilem této prace bylo stanovit aminokyselinové sloZeni a molekulovou hmotnost ptiprave-
ného keratinového hydrolyzatu. Keratinovy hydrolyzat vykazoval velmi Sirokou distribuci

molekulovych hmotnosti. Stfedni molekulovd hmotnost hydrolyzatu MW = 3000.

Nasledujici tabulka pak nabizi zajimavé srovnani dvou kombinovanych hydrolyz. [43]
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Tabulka 1Srovnani aminokyselin u kombinovanych hydrolyz

Primérna hodnota Primérna hodnota
Aminokyseliny [ g/kg | [ g/kg |
Po oxida¢né Kyselé hydrolyze | Po redukéné kyselé hydrolyze
Cystein 5,60 52,82
Methionin 16,46 5,93
Kyselina asparagova 106,75 51,73
Threonin 52,73 43,53
Serin 55,20 51,09
Kyselina glutamova 148,85 84,95
Prolin 36,43 45,71
Glycin 36,33 37,10
Alanin 45,01 26,15
Valin 56,43 38,47
Isoleucin 38,27 22,35
Leucin 92,17 53,87
Tyrosin 24,70 29,90
Fenylalanin 32,10 24,26
Histidin 12,60 11,52
Lysin 42,70 19,43
Arginin 108,28 69,50
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2.7 Dialyza keratinového hydrolyzatu

Ziskané hydrolyzaty obsahuji velké mnozstvi nezadoucich pfimési jako naptiklad draselné
soli, jejichz podil se zvySuje se zvySujici se koncentraci pouzitého hydroxidu pti hydroly-
ze. Dialyzovat je snaha o snizeni obsahu nezddoucich nizkomolekularnich ptimési. Pouzi-
tym analytickym postupem pro zjisténi mnozstvi téchto pfimési se stanovi obsah popela.
Keratinové hydrolyzaty se nasledné dialyzuji ptes celulézovou membranu o propustnosti
12 kDa proti destilované vod¢. Dialyza probiha pii pokojové teploté po dobu 72 hodin,
piicemz vodu je tieba ménit vzdy po 24 hodinach. Roztok keratinového hydrolyzatu po
dialyze je nasledné vysuSen na nerezovém plechu v komorové susarné pii teploté 80 °C za
vakua. Ziskany suchy keratinovy hydrolyzat je rozdrcen v tfeci misce na jemny prasek.

Takto ziskany hydrolyzat se nasledné podrobuje zkousce na stanoveni obsahu popela. [54]
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3 APLIKACE KERATINOVEHO HYDROLYZATU V KOSMETICE

V kosmetickém primyslu se pouziva tzv. hydrolyzovany keratin. Ziskany hydrolyzat ve
formée zluté tekutiny nebo prasku se pouziva v Samponech, maskach, kondicionérech. Tyto
ptipravky maji za ukol chranit chlup pted poskozenim zptisobené chemikéliemi, teplem a

mechanickym namahanim. [44]

Keratinové hydrolyzaty se dokéazi vazat na strukturu vladkna a vyhlazuje jeho povrch s do-
casnym efektem zpevnéni. Je to dano moznym rozpusténim v alifatickych alkoholech s
naslednym vytvofenim filmu nebo natéru. Z tohoto diivodu je cilenou slozkou v regene-

ra¢nich maskach. Pouzivané mnozstvi v téchto preparatech je avSak 0,2 — 2 %. [45,46]

Tyto aktivni proteiny U€inné posiluji vlasové vlakno a zaroven sniZuji jeho poskozeni. Ke-
ratiny s molekulovou hmotnosti mensi nez 1 kDa jsou schopné proniknout kiirou vlasové-
ho vlakna a mohou podporovat povrchovou upravu. Keratinové hydrolyzaty proniknou do
struktury vlasu tim vic, ¢im delsi je doba oSetieni a u odbarvenych vlasii dochazi k vétSimu

pronikani nez u vlast neposkozenych. [44]

Tabulka 2Schéma aplikaci keratinu v kosmetice [39]

Koncentrace
Typ preparatu Aplikace preparatu Deklarovany efekt
[Yo]
Sampony 1-15 Vytvareji ochranny film, uhla-
Prostfedky pro 3.15 zuji strukturu vlasu, zvysuji
lachnuti snasivost, zlepSuji konsistenci
Hydrolysat (mole- opfachnutl .
pripravku
kulova hmotnost do | Kondicionéry 1-15
30 kDa) Iniony 0,25-0,5
Spreje 0,5-1
Pénové lazné 5 Podpora tvorby pény
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3.1 Prehled aplikacnich forem kosmetickych prisad

Kosmetickd formulace je chapdna jako konecnd forma smési chemickych piisad (kosme-

tickych ptisad), kterou mohou spotiebitelé koupit a pouzivat jako kosmeticky ptipravek.

Kosmetické formulace

Tekuté Polotuhé | Tuhé
= Roztok = Krém = Tycinka
=~ Suspenze ™ Mast - Pudr
= Emulze — Pasta = Granulat
- Gel

Obrazek 13Schéma rozdéleni kosmetickych formulaci [47]
Roztoky a gely patfi mezi bézné kosmetické piipravky, tyto slozky je mozné rozdélit na

hydrofilni a lipofilni.

Emulse jsou systémy, ve kterych je tukova faze dispergovana ve vodné fazi nebo je vodna

faze dispergovana v oleji. Jsou stabilizovany emulgatory, nejcastéji tenzidy.

Suspenze je systém tuhych castic dispergovanych v kontinudlni fazi, kterou tvofi voda ne-
bo vodné roztoky. Pevné Castice maji pti skladovani tendenci sedimentovat. Sedimentaci
lze zabranit piidavkem povrchové aktivni latky nebo zahustovadla, které zvysi viskozitu

disperzniho prostiedi. Tato zahustovadla vytvaii na pokozce souvislou vrstvu [39, 15].
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Mast je polotuhd formulace, obsahujici malé mnozstvi vody (méné nez 20 %) nebo jsou
bezvodé. Aplikuji se na mensi oblasti pokozky, ktera je vysusend. Masti jsou Casto nepri-

hledné a nazloutl¢ diky vysokému mnozstvi oleji. [15]

Pasta je vysoce viskozni formulace, kterd se obtizné aplikuje na pokozku diky vysokému
obsahu tuhych latek. Jeji zaklad tvoii masti, které obsahuji praskovité komponenty neroz-

pustné ve vodé a rozpoustédlech. [15].

