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ABSTRAKT

Tato diplomova préace se zabyva izolaci keratinu z odpadniho pefi a vyuzitim izolovaného
keratinu pro pfipravu polymernich filmd. Hlavnim cilem bylo prostfednictvim hydrolyzy
izolovat keratin z dribeZziho pefi a porovnat vytéznost riznych typt hydrolyz. Nejefektivnéjsi
byla hydrolyza s 0,5% hydroxidem sodnym s vytéznosti 480 g keratinu na 1 kg slepiciho pefi.
Izolovany keratin byl charakterizovan z hlediska struktury, morfologie a termalnich vlastnosti.
Porovnani s hmotnostnim standardem ukazalo, ze aplikované hydrolyzy rozstépily keratin
na makromolekuly mensi nez 15 kDa. Za pomoci skenovaci elektronové mikroskopie bylo
stanoveno, ze lyofilizované keratinové ¢astice dosahovaly velikosti v fadu desitek pm a mély
nepravidelny tvar. Dale byly pfipraveny kompozitni filmy na bézi izolovaného B-keratinu
a dalSich polymert. Pomoci termickych metod bylo zjisténo, ze ptidavek keratinu vyrazné snizil
termalni stabilitu kompozitnich filmt. Analyzy ukazaly, Ze nejlepsSich mechanickych vlastnosti
bylo dosazeno u filmia na bazi polyvinyl alkoholu a keratinu. Ku piikladu ptidavek 0,25 g
keratinu na 1 g polyvinyl alkoholu vyznamné zvysil hodnotu prodlouzeni v tahu az o 68,9 %.
Dale pak filmy na bazi chitosanu a keratinu meél antibakteridlni vlastnosti. Vysledky této
diplomové prace dokladaji, ze z dribeziho pefi lze za pomoci alkalické hydrolyzy efektivné
izolovat keratin, ktery miize byt vyuzit pro pfipravu kompozitnich filmi s potencialem
pro praktickou aplikaci.

KLiCOVA SLOVA
B-keratin, hydrolyza, bioplasty, slepici pefi



ABSTRACT

This diploma thesis deals with keratin isolation from poultry feather waste and preparation
of keratin-polymers composite films utilizing isolated keratin. The main goal was to isolate
keratin from poultry feathers by hydrolysis and compare yield of diverse hydrolysis types.
The most efficient was hydrolysis using 0.5% sodium hydroxide with yield 480 g of keratin per
1 kg of chicken feathers. Structure, morphology and thermal properties of isolated keratin was
analyzed. Comparison with protein molecular weight standard it was revealed that hydrolysis
cleaved keratin to macromolecules smaller than 15 kDa. Scan electron microscopy showed that
size of lyophilized keratin particles was in the order tens of pm and had an irregular shape.
Further, composite films based on isolated B-keratin and other polymers were prepared.
Thermal analysis showed, the addition of keratin significantly reduced the thermal stability
of composite films. Analyses revealed that Polyvinyl alcohol composite films reached the best
mechanical properties. For example, an addition of 0.25 g of keratin per 1 g of polyvinyl alcohol
increased the tensile elongation by up to 68.9%. Moreover, the film based on chitosan
and keratin had antibacterial properties. The results demonstrate that it is able to efficiently
isolate keratin from poultry feather waste by alkaline hydrolysis and isolated keratin can be
utilized to prepare potentially applicable keratin-polymers composite films.
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1 UVOD

V soucasné dobé je velka snaha o snizeni vyroby produktti na bazi ropy a nahradit je materialy
vyrobenych z obnovitelnych a udrzitelnych zdroja. Na celém svété se v roce 2017 vyrobilo
348 miliont tun polymert. Z toho asi 40% bylo pouzito na vytvoreni jednorazovych produkta.
Do zivotniho prostiedi se rocné€ dostane asi 13 miliond tun plastovych kontaminanti,
coz predstavuje obrovskou zat€z pro zivotni prostiedi. Plasty podléhaji degradaci zptsobené
pusobenim UV zafeni, mechanického obrusovani a biologickou degradaci. Mikroplastické
Castice se tak bioakumuluji v pfirodé, ze které se potravnim fetézcem mohou dostavat
az do lidské potravy. Proto se zacalo uvazovat o odpadu ze zemédélského a potravinarského
prumyslu, ktery by mohl byt dale zpracovan a slouzit jako alternativni zdrojem pro vyrobu
bioproduktu [1].

Vétsina vyprodukovaného pefi, ale dnes nema prumyslové vyuziti. Tento odpadni material
muze byt skladkovan, kde mize naruSovat zivotni prostiedi. Dale pefi mize byt spalovano,
coz vede k problému se Spatnym hofenim odpadniho materialu. V neposledni fadé miize byt
pefi kompostovano, v tom pfipad¢ ale nastavaji obtize s velmi pomalym rozkladem. Malé
mnozstvi pefi je vyuzivano k vyrobé krmiv pro zvifata. Celosvétové se za rok vyprodukuje
40 miliona tun pefi, z cehoz vyplyva fakt, Ze je tato surovina dobie dostupna a levna. Pefi
ma jedineCné vlastnosti, jako je nizka hustota, duta struktura medového plastu a hierarchicka
architektura. Pefi je tvofeno z vice jak 90 % bilkovinami ve formé keratinu. Keratin
je intenzivné studovan v ramci materidlové chemie, kde by mohl v urcitych oblastech prispét
k nahrazeni ropnych produkti. Od béznych plastd na bazi ropy ma keratin vyhodu v jeho
biokompatibilité a biodegradabilité, kdy pomoci mikroorganismu je rozkladan na jednotlivé
peptidy a aminokyseliny, které navic puisobi v zivotnim prostiedi jako biohnojivo [2, 3].

Keratin ma znaCné moznosti aplikace v raznych pramyslovych odvétvich. Proteinové
hydrolyzaty jsou znamé jiz padesat let. Od té doby byly keratinové materialy studovany
a vylepSovany, ale zadni znich nema v soucasné dobé komer¢ni vyuziti. Pro produkci
keratinovych materiala je velkym uskalim extrahovani keratinu. Extrakce probiha procesem
hydrolyzy pefi, kterd je komplikovand svou energetickou narocnosti, pouzitim zdravi
nebezpecnych latek, mala vytéznost nebo pozadavky na specifické podminky v prabéhu reakce.
Z keratinového hydrolyzatu je mozné vytvorit filmy, které ov§em maji Spatné mechanické
vlastnosti a jsou rozpustné ve vod€, coz je dalsi komplikaci pro produkci obalovych materialt.
Vlastnosti filmu se mohou modifikovat pifidavky ruznych zesitovacich Cinidel. Vzhledem
k biologické povaze keratinovych produktt je nezbytné, aby sitovaci Cinidla nebyla toxicka
a neznehodnotila tim hlavni pfednosti keratinovych produkta [3].

Diky zajmu o keratin v poslednich letech, mizeme pozorovat rozdilné studie, které pojednavaji
o odlisnych vyuzitich keratinovych hydrolyzath. Také se pracuje na vylepSeni procesu
hydrolyzy, pii které by bylo vhodné zvySeni vytézku a snizeni jeji narocnosti na energii a drahé
chemikalie. Keratinové materialy by tak mohly byt vyuzivany v nejriznéjSich odveétvich
a tim konkurovat komercnim materialim.