Krém je emulze, kterd obvykle obsahuje vice nez 20 % vody a mén¢ nez 50 % uhlovodik
a voski. Vzhledem k tomu, Ze krémy obsahuji vys$§i mnozstvi olejové faze, jsou obecné
mastngjs$i. Tvofi emulze typu olej/voda nebo voda/olej. U emulzi typu olej/voda se pouzi-
vaji zejména hydrofilni povrchové aktivni latky, zatimco u emulzi typu voda/olej se pouzi-
vaji lipofilni povrchové aktivni latky. Krém ma vysokou viskozitu, proto také malo tece.
V kosmetice se aplikuji naptiklad do kondicionérii. Jejich ukolem je zadrzovat vlhkost v

pokozce [47].

Pudr tvoii praskovitou kompozici, ktera obsahuje jeden nebo vice typt praskovitych sub-
stanci. Jeho sloZeni je zavislé od pozadovaného ucinku na pokozku. Tekuté pudry tvoii
mastek: kifemicitan hotecnaty, oxid zineCnaty, oxid titanicity, glycerol a voda. Kompaktni

pudry tvofi barevné prasky s piimési pojivého materialu [15].

Granulat je robustni ptipravek, ktery se skladd z jemné praskovitych materiali, které maji
vyrazné mensi velikost ¢astic ve srovnani s pudry. Granulaty vyuzivané v kosmetice (napf.
prasky na ¢iSténi zubl) se ve styku s vodou lehce rozpadaji a diky tomu vytvari snadno
roztiratelné pasty nebo suspenze. Pouzivaji se v takovych ptipadech, kdy dochazi k uvol-

flovani jejich uc¢inné slozky [15].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

3.2 Kosmetické produkty

3.2.1 Sampony a myci roztoky

Sampony jsou ptipravky slouzici k odstrafiovani neéistot a mazu z povrchu chlupti a kize.
Myci roztok nebo Sampon s kombinaci keratinu a vytazky z koptivy, dodéavaji srsti vyzivu
do hloubky, obnovuje kozni proteinovou vrstvu, zvyrazni krasu a lesk, doda ochranu pied
vnéjSimi vlivy, piisobi preventivné proti dermatitidam, kopfivkam, nadmérné tvorbé mazu

a proti vypadavani srsti. [48]

3.2.2 Kondicionéry, balzamy a masky

Upravovat a oSetfovat srst zvifete je tfeba nejen z estetického hlediska, ale hlavné kvtli
zdravi kize a organt, které kryje. Pokud je srst klouzava po oSetieni specialnimi kondicio-

néry, chytd na sebe mén¢ necistot, rostlin, bodlaki, necucha se a nelame se [48].

Kondicionéry s obsahem keratinu zastupuji dilezitou funkci pro aktivaci koznich bunék.
Jsou vhodné pro tfidkou srst, k zvyraznéni kvality srsti, chrani chlupy pied poSkozenim

zpusobené chemikaliemi, teplem a mechanickou upravou. [44]

Tyto piipravky je nutné aplikovat po mycim roztoku. Kondicionéry uréené pro psy a kocky
mayji svézi vlini, obnovuji ptirozeny kozni mikrofilm a zajistuji hydrataci kize. Jeho slozky
napomahaji zajisSt'ovat lesk a elasticitu srsti. Tyto ptipravky jsou nezbytné pro obtizné Cesa-

telnou srst.[48]

3.2.3 Dopliikova kosmetika s keratinem

Oleje — smichanim ve spravném poméru: proteinovy kondicionér s lanolinovym olejem
vznika revitaliza¢ni G€inek proteini — vyborny odstrafiovac plsti a mé antistatické uc¢inky
[49]. Pouziti pti balickovani.

Spreje — objemové, padava srst, roz€esdvace, findlni Gprava — fixace, antistatické ucinky.
Na vlastnosti a aplikaci fixa¢nich prostfedkll je kladeno mnoho poZadavkl. Mezi nejdile-
zit¢j8i patii vysoka odolnost stfihu, snadné aplikace prostfedku, snadné rozcesavani, rychlé
zasychani, zvétSeni objemu a lesku. Tvorba nehydroskopického a nelepivého filmu, ktery

je dobfe odstranitelny Samponem. [50]

Sérum - posilujici sérum s keratinem a koptfivou vhodné pro fidkou srst, kterd potiebuje

posilit a zhoustnout. Pouziti tohoto ptipravku nevyzaduje oplachnuti.
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4 SRST PSA A KOCKY

4.1 Faze a cyklus riustu chlupu u psi a koéek

Existuji 3 stadia neboli cykly rustu chlupti. Prvni je anagenni neboli ristova faze, kdy
chlupovy folikul aktivné produkuje chlup. Pro chlup v anagenni neboli ristové fazi je ty-
picka dobfe vyvinutd dermalni papila, kterd je pokryta ,Cepickou* z chlupové matrice.
Druhé stadium je katagenni neboli pfechodné stadium mezi aktivnim riistem a zastavenim
rustu. Pro chlup v této fazi je riist smérem k povrchu. Chlupovy folikul v katagenni fazi je
kratSi a mens$i. Béhem telogenni neboli klidové faze se rist chlupu zastavi. Chlup se drzi
v chlupovém folikulu jako mrtvy chlup. Telogenni chlup je velmi maly, dosahuje ptfiblizné
1/3 délky anagenniho chlupu. Chlupy pokracuji v ristu, dokud nedosdhnou ptislusné délky
a pak vstoupi do klidové faze, v niz ztistanou do té¢ doby, dokud neza¢nou rtist nové chlu-
py, které vytlaci staré chlupy ven a ty pak vypadnou. Chlupy psu a koc¢ek se nahrazuji mo-
zaikovym zpisobem. Vrchol vypadavani a ndhrady chlupt probiha na jafe a na podzim.

K dal$im dvéma nejbéznéjSim vyménam dochazi sezénn¢ ve vinach. [47]

Anagenni Katagenni Telogenni . A, Anagenni
Rast Zapleteni Klid T " Nowvy rist

Stiedni anagenni
Obnova

Obrazek 14Faze cyklu chlupu[53]

Ristovy cyklus chlupil zvifat je regulovan mnoha faktory, podili se na ném: fotoperioda,
teplota prostfedi, zdravotni stav, genetické faktory, vyZiva, hormony a mistni faktory, které

ptimo ovlivituji rast chlupovych folikuld.
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4.2 Struktura psiho chlupu

Chlup je tvoren kotfenem, ztlustélym v chlupovou cibulku, ktery obaluje vnitini a zevni
epitelova pochva a pochva vazivova. Podél dlouhé osy mizeme folikul rozdé€lit na nékolik
casti. Dolni ¢ast, rozsifenou do cylindrického tvaru, oznacujeme jako vlasovou cibulku.
Usek nad ni mezi Giponem vzpiimovaée chlupu a vyvodem mazové zlizy oznaujeme jako
kmen (isthmus). Infundibulum je usek, kterym folikul usti na povrch ktize. Nekteré foliku-
ly zasahuji pouze do Skary, vétsi az do podkozi, které jim nejspiSe poskytuje lepsi podmin-

ky pro tvorbu, ziviny, teplo a lepsi ochranu pted u¢inky vnéjsiho prostiedi. [54]