Byla proveda fada vyzkumu zaméfenych na izolaci a vyuziti keratinu z riznych zdroji, nicméné
tato prace souhmné popisuje izolaci keratinu z pefi porovnanim nékolika typu hydrolyz, jejich
naslednou chrakterizaci a vyuziti ziskaného keratinu v kompozitnich materialech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Produkce a nakladani s odpady v potravinaiském prumyslu a p¥i chovu
zvirat

Potravinovy odpad nebo potravinové ztraty vznikaji v zakladnich péti fazich, do nich rfadime
zemédéelskou produkci, post-skliziové zachdzeni s potravinou, které zahrnuje transport
potraviny z mista sklizné do mista zpracovani potraviny, pficemz miize byt potravina napadena
hmyzem nebo znehodnocena Spatnym skladovanim. Déle se potravinovy odpad generuje
pii zpracovani, distribuci a konzumaci potravin. Pfi zpracovani raznych potravinaiskych
vyrobkl se vytvaii fada produktd nepfiznivych pro Zivotni prostiedi. Tyto produkty jsou
obvykle pfevedeny do odpadnich vod (prani, odparovani, filtrace apod.). Odpadni vody poté
obsahuji vysoké mnozstvi rozptylenych pevnych a organickych latek, které jsou ve vodé
rozpustény. Z divodu splachovani ¢asti odpadu do odpadnich vod jsou budovany cistirny
odpadnich vod samotnymi potravinarskymi zavody. NejvétSim problémem pii Ci§téni jsou
tézké kovy, polychlorované bifenyly, antibiotika nebo odpadni vody se zvySenym obsahem
chloridu sodného, dusi¢nant a dusitan. K odstranéni hlavnich polutanti se vyuzivaji fyzikalni,
chemické a biologické postupy. Biologické postupy mizeme d€lit na aerobni, kdy se vyuzivaji
mikroorganismy na pfeménu sacharidi, bilkovin a lipidi na mikrobialni biomasu a oxid
uhlicity, a na anaerobni, ve kterych se vyuzivaji kvasinky a methanogenni bakterie na tvorbu
ethanolu, bioplynu nebo organickych kyselin. Jednotlivé technologické postupy jsou vybirany
na zakladé miry znecisténi odpadni vody, druhu surovin, cené a narocnosti technologie [4].

Velkou ¢ast odpadu vytvoreného potravinaiskym pramyslem lze vyuzit pfimo jako krmivo
nebo jako surovinu pro pifipravu krmiv, krmnych smési nebo hnojiv. Pfi vyrobé& potravin
se roéné v Ceské republice vyprodukuje 362 tisic tun odpadu. Za jeden rok se celosvétove
vyprodukuje v ramci potravinatského primyslu a zemeédélstvi pres miliardu tun odpadu. Odhad
Organizace pro vyzivu a zemédelstvi pro OSN (FAO — Food and Agriculture Organization)
z roku 2012 udava dokonce 1,3:10° t vyprodukovaného odpadu za rok. V zemich Evropské unie
se pravdépodobné vytvori az 90 miliont tun potravinovych odpadu. Evropska komise odhaduje,
Ze v oblasti potravinarského pramyslu bez zahrnuti zemeéd¢lstvi se priblizn€ vyprodukuje 42 %
odpadu z domacnosti, 39 % odpadu z vyroby potravin primyslovymi podniky, 14 % odpadu
z restauraci a podnikii hromadného stravovani a poslednich 5 % odpadu z divodu chyb
distribucniho fetézce [5, 6, 7, 8].

VEDLEJST PRODUKTY POTRAVINARSKEHO PRUMYSLU
Vidknina a lepek

Pti vyrobé Skrobu z brambor a mouky vznikaji vedlejsi produkty ve formé vlakniny a lepku.
Vléaknina se vyuziva jako krmivo pro dobytek, pted pouzitim se lisuje a susi. Lepek ziskavame
v technické nebo jedlé formé. Technicky lepek se vyuziva v obuvnickém primyslu a jedly jako
ptimés do koteni. Dle Girard a kol. navrhli vyuzit fenolické latky na zlepSeni vlastnosti lepku
v oblasti novych biomateriali, které by mohly byt vyuzivany jako jedlé, biologicky rozlozitelné
nebo aktivni obaly. Pfi vyrobé mouky ziskavame pii €isténi zrna krmné (obilky) a nekrmné
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odpady (plevy, mineralni pifimési, slamu). Nekrmnych odpadi se zbavujeme pomoci
kompostovani [4, 9].

Melasa a rizky

V cukrovarnickém primyslu vznika melasa, ktera je nezbytnou surovinou pro tvorbu lihu
a drozdi, kde se vyuziva jako substrat ve fermentacnim procesu. Tento substrat vyuziva
pfi produkci kyselin, mezi né zahrnujeme mlécnou, maselnou, citronovou, itakovou,
Stavelovou, glycerolu, acetonu a biomasy na krmiva. Pomoci melasy se zlepSuje kvalita sena
a silaze pro masny a dojny skot. Dal§im vedlej$im produktem pii vyrobé cukru jsou fepné fizky,
ze kterych lisovanim ziskame susinu. Susina slouzi jako krmivo, a k vyrobé vlakniny [4, 10].

Syrovdtka a podmdsli

Pfi zpracovani mléka je ziskavana jako vedlejsi produkt syrovatka, ktera se obvykle upravuje
do formy zahu$téného koncentratu anebo dochézi k jejimu vysuSeni. Tyto upravy se provadi
z divodu nizké trvanlivosti syrovatky, ktera v ptivodnim stavu ma vysoky obsah vody. V tomto
stavu se vyuziva na vyrobu napoju a krmiv. Syrovatka je bohatym zdrojem bilkovin, pfevazné
na esencialni aminokyseliny, diky ¢emuz je jejich biologicka hodnota vys$si nez u jinych
bilkovin zivocisného a rostlinného pivodu. Ty se mohou pouzit na vyrobu krmiv, doplikt
stravy nebo pekarenskych aditiv. Syrovatka obsahuje laktozu, ktera je zpracovana
v potravinarském a farmaceutickém prumyslu. Dale pii vyrobé mléka je ziskavano podmasli,
které je bohatym zdrojem laktozy, fosfolipidu a kyseliny mlééné. Podmasli obsahuje znacné
mnozstvi fosfolipidi a kaseinu, z tohoto divodu se Siroce vyuziva v potravinaiském prumyslu
a to jako emulgator [4, 11].

Hydratacni a mydlovy kal

Pti vyrobé tukt a olejii vznika hydratacni kal, ktery je zdrojem fosfatidilcholinu a lecitinu.
Ze sdjového oleje je mozné ziskat potravinarsky lecitin, zatim co lecitin z ostatnich olej slouzi
k technickym ucelim nebo jako krmivo. Mydlovy kal je vyuZivan jako surovina pro pfipravu
detergentll a bionafty a dale jako zdroj rafinacnich mastnych kyselin. Rostlinné steroly,
které jsou ziskavany jako vedlejsi produkt z rafinace oleju, jsou vyuzivany ve farmacii [4].

Ovoce a zelenina

V potravinaiském pramyslu pfi vyrob€ napoji z ovoce a zeleniny vznika zna¢né mnozstvi
odpadu ve formé& pokrutin, coz je smés duzniny, slupek a stonkti. Pokrutiny obsahuji vyznamné
mnozstvi bioaktivnich latek, diky nim mohou byt vyuzity jako aditivum (pfirodni antioxidanty
a dietni vlaknina) v pekatskych a mlé¢nych vyrobcich. Pfi jejich zpracovani dostavame vylisky,
které slouzi jako slozka krmiv nebo z nékterych miuzeme ziskavat pektin. Pektin ziskany
zjablek a citrusi je pouzivan jako zahustovadlo, Zelirujici Cinidlo nebo jako stabilizator
potravin. K zvySeni antioxidacni kapacity a tim zvySeni trvanlivosti potraviny lze pouzit
polyfenolické latky a karotenoidy extrahované z odpadi ziskanych pfi zpracovani ovoce
a zeleniny. Vylisky se pouzivaji v Cerstvé nebo stabilizované vysuSené forme. V kosmetickém
prumyslu se vyuzivaji oleje vylisované z jader, které se dale mohou vyuzit na zkrmeni [4, 12].
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Sladové mlato a pivovarské kvasnice

Pfi vyrobé rmutu se ziskava sladové mlato, které obsahuje znacné mnozstvi bilkovin a vlakniny,
po upravé lisovanim a suSenim slouzi jako krmivo pro zvirata. Je snaha mlato vyuzivat také
jako slozku lidské vyzivy, surovinu v biotechnologiich, adsorbent, k vyrobé energie a papiru.
V biotechnologickych procesech lze pivovarnické mlato vyuzit jako substrat pro kultivaci
mikroorganismid a surovinu pro vyrobu kyseliny mlééné, bioetanolu, bioplynu, fenolovych
kyselin, xylitolu a pullulanu. Dale pii vyrobé piva ziskavame pivovarské kvasnice,
které poskytuji mineralni latky, lysin a vitamin B, lze je také uplatnit ve farmaceutickém
prumyslu. Ostatni vedlejsi produkty nebo odpady pii vyrobé piva nejsou vhodna k dalSimu
zpracovani z divodu vysokého obsahu hotkych latek [4, 13].

Vino, lth a drozdi

Pfi vyrobé vina jako vedlejsi produkt vznikaji tfapiny, které obsahuji znacny podil celulozy.
Trapiny se po suseni a mleti mohou zkrmovat anebo v kombinaci s vylisky silazovat. Z vyliskt
hroznt se da vyrobit krmivo nebo jejich extrakci horkou okyselenou vodou ziskame extrakt,
ktery je po zkvaseni pouzit pro vyrobu vinnych destilatd. Z vyliski z Cervenych hrozna
lze ziskat antokyanova barviva, kterd se vyuzivaji jako pfirodni aditivni barviva
v potravinafstvi. Izolovana semena se vyuzivaji na vyrobu oleje. Z kvasni¢nych kalt
se oddeluje zbytek vina a vznikly matecni kolac je pouzivan pro izolaci kyseliny vinné.
Ve vinnych sudech se usazuje vinny kamen, z kterého je ziskavan vinan sodno-draselny.
Vedlejsim produktem vyroby lihu jsou vypalky, pficemz melasové vypalky se mohou pouzivat
pro vyrobu krmného drozdi. SuSené obilné a bramborové vypalky jsou vyuzivany k vyrobé
krmiv. Ovocné vypalky, které zistavaji po destilaci palenek, se na vyrobu krmiv mohou pouzit
az po upraveé pH a mohou se vyuzit 1 jako hnojivo, ale az po vyhniti a neutralizaci vapnem.
Vyuziti odpadi z vyroby drozdi je spojeno s Cisténim odpadnich vod. Zcentrifugovana
vykvaSena zapara obsahuje metabolické produkty, anorganické ziviny a zbytky melasy.
Pti zpracovani téchto odpadnich vod se pomoci aerobniho zptsobu Cisténi ziskava v konecném
dusledku bioplyn a kal, ktery je nutno stabilizovat pied jeho pouzitim jako hnojivo [4].

Zpracovani masa

Masny pramysl dodava zna¢né mnozstvi vedlejSich produktd. Mezi né zahrnujeme tuky
a droby, které se pfidavaji s masem do masnych potravin pro zlepSeni jejich vlastnosti. Dale
se vyuziva krev, ktera musi projit ipravou, aby nedochazelo k jejimu srazeni, poté muze byt
pouzita jako slozka krmiv, k lidské vyzivé a pro technické ucely. Z krve lze ziskat plazmu,
ktera je zdrojem aditivnich bilkovin. Ze zvitat se dale vyuzivaji stieva, ktera slouzi jako obalovy
material, kiize, ktera se po upravé primichavaji do masnych vyrobkd, jsou zdrojem kolagenu
a zelatiny, nebo se zpracovavaji v kozeluznickém pramyslu. Kolagen lze vyuzit jako emulgator
v mastnych vyrobcich, dale zve vodé nerozpustného kolagenu je mozné ziskat fizenou
hydrolyzou Zelatinu. St&tiny se vyuZzivaji pii vyrobé §tétct a kartatd. Ze 7laz s vnitini sekreci
jateCnych zvirat je mozné ziskavat hormony, které maji uplatnéni ve farmaceutickém pramyslu.
Tyto hormony se rychle zmrazi a pak se pouziji na vyrobu Iékd. Obsahy traviciho traktu
se zpracovavaji k produkci hnojiv. Exkrementy dribeze jsou vysoko-energetickym odpadem,
ktery se vyuziva pro vyrobu briket, dale obsahuji Skrobové latky, bilkoviny, mocovinu
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a mineralni latky, proto z nich lze vyrabét krmivo. Z kosti se ziskava zZelatina a krmné moucky.
Hlavnim odpadnim produktem z dribeze je pefi, které lze vyuzit na pfipravu pérové moucky
nebo jako vyplil do obleceni a polstart. Po jeho hydrolyze 1ze ziskat keratin, ktery ma rozmanité
vyuziti [4, 12].

2.2 Peri

Ptaci pero se z fyziologického hlediska vyvinulo z plazich Supin a jedna se €isté o epidermalni
strukturu. Pera jsou v kazi ukotvena ve vacku a nevyrustaji na vSech mistech ptaciho téla. Mista
zakryté pefim se nazyvaji naziny a mista, kde pera vyristaji se nazyvaji pernice. Pera jsou
vyzivovany pomoci Skarovych cév, které prochazi pres Skarovou papilu do dutiny pera. Pokud
dojde k vymeéné pera, dochazi k obnové papily, ktera je schopna vytlacit stavajici pero a poté
se podili na vytvofeni nového. Pero je zachovano ve stoCeném tvaru po dobu rustu,
ktery je udrzovan pomoci ochranné pochvy. Spi¢ka pochvy je poté roztrzena a dochazi
kuvolnéni zralé Casti pera. Proces rastu je ukonfen odpadnutim ochranného pouzdra
(Obrazek 1) [14].