Obrazek 15Mikroskopicky snimek chlupové cibulky na fezu [47]
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4.3 Postup pri koupani

Zaciname dikladnym namocenim srsti, to muize trvat i nékolik minut. Po dokonalém na-
moceni zaCne klize vstiebavat vodu. Pokud toto neprovedete, nemusi se Sampon dostat az
na kizi. Aplikujeme vhodny Sampon, ktery je ¢asto ve vysokych koncentratem a proto ho
musime natedit. Pak ho jemn¢ vmasirujeme (po dobu 3 minut) do celého povrchu téla.
Slovo Sampon pochazi z indického jazyka a znamena masaz. Masaz provadime po sméru
rustu chlupt. Bez ¢ekéni ditkladné oplachneme velkym mnozstvim vody (cca 37 °C), tak

abychom si byli jisti, Ze na téle zddny Sampon nezustal. [48]

Po dokonalém splachnuti Samponu se jemné vetfe nebo vmasiruje do kiize a srsti celého
téla potfebné mnozstvi. Nutné vmasirovat kondicionér do hloubky aZ na ktizi a dikladné
procesat smérem ke Spicce chlupu, aby se ptipravek dostal vSude. Pisobeni 5 - 20 minut
podle stavu srsti. Pokud je srst hodné poskozend pouzije se tento piipravek formou zabalu.
Nasledné se vyplachne vlaznou vodou. Po oplachnuti je nezbytné nutné srst zvirete vyfe-

novat vzduchem o télové teploté.

4.4 Frekvence koupani

Doporucené intervaly mezi koupelemi zdravych pst jsou 1x mésicné€, coz odpovida ptiro-
pele s vyzivovanim srsti v intervalech 7-10 dni. Nemocna kiiZze se oSetiuje 1x za 2 tydny,
ktze pottebuje Cas vstiebat kosmetické prostiedky pro regeneraci a pro rist chlupt. Pokud

se pes koupe Castéji, kiize nema dostatek ¢asu se zregenerovat.
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4.5 Nezbytnost aplikaci balzamu

Zvirata na rozdil od lidi produkuji kozni maz, ktery chrani jeji povrch pied vnéj$imi vlivy a
mikroorganismy. Tato ochranna vrstvicka mize byt riznymi vlivy prostfedi, ale i organis-
mu naru$ena, proto je nezbytné ji obnovit a to by mél ¢init balzam. Ten vSak nevytvaii jen

jeden benefit, ale hned n€kolik. Mezi ty prospésné vlivy balzamu a kondicionért patii:

e doplnéni hydrolipidového filmu do kiize a do srsti

» moznost prodlouzeni intervali mezi koupelemi

o odstranéni mazotoku, nebot’ ¢im vice se zvife odmastuje samotnymi
Sampony, tim vice se kiize brani a produkuje vice mazu

» nedochézi k tvorbé Supin u kratkosrstych psi

« kiize a srst na sebe nechyta prach ani necistoty

o leskla srst

o zvlanéna, hydratovana ktze

o zlepSena vyZiva srsti a kize

« regulace pH

e pes po koupeli neni citit. [52]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILE PRACE

Cilem praktické ¢asti prace bylo zjistit u¢inek balzdmi s piidavkem hydrolyzovaného ke-
ratinu na vlastnosti srsti psa a sledovat jeho ucinek ptfed i po. Prvnim dil¢im cilem bylo
vyrobit hydrolyzat keratinu KH a charakterizovat jeho slozeni. Byla provedena alkalicko-
enzymova hydrolyza s naslednou dialyzou. Druhym dil¢im cilem bylo ptipravit balzdmy
s riznymi koncentracemi a zhodnotit jejich viskozitu. KH bylo nutné ptidat do predem
vybraného kosmetického zakladu a nechat jej pisobit na vodou namoc¢ené¢ho a Samponem
vykoupaného psa. Po aplikaci srovnat chlupy po oSetfeni balzdmu. Cilem také bylo statis-
tické zpracovani vysledktl, prezentace vysledkti a navrh optimalniho pfidavku keratinové-
ho hydrolyzatu do kosmetické emulze. Srovnat pozorovanim vlastnosti chlupu optickou

mikroskopii a tahovou zkouSkou.
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6 PRIPRAVA KERATINOVEHO HYDROLYZATU

6.1 Pouzité enzymy

Enzym Lipex 100T - Lipex je lipdza do detergentil produkovana submerzni fermentaci
geneticky modifikovaného kmene Aspergillus. Lipex $tépi jedlé tuky a oleje rozstépenim
esterovych vazeb v prvnich a tfetich pozicich tukové (glycerinové) molekuly. Produkty
hydrolyzy jsou monoglyceridy a diglyceridy a volné mastné kyseliny, které jsou snadno
dispergovany nebo rozpusStény ve vodnych roztocich. Lipex ma Sirokou substratovou spe-

cifiku a podporuje hydrolyzu §iroké Skaly riznych tuki a oleji.

Enzym Savinase Ultra 16L. - je proteindza s vysoce efektivnim 2 % stabiliza¢nim ¢ini-
dlem 4-FPBA (4-formyl-fenyl-kyselina boritd). 4-FPBA se chova jako reversibilni inhibi-
tor proteindzy tim, Ze navaze proteinovou molekulu. Nejvyssi u€innost enzymu je dosaze-

na pti pH v rozsahu od 8,8-9,2 (vyrobce NovoZymes, Dansko).

Déle byly pouzity chemikalie, které jsou zaznamenany v nasledujicich postupech.

Print 1D 030720548
PXN40001 ﬂi
|

Obrazek 16 PouZité enzymy pii hydrolyze
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6.2 Materialy a pomiicky

Néadoby s vikem, nozovy mlyn, vafi¢ na hydrolyzu s michadlem, PA tkanina, Celul6zova
membrana se sponou, Analogicka thlova odstfedivka 4000 ot/min, Teplomér, pH metr
Piccolo (s Amplified Electrode HI 1295), topna deska Ceran 93020 (vyrobce Schott-Garéte
GmbH), susarna WTC Binder E 28 — TB 1, analytické vahy Kern 770 a ptfedvazky Kern
440, vodni lazen, michadla, stojan, baiiky, chladi¢, kddinky, Biichnerova nélevka, filtracni

papir KA 1 a KA 4, Erlenmayerovy banky, Topné hnizdo LTHS 2000, exsikator, pipety.

6.3 Biologicky material

Ov¢i vina MERINO

6.4 Postup pripravy

6.4.1 Uprava viny

Nejdiive byla surova vina pfebrana od hrubych viditelnych necistot a rozsttithana na mensi
kousky. 800 g viny se propralo ve vlazné vod¢ s piidavkem jaru. Nakonec se vina daklad-

n¢ proprala pod mirné teplou tekouci vodou, tak aby byl upln¢ odstranén jar.