A

Obrazek 1: Proces ristu peri [15]

Vymeéna celé sady pefi probiha u ptakd minimaln€ jednou za rok, kdy jsou pera znacné
opotiebena. Ptak si udrzuje kvalitu pefi prepirdnim nebo neustalou péci, kdy hacky pefi
zobakem vraci na své misto. Pefi ma nékolik forem, které jsou slozeny z totoznych zakladnich
casti. Tyto segmenty poté tvoii vétvenou strukturu daného pefi. Kazdé pero, s vyjimkou
prachového pefi, ma svou osu, kterd se nazyva stvol. Stvol je slozen ze dvou casti. Jedna
vyrustajici z kiize, ma dutou strukturu a nazyva se brk. Druha ¢ast ma plnou strukturu kolem
niz vyruasta po stranach osten. Z ostnu v obou stranach vyrustaji vétve, na nichz jsou pfipojeny
paprsky s hacky. Horni fada paprska je otoCena ke $picce pera, na jejich povrchu jsou drobné
hacky a mikrostruktury, které se dokazi zachytit za spodni fadu paprskt, ktera se vyznacuje
jednodussi strukturou. VSechny tyto Casti tvori prapor. U ptakl rozliSujeme dva hlavni typy
pefi, kdy jedno zajistuje izolaci a to druhé tvofi obrys téla . Prachové pefi netvori prapor,
ale jen kratické vyrustky. Tento druh pefi ma nacechrany vzhled z divodu volné usporadané
mikrostruktury s pruznymi ostny a je schopen zachycovat teplo vychazejici z téla ptaka.
Nacechrani je provadéno pomoci piipojenych nervovych zakoncéeni a svali. Tento typ pefi
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se vyskytuje i v oblasti nazin. Pefi kryci nebo také obrysové kryje hlavu, krk, nohy a télo. Tento
typ pefi ma tuhou strukturu a je obvykle ploché. Od prachového pefi se lisi mikrostrukturou,
pomoci niz mohou ptéci létat a udrzovat se v suchu. Struktura je tvofena hacky, které se nachazi
na paprscich, precizné do sebe zapadajicich a vytvarejicich tak vodé a vétru odolnou barieru
(Obrazek 2). Pefi poskytuje souvislou a mimoradné lehkou nosnou plochu ptacich ktidel.
Vzhled a usporadani per se méni v zavislosti na pohlavi, socidlnim postavenim a véku ptaka
nebo na rocnim obdobi [14, 16].

Vétev

Paprsek

Kryci pefri Prachové peri

Obrazek 2: Vnitrni struktura kryciho a prachového peri [15]

2.2.1 Druhy peri

Letky jsou dlouha pera modifikovana k letu, vyznacuji se nesoumérnym praporem, jehoz horni
cast ma uzsi tvar a pevnéjsi strukturu, spodni Cast ma obracené vlastnosti. Maji specialné
upraveny povrch proti vétru a jejich zizeny tvar v horni Casti zabrafiuje zkrouceni ve vzduchu.
Letky se vzajemné prekryvaji a jejich stabilitu zajistuji vazy propojujici brka jednotlivych per.
Kiidlo je tvofeno kostmi pfipominajici prsty a zaprsti savcd, tyto kosti slouzi k podepieni
primarnich letek, které jsou nejdelsi ze vSech per tohoto typu. Rydovaci nebo také ocasni pera
maji také nesymetricky tvar a prodlouzeni. Nahrazuji funkci ocasu, kdy jsou ukotveny
u srostlych ocasnich obratli a jsou v¢jifovite seskladana. Tento typ per je dulezity
pfi letu, kdy pomahaji pti korigovani smeéru letu, dale také slouzi k brzdéni pfi pfistani. Ocasni
pera ptaci pouzivaji pfi pohybu po kmeni, k opirani a u nékterych druht jsou modifikovana,
aby zastavala ozdobnou funkci. Obvykle se vyskytuje u ptakt Sest part ocasnich per,
které vykazuji nesymetrii smérem k vn&j§im parum (Obrazek 3) [14, 18].

Dal§i druh predstavuji prachova pera, kterd se lisi od obrysovych per svou strukturou,
kdy netvoii prapor a na povrchu paprsku se objevuji jen drobné vyrastky misto hackdu.
Diky to mu ma prachové pefti nadychanou strukturu, ktera poskytuje teplenou izolaci. Mlad'ata
maji odliSn€ sestavené prachové pefi, vétve vychazi pfimo z baze a nikoliv z ostnu pera.
Vlasova pera jsou kratkd jednoducha pefticka, ktera mohou mit na §pic¢ce maly prapor. Jejich
funkce je snimani polohy obrysového pefi, a proto se vyskytuji u baze daného pera, ale mohou
se také vyskytovat volné po téle ptaka. DalSim typem jsou specializovana Stétinova pera, ktera
se vyznacuji nejjednodussi strukturou. Jsou slozena z tuhého vietene, ktery obvykle postrada
vétve vychazejici z ostnu. Stétinové peii ma hmatovou funkci a je podobné hmatovym chlupiim
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savcu. Vyskytuji se v oblasti o¢i a obliCeje prevazné kolem zobaku a nosnich otvort. Jiné
specializované pefi se vyskytuje u usti kloaky nebo zlazy v blizkosti kostre ptaka
(Obréazek 3) [14, 18].

Stétinové pero

LN

(7 - ,
N =
= === /
\ =& / .
7 [ Vlasové pero
\
Letky Prachové pefi Ocasni pero Prachové pefi

Obrazek 3: Druhy peri [15]

Jednotlivé druhy pefi maji v zivoté ptaku dulezité funkce, kam zafazujeme let, moznost
splynout s okolni pfirodou a tim se chranit pfed nebezpecim, zbarveni pefi a jeho nastaveni
hraje signalizacni roly pii namluvach, kdy se samci snazi predvést pred samicemi. Ptaci diky
pefi dokazi obyvat jakykoliv kout planety, coZ je zpusobeno kombinaci termoregulace
a schopnosti 1étani. Dale pefi poskytuje ptaku izolacni vrstvu a ochrafiuje ho pred vlhkosti
a vodou. Aby nedoslo k promoceni pefi, je impregnovano pomoci mazovych zlaz,
které se vyskytuji nad ocasem. Ptak svym zobdkem roztira tuk po téle. Pefi v oblasti hlavy
si otiraji o mastné peti na zddech. U mlad’at se mazové zlazy jesté nevyskytuji, a proto své pefi
impregnuji otérem o dospé€lého jedince. Ptak své peti dokaze vyuzit k izolaci, kdy nacechranim
vytvori vrstvu vzduchu mezi pefim a télem, coz snizuje ztratu télesného tepla. Pii horkych
dnech ptak své pefi pfitiskne k t€lu a prudkym dychanim zvy$i odpar vody, coz zapficini
rychlejsi télesné ochlazeni [15].

Obrovska rozmanitost ptac¢iho zbarveni je dana tfemi parametry. Mezi prvni parametr fadime
pigmenty, nejcasté]si jsou melaniny, které davaji pefi hnédou, ¢ernou nebo tmavozlutou barvu.
Dale pefi zbarvuji tukova barviva, jedna se o lipochromy nebo karotenoidy, které zptsobuji
zluté az Cervené zbarveni per. Vzacnymi pigmenty jsou zelené nebo rizové porfyriny. Druhym
parametrem jsou fyzikalne€ optické jevy, souviseji s lomem svétla. Optické jevy probihaji
na mikrostruktute vétvi a paprska pera. Pomoci fyzikalné optickych jevii dostaneme strukturni
barvy, mezi které fadime bilou nebo rizné tony modré, které Casto vykazuji kovové odlesky.
Specifickych barevnych efektti a odstinovani per, které zavisi na tom, z jakého thlu se na ptaka
divame, se dosahuje spojenim pigmenta a strukturnich barev. Ptaci zbarveni se mize ménit
v zavislosti na rocnim obdobi, pfepefovanim nebo ulamovanim okrajovych per. U kazdého
druhu ma svij vlastni charakteristicky barevny vzor, diky némuz jsme schopni jednotlivé
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ptactvo urcit. U zbarveni ptactva se Casto vyskytuje pohlavni dimorfismus, kdy zejména v dobé
rozmnozovani zbarveni samce od samice lisi [16].

2.3 Slozeni peri

Peti obsahuje 90 % keratinového proteinu (a-keratin 41 az 67 %, B-keratin 33 az 38 %, amorfni
keratin 21 %), dale pak vitamina a rastovych faktor(. Konkrétné B-keratin v pefi je z 53,6 %
v konformaci B-listu, a z 32,2 % ve formé a-Sroubovice, linkerové oblasti tvoii 14,2 % [17].

2.4 Keratin

Keratin je protein, tvofen fibrilarni a globularni slozkou, ktera se vyznacuje vysokym obsahem
cysteinovych zbytka. Bilkovina se vyskytuje u vSech vysSich obratlovci. Je zakladem
pro vystavbu intermediarnich filament cytoskeletu epitelovych tkani (vlast, nehtd, chlupg,
rohti, vlny, Supin a pefi). V zavislosti na biologickém plivodu keratinu se jeho molekulova
hmotnost pohybuje kolem 10 az 68 kDa. Keratin se sklada ze vzajemné se liSicich podjednotek,
které maji znaCné protahlé molekuly, jsou nerozpustné ve vode€ a jsou odolné vuci solim
i proteolytickym enzymim. Ve vodé keratinova vlakna bobtnaji z divodu naruseni iontovych
a vodikovych vazeb, voda poté vnika do rozvolnéné fibrilarni struktury. Charakter keratinu
urcuje sekvence aminokyselin, které tvoiri aminokyselinové fetézce. Tyto fetézce se lisi
polaritou, nabojem, velikosti, poftem a usporadanim aminokyselin. Diky pfitomnosti
aminokyselin cysteinu, cystinu a methioninu, které obsahuji siru, a které jsou v susin¢ keratinu
zastoupeny ze 2 az 5 %. Dochazi k tvotbé intra- nebo intermolekularnich disulfidickych vazeb.
Tyto nekovalentni vazby vznikaji pomoci enzymu sulfhydryl oxidazy. Enzym propojuje
sulfydylové funk¢ni skupiny dvou aminokyselin. Disulfidické vazby v keratinu maji za kol
udrzovat strukturalni integritu [19, 20, 21, 22, 23].

Z hlediska biosyntézy a mnozstvi sirnych pfi€nych vazeb, lze rozdelit keratiny na meékké
a tvrdé. Tyto skupiny se 1isi svou strukturou, funkci 1 regulaci. Kompaktni a tvrda struktura
je sloZena z tvrdych keratint, které tvoii usporadana vlakna, ty jsou zakomponovana do matrice
proteinu se znaCnym obsahem cysteinu. Funkce mekkych keratinii je zprostfedkovavat
prodlouZzeni a uvolfiovani napéti. Tento typ vytvaii volné zabalena vlakna. U savct nachazime
54 druht keratint, strukturni podjednotky pokozkovych a vlasovych keratini se rozdéluji
na dva typy, které se od sebe 1isi slozenim a molekulovou hmotnosti. Typ I jsou kyselé a typ 11
jsou neutralni-bazické keratinové podjednotky [23].

RozliSujeme o-keratin a B-keratin, které se lisi intermedialnimi vlakny. Struktura o-keratinu
je slozena z a-Sroubovic, jejichz spojenim vznikd mikrofibrila. U PB-keratinu vytvari
intermedialni vlakna spirdlovou strukturu, které se vytvaii v tercidlni strukture. Vldkna maji
mensi prumér a jejich zakladem je B-skladany list. Oba druhy keratint jsou linearné elastické,
ale tuhost PB-listu je vétsi néz a-Sroubovice. Mechanické chovani téchto proteinl je zavislé
na vlhkosti, s kterou dochazi ke snizeni tuhosti z divodu hydratace [24].

o-keratin

a-keratin se vyskytuje u savcu v jejich kazi, viné, kopytech. Struktura monomeru a-keratinu
je tvofena tfemi doménami, jsou to tzv. hlavni (N-koncova), tyCova, koncova (C-koncova)
doména (Obrazek 4). Pomoci a-helikalni centralni spiralové tyCové doméné dochazi
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k samovolnému sestavovani vladken. Nehelikalni kulovitd variabilni hlavni nebo koncova
doména na konci proteinu ma zasadni ulohu pii sestavovani a regulaci intermediarnich vlaken.
TyCova doména se sklada ze Ctyt pravotoCivych a-helikalnich subdomén, které jsou od sebe
oddéleny nespiralovymi linkerovymi oblastmi (B-obraty). Subdomény jsou slozeny ze sedmi
se opakujicich aminokyselin. Prvni Ctyfi pozice obsahuji specifické hydrofobni nepolarni
aminokyseliny, dalsi tfi pozice obsazuji nabité aminokyselinové zbytky, které stabilizuji
a-Sroubovici. Dva monomery vytvoii heterodimer (levotocivou civku), spojenim dvou
heterodimera pomoci disulfidovych a vodikovych vazeb vznika tetramer. Nasledné dva
tetramery formuji protofibril, ktery dosahuji v priméru 3 nm. Pro vznik intermedialnich
filament a-keratinu je potfeba spojeni Ctyi protofibrilti. Mikrofibrily obsahuji intermedialni
vlakna, které se zesit'uji pomoci disulfidovych vazeb, tento proces probiha v matrici proteint
seskupené s keratinem. Mikrofibrily dosahuji v pruméru 8 nm. Strukturni stability jednotlivych
keratinovych helixt se dosahuje pomoci disulfidovych, vodikovych a iontovych vazeb. Zesiténi
disulfidovymi vazbami zapfic¢ini vznik vysoce rezistentni makromolekularni sestavy.
U keratini se vyskytuji posttranslacni modifikace,mezi které se zafazuje fosforylace
a glykosylace. V hlavni doméné meéni fosforylace celkovy naboj brani tak interakcim
s tyCovymi doménam sousednich keratind. Glykosylace zptsobuje u keratinu zménu vazebnych
nebo signalnich funkci [24, 25, 26].
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Obrazek 4: o-keratin sekundarni struktura [26]
p-keratin

B-keratin se vyskytuje u ptaki v zobacich, pefi a u plazii v drapech a Supinach. Molekulova
hmotnost B-keratinu se pohybuje v rozmezi od 10 do 22 kDa. Tento protein je sestaven
z B-listl, kazdy z nich je tvofe Ctyfmi B-prameny, které obsahuji 31 aminokyselinovych zbytkt
(Tabulka 1). Tyto zbytky odpovidaji prifazené struktute B-listu (Obrazek 5). B-prameny mohou
byt paralelni nebo antiparalelni, jsou drzeny pohromadé diky hydrofobnim interakcim.
Na piehybu archy z vnitini strany jsou nepolarni zbytky (pfevazné valin a izoleucin),
po stranach a na obloucich jsou cysteinové zbytky a nabité zbytky (arginin), které slouzi k tomu,
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aby se nedotkly exponovaného okraje dvou odli§nych B-listd. Prolin rozbiji B-list, coz zapficini
vytvoreni obratd v konzervované centralni doméné. Monomerni strukturu f-keratinu tvori
B-list, ktery obsahuje ve své strukture Ctyfi vlakna. Spojenim dvou monomernich jednotek
reverznim stahovanim vznika dimer, jehoz soudrznost zajistuji hydrofobni interakce. Mezi
aminokyselinami monomera dimerni struktury se tvoii solné, vodikové a disulfidové mustky.
B-keratinové vlakno ma charakter Sroubovice, ktera je tvorena spojenim Ctyf dimert. Tento
utvar je vytvoren pomoci vodikovych a disulfidovych vazeb. Vlakno ma levotocive spiralovou
strukturu, jeho rozte¢ dosahuje 9,5 nm a na jednu otdCku se vyuzivaji Ctyfi opakujici
se jednotky. Intermedialni vlakno B-keratinu dosahuje pruméru 4 nm [24, 26, 27].
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Obrazek 5: Struktura peri a sekundarni struktura p-keratinu [26]