6.4.2 Odtucnéni enzymem Lipex 100T

Vlna byla piesunuta do nddob a doplnila se vodou v poméru vina:voda = 1:50 (200 g/ 10
1). Pfed pfiddnim enzymu (1 % enzymu na hmotnost suché viny) se upravi hodnota pH na
8 pomoci NaOH. Nasleduje 24 h odtu¢novani pii 40+2 °C. Béhem odtucnovani dochdzi
k ob¢asnému michdni. Po odtu¢néni se vlna promyje a vysusi v horkovzdusné susarné pii

103+2°C. Nasleduje mleti na nozovém mlyné s velikosti ok sita 1 mm.

6.4.3 Rozklad viny
1. Stupen

700 g namleté viny se doplni 14 I destilované vody, pfida se Ca(OH) tak aby vznikl 0,6%
roztok, probih4 48 h hydrolyza pti 80 °C za stalého michani.
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2. Stupei

Pted ptfidanim enzymu (5 % enzymu na navazku viny) se opét upravi hodnota pH na 9.
Probiha 24 h hydrolyza pti 60 °C. Enzym se inaktivuje zahfivanim kapalné faze na 90 °C —

10 min.
Separace

Hydrolyzat se separuje pres 8 vrstev PA tkaniny (oka 150 pm) a dale byl odstfedén pfti

4000 ot/min po dobu 10 min. Po odstfedéni se zbytek vysusi a zvazi.

6.4.4 Dialyza

Hydrolyzat obsahoval nizkomolekularni latky (popeloviny), které musely byt kvili dalsi-
mu vyuziti odstranény. Vhodnou metodou pro odstraniovani nizkomolekularnich latek je
dialyza ptes celulozové membrany. Do membrany, ktera propoustéla latky s molekulovou
hmotnosti mensi nez 12 kDa, byl nalit hydrolyzat a konce membrany byly uzavieny svor-
kami. Hydrolyzat se dialyzoval oproti destilované vod¢ v poméru 1:10 ve prospéch desti-
lované vody. Dialyza probihala 1 tyden, v prubéhu tydne bylo médium vyménéno kazdych

24 hodin. Po skonceni dialyzy byl hydrolyzat vylit na plech a vysuSen pii teploté 60 °C.

Obrazek 17 Extrakce viny pied ptiddnim enzymu
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7 ANALYTICKE METODY

7.1 Analytické metody provedené na surové viné, dialyzatu a hydrolyza-

tu Keratinu

7.1.1 U&innost hydrolyzy

Uginnost hydrolyzy [%] byla stanovena podle vztahu

m
n=—= %100

My)ny

mkH. .. hmotnost keratinového hydrolyzatu [g]

Mylny. .. hmotnost viny [g]

o

Obrazek 18Cista vIna - Keratinovy hydrolyzat - Keratin hydrolyzat po dialyze
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7.1.2 Stanoveni vlhkosti

Vazkové stanoveni suSiny, kdy suSina je hmota vzorku po odstranéni vody susenim. Do
pripravenych kozeluzskych misek bylo navazeno cca 1 g vzorkd (zvazeno na analytickych
vahach s presnosti £0,0001 g). Vzorky se umistily do susarny, kde se susily pii teploté
103+£2 °C 5 hodin. Poté se misky se vzorky nechaly vychladit v exikatoru s vysusenym
silikagelem na pokojovou teplotu a zvazil se rozdil. Pro kazdy vzorek probéhlo méfeni

dvakrat. Mnozstvi vody se ur€uje z hmotnostniho tbytku po vysuSeni vzorku [%].

msq
S =— x100
My

myo ... hmotnost vzorku pfed susenim [g]
my ... hmotnost vzorku po suseni [g]

S ... obsah suSiny [%]

7.1.3 Mikrochemické stanoveni obsahu dusiku

Do mineraliza¢ni baiiky bylo navazeno 0,2 g vzorku s ptesnosti £0,0001 g dale bylo ptida-
no 5,6 ml H.SO4, 20 ml 0,02N HCI a nakonec tableta katalyzatoru. Banky spolu se smési
se mineralizovaly pfi teploté 510+2 °C pod dobu 1,5 hodiny. Po zchladnuti se roztok ztedil
malym mnozstvim vody, aby doSlo k rozpusténi pevnych c¢astic. Nakonec se roztok prelil
do 50 ml odmérné baiiky a doplnil po rysku. Dusik se stanovoval na Parnas — Wagnerové
ptistroji. Do Parnas-Wagnerovy destila¢ni aparatury se odpipetovalo 25 ml vzorku a 20 ml
roztoku Na>S>03 s NaOH poté se pustil chladi€. Jimalo se do ptedlohy destilacni aparatury,
ve které bylo 15 ml H3BOs. Amoniak jsem vydestiloval s vodni parou do ptfedlohy, doba
destilace byla 20 minut od pocatku varu v destila¢ni bafice. K destilatu bylo ptidano néko-
lik kapek Tashirova indikatoru a poté byl titrovan 0,02N HCI do rGzového zbarveni. Obsah
dusiku se stanovoval u vzorkll viny, nerozloZzené¢ho podilu vlny a hydrolyzati. Pokus se

provedl dvakrat a poté se z hodnot vypocitala primérna hodnota.
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Mnozstvi dusiku [%] se vypocitalo podle vzorce:

N_V><c><14,007><100><2
- nx10-3

V ... spotteba HCI pfi titraci [ml]
¢ ... molarni koncentrace HCI [mol.I-1]
n ... navazka vzorku [g]

N ... obsah dusiku ve vzorku [%]

7.1.4 Stanoveni obsahu siry sraZenim roztokem chloridu barnatého

Vzorek hydrolyzatu se zmineralizuje a sirany se ve zmineralizovaném produktu stanovi
gravimetricky. Ionty SO4* reaguji ve slabé okyseleném prostiedi s ionty Ba** za vzniku

velmi malo rozpustné srazeniny siranu barnatého.

Do Kjeldahlovy banky byl navazen 1 g vzorku a k nému bylo ptfidano 50 ml koncentrova-
né HNOs3. Smés se nechala vatit nad kahanem 2 hodiny a kazdych 15 minut se k roztoku
pfidaly 3 ml 30% H20O.. Po mineralizaci a po zchladnuti se roztok pielil do 200 ml odmér-
né barky, ktera se doplnila vodou po rysku. Roztok se poté zfiltroval do 600 ml kadinky
pies stfedn¢ husty filtr a zahidl k varu. Za stalého michani se postupné piidavalo 120 ml
10% horkého roztoku BaCl,. Smés se nechala hodinu vaftit a poté odleZet 24 hodin v diges-
tofi. Vznikld srazenina se poté prefiltrovala pies husty filtracni papir a srazenina na filtru
byla promyvana horkou destilovanou vodou, dokud nedoslo k odstranéni veskerych chlori-
di (zkouska filtratu se provadéla dusiCnanem stiibrnym). Filtracni papir se srazeninou se
vysusil pti 103 £+ 2 °C a poté zpopelnil v Zihacim kelimku (vysuSeném a zvaZzeném) nad
kahanem. Popel se dale nechal 2 hodiny zihat v muflové peci pti 800 °C. Po ochlazeni v

exsikatoru se kelimek zvazil.
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Mnozstvi siranti a siry [%] se vypocitalo podle vzorce:

m X 0,412 x 100

c(S0,) = -

M(S)
M(504)

c(S) = X ¢(S50,)

c(504%") - mnoZstvi siranti[%]

m — hmotnost srazeniny BaSO4 [g]

n — navazka vzorku na stanoveni [g]

0,412 — prepo¢itavaci faktor na prepocet BaSO4 na SO4*
¢(S) — mnozstvi siry [%]

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

M(SO4* ) — molarni hmotnost siranti 96,056 [g/mol]

7.1.5 Stanoveni obsahu popelovin

Stanoveni se provadélo vzdy u kazdého vzorku dvakrat. Na zacatku méteni bylo nutné
piezihat kelimky z kfemenného skla, a nasledn¢ je nechat vychladnout v exsikatoru. Poté
se prazdné kelimky zvézily na analytickych vahach a ptidal se do nich vzorek. Kelimek
spolu se vzorkem se opét zvazil na analytickych vahach. Vzorek v kelimku se nechal spa-
lovat nad kahanem do zuhelnaténi. Poté se kelimek se vzorkem vlozil na dobu 1,5 hodiny
do muflové pece o teploté 650 °C. Po uplynuti ¢asu se kelimky vloZily do exsikatoru, ve
kterém se temperovaly. Po vytemperovani se opét prevazily na analytickych vahéch.

Mnozstvi popelovin [%] se vypocitalo podle vzorce:

m; —m,
mp = ——— x 100
h

myp — mnozstvi popelovin ve vzorku [%]
mi — hmotnost Zihaciho kelimku se vzorkem po vyZihani [g]
my — hmotnost Zihaciho kelimku bez vzorku [g]

my — hmotnost navazené¢ho vzorku [g]
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7.1.6 Stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti (M.) hydrolyzati

Distribuce molekulovych hmotnosti (Mw) keratinovych hydrolyzati byla provedena meto-
dou SDS-PAGE na 10-20% tricine polyakrylamidovém gelu o rozmérech 86 x 81x 1 mm
pii pH 8,3 v minicele Novex Xcell II za pouziti programovatelného proudového zdroje
Novex Model-3540 pfi konstantnim napéti 125 V, proudové intenzité na startu 80 mA a
vykonu 5 W v ¢ase vyvijeni alesponi 1,5 hod.

Je tfeba si nejdiive pfipravit roztok vzorku. Do 10 ml odmérné banky je tieba navazit pres-
n¢ 0,120 g testované¢ho vzorku. Rozpustime pfidanim vody a nakonec doplnit po znacku.
Poté odstfedit na malé odstfedivce pii cca 6000 ot/min, 5 minut. Pfi stanovovani My se
ziedi ve vialkéach roztok vzorku s pufrem v poméru 1:1 — piipravit alespont 100ul roztoku
(50 ul vzorku + 50 pl pufru). Kde je nutné piidat redukéni ¢inidlo, fedime v poméru 5:4:1
(na 100 pl ptijde 50 pl vzorku + 40 pl pufru + 10 pl merkaptoetanolu).

Aplikované mnozstvi hydrolyzati do jamek gelu bylo 20 ul. Elektroforeticka separace byla
ukoncena. Po probéhnuté gelové elektroforéze byl odstranén zbytek pufru vodou a probéh-
lo ustaleni gelu v roztoku kyseliny octové a metanolu, dale prob&hlo barveni modrti Briliant
Blue G. Poté se opét odlije barvivo a gel se nékolikrat oplachne a odbarvi (pfes noc) 25 %

metanolem. Po uplynuti této doby byl gel vysuSen.
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7.2 Priprava keratinovych balzamu

Z keratinového hydrolyzatu, ktery se pfimichal do kosmetického zdkladu KZA byly pii-
praveny balzamy (viz. Obrazek 20).

Slozeni kosmetického zakladu: Voda, Cetyl stearyl alkohol, Mineralni olej, Hexadecyl- ti
methyl amonium chlorid, Parfém, Kyselina citronova, 2-fenoxyetanol, Ethyl hexyl glyce-

rol, Metylester kyseliny mlé¢né, Mentol. [52]

Balzamy byly ptipraveny tak, ze do 400 ml kadinky bylo navazeno 300 g kosmetického
zakladu a dopocitano mnozstvi keratinového hydrolyzatu. Celd smés byla poté homogeni-
zovana na michadle RZR 2020 pti teploté 40°C po dobu 10 min pii 800 ot/min. Ziskali
jsme 3 balzamy a to KZA + 0,5 % KD, KZA + 1 % KD a KZA + 1,5 % KD. Ptipravené

balzamy byly uchovany v uzaviené nadob¢ za pokojové teploty.

Obrazek 19 Z leva: KZA - 0,5% KD v KZA - 1% KD v KZA - 1,5% KD v KZA
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Postup aplikace

Nejprve byly odebrany vzorky chlupii pted oSetfenim na hrudniku, zaddech a ocase. Pro
analyzu vlivu pfidavku KH meéfenim mikroskopicky byly chlupy z kize odtrhnuty, pro

méteni tahové zkousky odstiihnuty. Jednalo se o chlupy kryci nikoli podsadu.

Vlaznou vodou se namoc¢i dikladné srst psa az ke kiizi, naaplikuje se Sampon ziedény 1:3
vodou a jemné se vmasiruje do srsti celého povrchu téla. Sampon se nechal pdt minut pa-
sobit za jemné masaze krouzivymi pohyby. Poté se Sampon splachl hojnym mnozstvi vody.
Podle potieby byl Sampon aplikovan znovu. Po dokonalém splachnuti Samponu se vetie do
khze a srsti celého téla potiebné mnozstvi balzdmu + 250 ml a necha se ptsobit 15 — 20
minut. Balzdm byl vyplachnut hojnym mnozstvi vody. Nasledovalo uplné vysusSeni srsti

fénem a procesani. Vzorky chlupti byly po aplikaci odebrany ze stejnych mist jako pied

oSetfenim.