Tabulka 1: Obsah aminokyselin v peri (pocet ks AMK na 100 ks AMK v Fetézci) [27, 28]

Alanin 3,1-8,7 Methionin 0,1-0,4
Arginin 1,7-4.9 Phenylalanin 3,1-4.3
Kyselina aspartatova 5,6-6,7 Prolin 9,8-18,8
Kyselina glutamova 6,9-9.7 Serin 7,2-14,1
Glycin 7,2-16,2 Threonin 0,8-4,1
Histidin 0,2-0,5 Tyrosin 1,4-4.2
Isoleucin 3,2-43 Valin 2,07,8
Leucin 6,2-8,3 Tryptofan 0,7
Lysin 0,6-1,8 Cystein 5,1-7,8

Biosyntéza keratinu

Pti kritické mitoze buriky se vytvaii dvé dcefiné bunky, kdy jedna nebo obé se uzpisobi
k produkci keratinu. V burice dochazi k syntéze mediatorové ribonukleové kyseliny, pomoci
niz se dale syntetizuji keratinové proteiny. Produkce mRNA se zpomaluje dozravanim
keratinocytu, coz nasleduje proces degradace jadra. Buika po keratinové stabilizact odumira.
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Nové syntetizované proteiny jsou vytvareny pomoci polyribozomu. Proteiny se agreguji
s jiz vytvorenymi vlakny, ale pfi tomto procesu jsou stale pfipojeny k polyribozomu. Po dobu
dokonCovani a uvolnéni proteinu se polyribozom nachazi v tésné blizkosti fibril. Dale
se na polyribozomu vytvari dalsi fetézce, které umoziuji agregaci s fibrilou a proces nadale
pokracuje. Beéhem syntézy novych vlaken dochazi k stabilizaci keratinu tvorbou disulfidovych
vazeb [28].

Keratin vznika procesem rohovaténi (keratinizace), kdy dochazi k specifické bunécné
diferenciaci. U aktivniho epitelu probihaji zmény vlastnosti vnitini struktury a fyziologické
zmény. V kone¢ném stadiu dochazi ke vzniku nerozpustné, odolné vrstvy, kdy epidermalni
buriky umiraji a hromadi se v povrchovych vrstvach pokozky pro jeji ochranu. Pti keratinizaci
se preménuje slozeni cytoplazmatickych epidermélnich bilkovin a dochazi ke ztrat€ vody.
Do pfemény se zahrnuje zmeéna polypeptidovych fetézct, dezintegrace a latkova prestavba
epidermalnich bunék. Rohovaténi probiha neustale a vznika keratin, ktery ma rizné vlastnosti
a kvalitu. Kompaktni rohova vrstva z epidermalnich bunék, ktera byla vytlacena ze zakladni
vrstvy pokozky k povrchu, vznika 26 az 28 dni [24, 30].

Funkce keratinu

Keratin ovliviiuje polaritu, tvar bunek a mitotickou aktivitu bunek kryci tkan€, jeho funkci
je také transport, rozd€leni a diferenciace buné€k. Jeho vlakna svazovanim a vytvafenim silnych
prament poskytuji oporu epitelialnim burikam a tkanim, které musi zvladnout mechanické
namahani a udrzet strukturalni celistvost. Keratiny jsou koncentrovany na bunécnych
periferiich, jejich polymerace je fizena signalnimi molekulami. Keratinova vlakna se mohou
rychle sestavovat a rozkladat, také se mohou sestavovat v riznych kombinaci bez toho,
aby vlakno ztratilo svou funkénost. Jejich funkce je regulovana posttranslaénimi modifikacemi.
Keratiny se prizpusobuji podminkam tak, ze se spojuji s riznymi proteiny (desmoplakiny,
desmozomy, proteiny teplotniho Soku, tubulinového komplexu). Keratin inhibuje bunécnou
proliferaci a indukuje bunéfnou diferenciaci. Dale ovliviluje spravnou distribuci
membranovych proteinu v polarizovanych koznich bunkach. Ty¢ova doména se miize vazat
na signalni receptor zabudovany v bunééné membrané, ¢imz zabratiuje aktivaci druhého posla.
V Cortiho organu mohou vlakna poskytovat mikromechanické funkce, kdy prenasi vibrace
na senzorické vlasové buriky. Keratin mize pfispivat pii transportu vezikul, které jsou vazany
na membranu v cytoplazmé epitelovych bunék. Jeho vlakna ovliviiuji procesy bunécného
metabolismu, mezi které patii syntéza bilkovin a bunécny rast [31].

2.5 Vyuziti keratinu

Strukturélni variace keratinu umoziiuje velké mnozstvi aplikaci s rozmanitymi funkcemi.
B-keratin vykazuje moduly tahu a pevnosti v tahu okolo 3,6 GPa a 203 MPa, proto je vhodné
pouzit keratin jako plnivo pro polymery pii tvorbé kompozith. Dale se keratin vyuziva jako
krmivo pro zvifata, k vyrobé hnojiv bohatych na dusik a biopaliv, je zdrojem dusiku
v kultivacnich médiich. Uplatnéni keratinu je také v kosmetice a Iékarském segmentu
(membrany, scaffoldy, hydrogely), aplikuje se v biotechnologickém a odpadnim sektoru.
Keratin muzeme také pouzit jako biosorbent, ktery na sebe vaze toxické tézké kovy z odpadnich
vod. Je mozné z nich vytvorit akustickou izolaci, kompozity, textil, elektricka zafizeni, rizna
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lepidla a filmy na bazi obald. Keratinové filmy jsou tenké vrstvy, které vykazuji velkou
flexibilitu. U roztoku keratinu dochézi k jeho samovolnému sestaveni, tato schopnost je velmi
uziteCna pri aplikaci 1ékt. Pii vytvareni filmu se piidavaji béhem procesu zmékcovadla
a sitovaci Cinidla nebo se mazou pouzit pfirodni nebo syntetické polymery tvofici matrice,
je to z divodu toho, Ze Cisty keratinovy film je kiehky [17, 24, 32, 33].

2.5.1 Polymerni biokompozity s obsahem keratinu

Biomaterialy na bazi keratinu s aktivnimi slozkami (ristové faktory, bunécné extrakty nebo
1é¢iva) jsou schopny se samy sestavovat, jsou biokompatibilni, biologicky odbouratelné a maji
schopnost podporit bunécnou proliferaci. Velky zajem o tyto materialy je zpusoben jejich
jedinecnymi fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi aspekty. Smichanim biopolymeru
s nanostrukturami se dosahuji lepsi mechanické, tepelné a bariérové vlastnosti biomaterialu.
Keratin muaze byt velmi dobrym biomaterialem, pokud se upravi jeho vlastnosti
a to napf. piidanim pfirodnich nebo syntetickych polymerd. Keratin se v této oblasti pouziva
pii regeneraci kosti, nervi, zastaveé krvaceni a hojeni ran [33, 34].