Obrazek 20 Pted upravou - Aplikace balzdmu - Po upraveé

7.3 Tahova zkouska

Pro zhodnoceni mechanickych vlastnosti neoSetfenych a oSetfenych chlupii se zvolila ta-
hové zkouSka. Ze tfi mist na téle psa tedy hrudniku, zad a ocasu se ustiihly chlupy. Z kaz-
dého mista se pfipravilo 15 vzorkl (viz. Obrazek 19), chlupy byly z kazdé strany opatieny
papirovym paskem s o¢kem, ktery byl pfi méfeni upevnén do trhaciho zatfizeni. Pocatecni
vzdalenost celisti byla 40 mm a rychlost posuvu ¢elisti 200 mm/min. Z namétenych hodnot

byl vyhodnocovan primér.
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Obrazek 21 Pripraveny vzorek chlupu k tahové zkousce

7.4 Viskozita

Meéteni bylo provedeno na reometru MALVERN KINEXUS, geometrii valec—valec pro
vSechny koncentrace pfidavku KD 1 pro samotny KZA. Byla métena zavislost viskozity a

smykového pfiy=0,1-10s!, za 25°

7.5 Mikroskopie

Zkouska byla provedena na mikroskopu Olympus BX41 U — CMAD3 pii zvétSeni 20x.
Sledovany byly chlupy pied, po oSetfeni a 24 hodin po oSetfeni u vSech typi balzdmi

s ptidavkem KD i bez néj. Chlup byl zatiZen mezi dvéma sklicky.
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Tabulka 3Zéakladni informace o psech
Tloust’ka | Tloust’ka | Tloust’ka
Jméno | pohlavi | barva vék | Hmotnost chlupu chlupu chlupu
hrudnik zada ocas
psa [kg]
[nm] [pm] [m]
Mia fena Cerno - | 12 let 19 30 60 40
Foxy bila
Fox
Armani pes Cerno- | 8,5 24 60 70 50
Banov bila roku
Bells
Bianka fena | Cerno- | 6,5 18 40 40 40
Béanov bila roku
Bellls
Celeste fena Cerno - | 3 roky 16 50 60 50
Banov bila
Bells

Pro zjisténi mechanickych zkousek, tedy zkouSky tahové jsem aplikovala balzamy z kon-

centraci 0,5% KH na fenku Celeste a s nejvyssi koncentraci na fenku Bianku tedy 1,5 %

KH. Pro srovnéni byl aplikovan pouze kosmeticky zaklad na nejstar§iho psa, fenku Miu.

U povrchovych a strukturnich vlastnosti chlupu, tedy zkouSky mikroskopické jsem pouzila

vSechny 4 vzorky balzdmi na jednoho psa, Armaniho. Pomoci gumicek jsem odd¢lila

chlupy ze vSech tii odbérnych mist — hrudi, zad a ocasu.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 U¢innost hydrolyzy

Byla provedena alkalicko-enzymova hydrolyza ov¢i viny, kterd méla ucinnost 67 %. Nej-
vetsi ztrata byla pii dialyze. Pti dialyze se z kapalného hydrolyzatu vyplavuji ven z mem-
brany kratsi fetézce keratinu. VEt§i mnozstvi kratSich fetézclh mohlo vzniknout diky vysokeé
teploté pti hydrolyze, a rovnéz také vlivem vysokého pH roztoku. Dalsim z divodu, ktery
mohl piispét k vétsi ztraté kapalného hydrolyzatu pti dialyze, je jeho tnik do vody. V pri-
behu dialyzy se mirné zvySuje tlak a pnuti v membrané, coZ mohlo pfispét k netésnosti

svorek uzavirajicich membranu.

Mylny = hmotnost pomleté viny 700 g
mgH — hmotnost nerozlozeného podilu = 228,7 g.

n=67%

8.2 Analytické zkouSky

V tabulkach 4-9je mozné vidét vysledky analytickych zkousek. Mezi tyto zkousky patii
mnozstvi susiny, popela, dusiku, siry a distribuci molarnich hmotnosti. Tyto analytické
zkousky byly provedeny u surové viny, keratinového hydrolyzatu KH a keratinového dia-

lyzatu KD.

8.2.1 Obsah vlhkosti

Z nasledujici tabulky je vidét obsah vlhkosti u ¢isté viny, keratinového hydrolyzatu a na-
sledn¢ dialyzovaného KH. Z vysledkl vyplyva, ze nejvetsi obsah vlhkosti mél KH. Tato
zkouska byla nezbytna pro pfepocitani vzorku na suSinu, kvili ptipravé michani balzdmt,

kde bylo nutné vychozi slozky piepocitat na suSinu.
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Tabulka 40bsah vlhkosti [%]

vzorek | pu2o
[%e]
VIna 7,9
KH 8,5
KD 5,7

8.2.2 Vysledek stanoveni dusiku

V tabulce ¢. 6 mizeme sledovat vysledky po stanoveni dusiku v jednotlivych materialech.

Ve vysledcich, které jsou piepocteny na suSinu vina obsahuje vice dusiku nez keratinovy

hydrolyzat. Muze to byt zplisobeno tim, ze keratinovy hydrolyzat obsahoval vice popela.

Toto mnozstvi popela obsazené v hydrolyzatu procentudlné snizuje mnozstvi dusiku v na-

vazce. Nejmensi obsah dusiku mél KH

Tabulka 5Vysledky stanoveni dusiku [%]

Vzorek | Podil dusiku* [%] | Smérodatna odchylka
Vlna 20,2 3,24
KH 14 0,3
KD 17,3 1,21
* vztaZeno na susinu
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8.2.3 Vysledek stanoveni siry

Obsah siry se moc nelisi v zddném ptipad¢ z méfenych materiald. Tento vysledek (viz.

Tabulka 7) ukazuje na to, Ze pii hydrolyze a nasledné dialyze nedochazi k destrukci sir-

nych aminokyselin.

Tabulka 6Vysledky stanoveni siry [%]

Vzorek | Podil siranii | Podil siry* | Smérodatna odchylka
[%o] [Yo]
Vlna 25,7 9,3 0,25
KH 27,3 9,6 0,14
KD 28,1 10,2 0,07
* vztaZeno na susinu

8.2.4 Vysledek stanoveni popela

Ze vsech vzorkli mél nejmensi mnozstvi popela keratinovy dialyzat (viz. Tabulka 8) to

muze souviset se zplisobem piipravy a nasledného c¢isténi tohoto materidlu. Velmi malé

mnozstvi popela obsahovala vlna, keratinovy hydrolyzat obsahoval ze vSech vzorki nej-

vysS§i obsah popela, to souvisi se zptisobem jeho ptipravy. Ptiprava byla dvoustupnova,

jednalo se o kombinovany zptsob alkalické a enzymové hydrolyzy. Nasledné zpracovani

viny probihalo v siln¢ alkalickém prostfedi Ca(OH), a dale dochéazelo k upravé pH pomoci