HYDROGELY SE SLOZKOU KERATINU

Hydrogely se skladaji ze zesitovanych hydrofilnich polymert jednotlivych polymernich
fetdzcl. Retézce jsou propojeny iontovymi a hydrofobnimi silami nebo vodikovymi vazbami.
Tyto gely jsou schopny vazat velké mnozstvi vody, délime je na chemické a fyzikalni. Fyzikalni
gely se Casto rozpousti zménou pH, teploty a iontové sily roztoku. Vyuzivaji se jako material
pro vyrobu kontaktnich C¢ocek, matrice pro zapouzdieni bunék, dale jako média
pro separaci proteina a také se do néj aplikuji 1éCiva a proteiny, které se poté fizené uvolfiuji
[33].

NANOVLAKNA SE SLOZKOU KERATINU

V biomedicinskych aplikacich se zaaly vyuzivat biokompatibilni polymerni nanovlakna
vytvorena elektrostatickym zvlakfiovanim. Pfi této technice se vyuziva vysoké napéti. Pomoci
ného se generuje nabity paprsek polymert, ktery je pfitahovan k opacné nabité sbérné desce.
Vlaknity material ma vylepSené fyzikalni vlastnosti (mensi velikost porQ, vyssi porovitost,
vys$s§i pomér povrchu k objemu), které mohou pomoci navazani buriky a prospét jejimu rastu.
Nanovlakennné membrany se aplikuje jako obvazy pro hojeni ran nebo scaffoldy v tkanovém
inzenyrstvi. Keratin s mikrostrukturalni vlastnosti se vyuziva jako soucast kompozitnich
materiald nebo netkanych textilii [33].

POLYMERNI SCAFFOLDY SE SLOZKOU KERATINU

Pro materialy scaffolda je zadouci, aby napomahaly adhezi, proliferaci a diferenciaci bunék.
Keratin ma odpovidajici fyzikalni vlastnosti, jako je schopnost poskytnuti vlhkého prostiedi
a absorbovani prebytecné tekutiny z rany, také je schopen se saim polymerovat a vytvaret
samostatné trojrozmérnou strukturu, coz vedlo k jeho vyuziti v podobé scaffoldi. 3D systémy
se vyuzivaji v tkanovém inzenyrstvi, regenerativni medicing, vyzkumu bunécné biologie,
modelovani chorob. Biokompozity se vytvareji obvykle lyofilizaci roztoku keratinu,
elektrostatickym zvlakiovanim nebo za pouziti technik lisovani/louzeni ¢astic. V tkanovém
inzenyrstvi se keratinové matrice kombinuji s riznymi substituenty (pfirodni a syntetické
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polymery), které zlepSuji mechanické vlastnosti. Mezi tyto polymery zafazujeme chitosan,
hedvéabny fibroin, kyselinu polymlécnou nebo polyethylenglykol. Fyzikalni vlastnosti
keratinovych scaffoldii 1ze upravit v prabéhu vyrobniho procesu, kdy se zménou koncentrace
proteinu modifikuje porovitost, velikost port nebo piijem vody. Keratin je $patné€ rozpustny
v béznych rozpoustédlech, coz zptsobuje, Ze je velmi obtizné z tohoto materialu vytvorit jemna
vlakna. Tyto vlakna se tvofi pii spravné viskozité proteinového roztoku, kdy se makromolekuly
v roztoku zarovnaji surCitym stupném zesitovani. Jiang a kolektiv zjistil, ze scaffoldy
z keratinu jsou napfiklad velmi vhodné pro obnoveni chrupavky. Prvnim aspektem je, Ze keratin
obsahuje aminokyseliny arginin, glycin, kyselinu asparagovou a leucin, kyselina asparagova
a valin, tyto aminokyseliny by mohly podporovat bunécnou adhezi. Dale je keratin schopen
vysokého stupné zesit'ovani, coz umoziuje lepsi stabilitu ve vodnim prostiedi, a tak dlouhodobé
podporuje rust chondrocyti. Xu a kolektiv vytvofili 3D strukturu z nahodné orientovanych
jemnych vlaken zkeratinu, ktery byl extrahovan z pefi a rozpustén ve vodném roztoku
s dodecylsulfatem sodnym. Vlakna byla generovana elektrostatickym zvlakfiovanim.
Po odstranéni SDS scaffold, vykazoval stabilitu vii¢i vodé a podporoval vyvoj a diferenciaci
mezenchymalnich kmenovych bunék odvozenych z tuku [33, 35, 36, 37, 38].

KERATIN VE FORME BIOSORBENTU

Keratin ma schopnost vycistit pfirodni a odpadni vody kontaminované tézkymi kovy.
Znecistujici latky jsou pomoci biosorpce vazany na funkcni skupiny tohoto proteinu. Mezi tyto
funkéni skupiny fadime karbonyl, karboxyl, hydroxyl a sulthydryl. Organické a bakterialni
druhy v odpadnich vodach zpusobuji hydrofobni interakce probihajici v biosorbentech
[3, 33, 39].

KERATINOVE HOUBY

Houby lze vyuzit jako biosorbent pro proteiny a léciva jejich vyhodou je, ze si udrzuji
strukturalni integritu, coz lze vyuzit pro uvolfiovani 1éciv. Latky se uvoliiuji okamzité a podava
se vys$i davka nebo se niz§i davka uvoliiuje po delsi casovy usek. Houby vytvoreny redukcni
hydrolyzou maji hlad§i a homogenni strukturu oproti houbam, které byly vytvorené oxidacni
hydrolyzou. Houby Guzman a kol. spojili polyethylenglykol, keratin do houbovitého leSeni,
které absorbovalo testované proteiny s rtiznymi izoelektrickymi body (albumin, hemoglobin
a lysozym). Kinetika proteini byla ovliviiovana hodnotou pH. V kyselych podminkach
se proteiny uvolfiovaly na zékladé molarni hmotnosti a ve fyziologickém pH 7,4 na zakladé
naboje [41].

2.5.2 Keratin jako aktivni slozka v kosmetickych pripravcich

Keratinové slouceniny s dal§imi pfirodnimi polymery (chitosan, kolagen, hedvabny fibroin)
se pouzivaji jako kosmetickd smés. Pro hydrataci a pruznost pokozky se vyuziva hydrolyzovany
keratin, ktery poskytuje hladky a mekky pocit. Ve vlasové kosmetice je keratin zakladni
slozkou Sampont, kondicionért, produkti proti vypadavani vlast a dalSich vlasovych dopliki.
Hydrolyzaty se vyuzivaji k posileni vlasi, snizeni jejich lamavosti a k opravé poskozenych
vlast. Keratin slouzi také jako toner pro rovnomeérné udrzeni barvy vlasu [33, 34, 39].
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2.5.3 Keratin jako biohnojivo

Odpad z pefi je bohaty na peptidy, aminokyseliny, mineraly. Hydrolyzaty z n€j maji schopnost
obnovovat kontaminovanou pudu a urychlit rast rostliny. Jako hnojivo je pouzivana ov¢i vina,
ktera ve vlhkém prostiedi nabyva na objemu a diky tomu prokypiuje pudu, coz prospiva
kofenovému systému rostliny. Absorp¢ni schopnosti viny zabranuji erozi a vysychani pudy.
Keratin je také pouzivan jako zdroj dusiku v hnojivech. Pefi i1 vlna, diky vysokému obsahu
keratinu, jsou v hodné k pouziti pti efektivnim kompostovani [33, 34, 42].