NaOH. Dodavani téchto latek se projevilo zvySenim obsahu popelovin, jak je vidét u KH,

kde je obsah popelovin 18,6 %. Byla proto provedena dialyza, ktera zbavila hydrolyzat

vEtsi ¢asti popelovin, a vysledny obsah popelovin pak byl 0,22%. Kdyby dialyza probihala

déle, byl by obsah popelovin niz§i. Pro naSe potieby byl obsah popelovin u hydrolyzatu

naprosto dostacujici.
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Tabulka 7Vysledky stanoveni popela [%]

Vzorek | Podil popela* | Smérodatna odchylka
%
Vlna 0,92 0,28
KH 18,6 1
KD 0,22 0,07
* vztazeno na susinu

8.2.5 Vysledek distribuce molekulovych hmotnosti (M.) hydrolyzata

Metodou SDS — PAGE byla provedena distribuce molekulovych hmotnosti a to u keratino-

vého hydrolyzatu, kde jsme zjistily pomoci standartové tabulky nizky vyskyt proteinového

materialu skoro o 20 %, ktery je dan velkym mnoZzstvim popelovin. Oproti hydrolyzatu po

dialyze, kde se nachazi Siroka distribuce molarnich hmotnosti — od nizkych po velmi vyso-

ké od 120 — 10 kDa. Vysledkem (viz. Tabulka 9) jsou dva vyrazné pasy molarnich hmot-

nosti, prvni pas ukazujici na KH u nizkomolekularnich fetézca jeho stfedova hodnota je

kolem 15kDa, druhy pas tedy hydrolyzat po dialyze ma stfedové hodnoty = 100kDa. U KD

jsou pasy vyraznéjsi, to poukazuje na nizky obsah popelovin, na navazku ma vétsi koncen-

traci bilkovin. V KD neni viditelny Zadny vyrazny pokles kratkych fetézci,, mize byt zpl-

sobeno ptidavkem reduk¢niho ¢inidla (merkaptoetanolu).
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Tabulka 8Vysledek molekulovych hmotnosti metodou SDS

KERATINOVY
HYDROLYSAT

KERATINOVY
HYDROLYZATPO
DIALYZE

STANDARD
MOLEKULOVYCHHMOTNOSTI

My [KDA]




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

8.3 Vysledek tahové zkousky

U chlupti byl testovan pouze jeden typ mechanické zkousky. Jednalo se o zkousku taho-
vou. Z 15 ptipravenych vzorkti bylo do tabulky (¢. 10) vybrano min. 7 nejlepSich, nékteré
byly $patné¢ nalepeny, tim dochéazelo k uvolnéni chlupti ze svorek, nebo se chlupy netypic-
ky protahovaly. Pietrzeni chlupu bylo velmi rychlé, prevazné dano jeho tenkosti

s primérnou hodnotou 50 pm.

Tabulka 9Vysledky tahové zkouSky

Jméno Celeste Celeste Bianka Bianka Mia Mia
psa pred KZA+ pred KZA + pred KZA
0,5 % KD 1,5 % KD
Draha 7 17 9 14 9 12
[mm]
+ 3 6 | | | 0,9
Sila [N] 0,5 0,4 0,4 0,6 0,6 0,4
+ 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1

Po pouziti KZA doslo k zlepsSeni dlouzeni u vSech vzorkt. Sila potiebna k piretrzeni chlu-
pu, je tak mala, ze neni vyrazny rozdil mezi jednotlivymi hodnotami. Nejvyrazngjsi rozdil
je u 0,5% KH v KZA, ale viici vysoké smérodatné odchylce neni méteni relevantni.
K dal§imu vyraznému nartistu prodlouzeni byl zaznamenan nejvyssi ptidavek KH (1,5 %)

jednd se tak o 65% zlepSeni prodlouzeni oproti chlupu neupravenému.

Na obrazku 22 Ize vidét pribéh tahové kiivky pred pouzitim KH a na obrdzku 23 tahova
kiivka pti potazeni chlupu oSetfenym KZA s 1,5% KH.
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Obrazek 22tahové zkousky pred pouzitim KH

Obrazek 23Graf takové zkousky po pouziti 1,5 % KH
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8.4 Vysledek viskozity
Na nésledujicim obrazku (viz. Obrazek 24), je uvedeno, zZe pridavkem KD je patrny nartst
viskozity nez jen pti pouziti kosmetického zakladu. Nejvyraznéjsi nartist n byl pridavkem

1 % KD. Vysledky méteni viskozity jsou uvedeny v tabulce (¢. 11).

1,8

1,6

1,4

1,2
p—
[74)

X 1
e

— 0,8
=

0,6

0,4

0,2

0

0,5% KD 1% KD 1,5 % KD

Obrazek 24Vliv ptidavku KH na viskozitu

Pribéh smykové deformace se tedy chova podle pfedpokladu — se vzristajici y [s-1], klesa
n. Pfidavkem 1 % KD je vidét: y 0,1 [s-1] ma n= 94,8 [Paxs] a pfi rychlosti smykové de-
formace y 10 [s-1] ma viskozitu n= 1,65 [Paxs].
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Tabulka 10Vysledky namétenych hodnot smykové rychlosti a viskozity
KZA KZA0,5%KD | KZA1%KD | KZA 1,5 % KD
Y c n c n c | c n
[s-1] [Pa] | [Paxs] [Pa] | [Paxs] [Pa] | [Paxs] [Pa] [Paxs]
1 0,1 0,955 | 9,55 5,672 | 56,72 | 9,479 | 94,79 | 4,503 | 45,03
2 0,1585 | 1,128 | 7,116 | 6,211 | 39,19 | 9,578 | 60,44 | 4,88 30,79
3 0,2512 | 1,327 | 5,281 | 6,931 | 27,59 | 10,09 | 40,18 | 5,573 | 22,19
4 0,3981 | 1,551 | 3,895 | 7,631 | 19,17 | 10,76 | 27,02 | 6,589 | 16,55
> 0,631 | 1,803 | 2,858 | 8211 | 13,01 | 11,51 | 18,24 7,9 12,52
6 1 2,096 | 2,096 | 8,685 | 8,684 | 12,27 | 12,27 | 9,059 | 9,058
7 1,585 | 2,43 1,533 | 9,125 | 5,757 | 13,03 | 8,219 | 9,797 | 6,181
8 2,512 | 2,818 | 1,122 | 9,581 | 3,814 | 13,84 | 5,508 | 10,48 | 4,171
? 3,981 | 3,262 | 0,8193 | 10,11 2,54 14,68 | 3,688 | 11,26 | 2,829
10 6,31 3,792 | 0,6009 | 10,82 | 1,715 | 15,54 | 2,463 | 12,14 | 1,923
1 10 4,423 | 0,4423 | 11,73 | 1,173 16,5 1,65 13,26 | 1,326

8.5 Vysledek povrchové mikroskopie

Na nasledujicich obrazcich 25 — 28 jsou zobrazeny fotografie chlupti pied a po aplikaci

balzamu (A — pted aplikaci, B — po aplikaci balzdmu, C — po 24 hodinov¢ aplikaci balza-

mu). Z obrazku je patrné, ze u neupravenych chlupl lze pozorovat rozttepeni chlupu a po

aplikaci balzdmu jsou hladsi.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

1. Aplikace KZA

Obrazek 25 Aplikace kosmetického zakladu

Pro srovnani bylo vyhodnoceno i samotné piisobeni kosmetického zakladu bez ptidavka
keratinového hydrolyzatu z odbérného mista na zadech s primérnou tloustkou chlupt
70 um. Tyto chlupu jsou ze subjektivniho dojmu nejméné namdhané a poniené. Avsak i

pfi mirnych zménéch na povrchu chlupu po aplikaci nebyl zjevny velky efekt.
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2. Aplikace KZA + 0,5 % KD

Obrazek 26 Aplikace KZA + 0,5 % KD

Balzamy s pfidavkem 0,5 % KD v kosmetickém balzamu, byly aplikovany na chlupy
hrudniku o tloustce 60 pm, lze usoudit mirné zlepSeni, avSak po 24 hodinach se vyskytuji

mirné defekty na povrchu.
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3. Aplikace KZA +1 % KH

Obrazek 27 Aplikace KZA + 1 % KD

Pii této zkouSce byly vybrany obrazky chlupového folikulu z umisténi na zadech
s tloustkou 70 pm pied a po aplikaci 1% ptidavku KD do kosmetického zikladu. Lze
usoudit zlepsSeni pfedev§im v misté odtrZeni kofene od klize, k pozitivnimu vlivu doslo i po

24 hodinéch po aplikaci.
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4. Aplikace KZA + 1,5 % KH

Obrazek 28 Aplikace KZA + 1,5 % KD

Pouzitim balzamu s nejvyssim pfidavkem hydrolyzatu tedy 1,5 % do kosmetického zékla-
du, doslo k absolutnimu vyhlazeni povrchu chlupu s G¢innosti az 24 hodin. Vzorky chlupti

byly odebrany z nejvice namédhaného mista psa a to ocase s prumérnou tloustkou 50 pm.
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ZAVER

Diplomova prace byla rozdélena na dvé ¢asti, na teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretic-
ké casti ve svém uvodu jsou popsany informace o keratinech, odpadech z ov¢i viny,
z pohledu celosvétové i narodni produkce viny. Podstatna ¢ast teoretické Casti se zabyva
hydrolytickym S§tépenim keratinti s demonstrativnimi piiklady. V dalsi ¢asti se zabyva for-
maci kosmetickych produktii pro zvitata s naslednou aplikaci keratinovych hydrolyzata.
Na zavér teoretické Casti je popsan cyklus ristu chlupii s jeho morfologii a jsou zde zming-

ny postupy a aplikace kosmetickych ptipravkil pti Gipravé zvitete.

Cilem praktické casti prace bylo sledovat Gcinek balzamti s ptidavkem hydrolyzovaného
keratinu na vlastnosti srsti psa s naslednym 24 hodinovym rozestupem. Prvnim dil¢im ci-
lem bylo vyrobit hydrolyzat keratinu a charakterizovat jeho sloZeni. Byla provedena alka-
licko-enzymova hydrolyza s ucinnosti 67 %, poté nasledovala dialyza, pii ni doslo
k nejvétsi ztraté, po dialyze bylo ziskano 131 g hydrolyzatu, ktery byl dale vyuZzivan pro
piipravu balzamt. Dale byly provedeny analytické zkousky obsahu suSiny, dusiku, siry a
distribuce molekulovych hmotnosti. Z vysledkii téchto zkousek lze usuzovat, ze zvoleny

zpusob alkalicko-enzymové hydrolyzy s ndslednou dialyzou byl zvolen optimalné.

Druhym dil¢im cilem bylo pfipravit balzamy s riznymi koncentracemi hydrolyzatu a
zhodnotit jejich reologické vlastnosti. Keratinovy hydrolyzat byl ptfidan ve tfech riznych
koncentracich 0,5 %, 1% a 1,5 % do kosmetického zékladu ur¢en¢ho pro zvirata. Vyssi
koncentrace nebylo mozné ptipravit, jelikoz pti ptidavku KH nad 1,7 % doSlo k oddéleni
vodné a olejové frakce v balzamu. Pi1 métfeni reologickych vlastnosti bylo zjisténo, ze pii-
davek hydrolyzatu zvySuje viskozitu balzdmil (nejvice pii koncentraci 1 %). ZvySeni vis-
kozity mélo za nasledek lepsi vlastnosti pfi nanaSeni balzdma, balzdmy s KH se 1épe apli-

kovaly na srst a pfi masirovani do ktiZze psa se 1épe vstiebavaly.

Ttetim cilem bylo otestovat chlupy oSetifené balzamem s pfidavkem KH 1 bez néj a vyhod-
notit jejich mechanické vlastnosti tahovou zkouskou a povrchovou strukturu mikroskopic-
ky. Balzamy byly aplikovany na 4 rizné staré psy plemene Border collie s riznou kondici
srsti (chlupy mechanicky ponicené, chlupy v obdobi vypadavani atd.). Pro mechanické
testovani byly hodnoceny chlupy pted aplikaci, ihned po aplikaci a 24 hodin po aplikaci.
Tahovou zkouskou byly testovany koncentrace 0,5% a 1,5 % KH v porovnanim s KZA.
Bylo zjisténo, ze chlup oSetteny 1,5% KH v KZA se protédhl o 65 % vice nez chlup neoSet-

feny. U mikroskopické analyzy mél ptidavek KH pozitivni u€inek na uhlazeni struktury
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chlupu. Nejvétsi rozdil byl zaznamenéan u koncentrace 1,5 % ptidavku KH, chlup byl témét

po celé délce uhlazeny a to 1 24 hodin po aplikaci.

Ze subjektivniho hlediska miizu konstatovat, ze po ptusobeni balzamu s KH a nasledném
vyfénovani byl pozorovan rozdil predevsim v lepSim roz€esavani a schnuti psa. Chlup byl
rovngjsi a uhlazengjsi, coz lze vidét i na obrazku uvedeném v kapitole o aplikaci balzamu.
Pro diikladnéjsi zhodnoceni vlastnosti keratinového hydrolyzatu pouzitého v kosmetickych
ptipravcich pro zvitata by bylo vhodné navazat napt. dlouhodobym sledovanim pisobeni

balzamt na srst zvifete.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
M, Vyznam druhé zkratky. Molarni hmotnost kg x mol™!
KZA  Kosmeticky zéklad

KH Keratinovy hydrolyzat.

KD Keratinovy hydrolyzat po dialyze
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