2.6 Zpracovani a vyuziti materiala s obsahem keratinu

Keratin je mozné ziskat z kiize koz, ovci, skotu, buvoli a dale Stétin, vlasi, roht, kopyt a z pefi
dribeze. Spalovanim téchto materialti se produkuji toxické plyny a velké mnozstvi popela.
Nespravna likvidace pefi miize vést k velkému zne&isténi ovzdusi a ohrozeni zdravi. V Ceské
republice se roéné vyprodukuje asi 15 tisic tun odpadniho pefi rocné. Pefi je téméf Cistym
keratinem, a proto ho lze vyuzit k vyrobé krmiv pro zvifata. Déle se zacaly vyvijet systémy na
zpracovani tohoto odpadu, ktery miZe poslouzit jako alternativni material pro pouZiti v riznych
odvétvich primyslu. Pefi je vysoce odolné vici riznym proteolytickym mikroorganismim
a enzymum, chemikaliim i mechanickému napéti a hydrofobni charakter [26, 43, 44].

Zpracovani keratinového odpadu

Zpracovani keratinovych odpadu Ize provést mokrym nebo suchym zptsobem. Do téchto dvou
kategorii se fadi n€kolik metod, mezi které patii tepelné zpracovani v né€kterych organickych
rozpoustédlech, redukce nebo oxidace disulfidickych vazeb, tepelnd, alkalicka, kysela nebo
enzymaticka hydrolyza, mikrovinna technika, technika parni exploze a enzymatickych oSetieni
(Obrazek 6: Moznosti vyuziti keratinového odpadu [39, 40].

Biomedicinské
aplikace

Biohnojivo

Dopliiky
stravy

Dekoracni
predméty

Keratinovy
odpad

Obrazek 6: Moznosti vyuZiti keratinového odpadu

Mokré zpracovani

Mokré zpracovani obnasi extrakci keratinu z jeho zdroje. Keratin ve své struktufe obsahuje
aminokyselinu cystein, ktery zpusobuje jeho nerozpustnost v nepolarnich a polarnich
rozpoustédlech. Cystein se vyznaCuje rozsahlym zesitovanim v struktufe keratinu
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a hydrofobnimi vlastnostmi. Keratin je rozpustén, pokud se podafi rozbit disulfidové a vodikové
mustky, coz je mozno pomoci alkalické a kyselé hydrolyzy, kombinaci enzymatické a chemické
upravy nebo pouzitim hydroxidu amonno-médnatého [45].

Suché zpracovani

Keratin pasobenim tepla nevratné ztuhne, coz je zptisobeno vysokym obsahem cysteinovych
vazeb. Pokud polymer ma velké mnozstvi cysteinovych vazeb tak se obtiznéji zpracovava
a je nezbytné pouziti redoxnich Cinidel, aby se narusila disulfidicka vazba mezi cysteinovymi
zbytky. Rozbitim vazeb se snizi viskozita a je mozna jednodussi zpracovatelnost materialu [45].

Hydrolyza keratinu

Stépenim peptidovych vazeb v polypeptidovém fetdzci vznikaji proteinové hydrolyzaty,
které se skladaji z komplexnich smési peptidi a aminokyselin. Pribéh a typ procesu se odviji
od vlastnosti bilkovinného substratu, vhodnych hydrolyza¢nich ¢inidel a kvalité konecného
produktu. Hydrolyzu keratinovych substratd lze provadét nékolika metodami (chemické,
enzymatické nebo mikrobialni). Chemicka hydrolyza je ¢asto rychla a jednoducha, vyuzivaji
se pii ni silné kyseliny nebo redukéni €inidla a provadi se obvykle v prostiedi s vysokym tlakem
a teplotou (Obrazek 7). Pribéh tohoto typu procesu je nespecificky a muze dochazet
k poskozeni aminokyselin a produktd, které maji vysoky obsah popela. Nevyhodou je také
vysoka spotfeba energie, obtizné zpracovani procesnich produkti a pouzivani nékterych
chemikalii, které jsou vysoce toxické. K podpofe chemické hydrolyzy a odstranéni negativ
hydrolysatd kyselych nebo alkalickych latek byly vyvinuty hydrotermalni postupy,
které vyuzivaji exploze vodni pary, ultrazvuk nebo mikroviny. Hydrolyzaty se ziskavaji pomoci
proteolytického potencialu mikroorganismt nebo mikrobialnich proteaz, které jsou v podobé
surovych nebo precisténych enzymovych pripravka. Tento typ procesu ma mirné podminky,
specifickou uc¢innost, snadné fizeni stupné€ hydrolyzy a konzervace aminokyselin. Enzymatické
procesy se vyznaCuji vysokym vytézkem hydrolyzy. VétSina keratinovych hydrolyzati
se vyrabi termochemickymi metodami nebo mikrobialni biokonverzi [17, 34].

Kufeci pefi | — | Mleti |—| Odtucnéni

|

Prvni stupen hydrolyzy | <« Suseni

UpravapH | — | Druhy stupei hydrolyzy

Roztok keratinového
hydrolyzatu

Filtrace

Nerozpustny podil

Obrazek 7: Schéma zpracovani kureciho peri na hydrolyzdt keratinu
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Alkalicka hydrolyza

Alkalicka hydrolyza se pouziva ke stanoveni tryptofanu, pokud vzorek bilkovin obsahuje velké
mnozstvi sacharidi. Pii tomto procesu dochazi k znehodnoceni serinu, threoninu, argininu
a cysteinu a ostatni aminokyseliny jsou racemizovany. Roztoky hydroxida o vyssi koncentraci
v kombinaci s vysokou teplotou mohou poskytovat az stoprocentni preménu nerozpustného
keratinu na keratinovy hydrolyzat. Pfi alkalické hydrolyze Tsuda a Nomura vyuzivali hydroxid
sodny v koncentraci 10 g/l1. Pefi bylo rozpousténo pti 120 °C po dobu 10 min. Kawahara a kol.
dokazali rozpustit 55 % keratinu za pomoci 1M roztoku hydroxidu sodného a teploty 70 °C,
¢imz ziskali hydrolyzat, ktery mél molekulovou hmotnost kolem 30 kDa. Stiborova a kol.
provadeéli hydrolyzu pefi za pouziti 0,6% hydroxidu draselného pti 70 °C po dobu 24 hodin.
Pfi tomto pokusu se uvolnilo 326,4 mg/l volnych aminokyselin [46, 47, 48, 49].

Dle nafizeni Evropské komise musi zpracovatelska zafizeni a nékteré jiné podniky provadét
alkalickou hydrolyzu podle ur€itych norem. Pfi této hydrolyze se musi vyuzivat roztok
hydroxidu sodného, hydroxidu draselného nebo jejich kombinace. Dle hmotnosti, typu a slozeni
vedlejsich produktt zivocisného pivodu se uruje mnozstvi hydroxidu pro jejich rozlozeni.
Vedlejsi produkty Zivocisného puivodu mohou mit vysoky obsah tuku. Tuk zapfiCinuje
neutralizaci zasady, a proto je jeji mnozstvi upravovano k dosazeni molarni ekvivalence. Déle
vedlejsi produkty zivocCiSného puvodu musi byt ulozeny do nadob zlegované oceli,
do které je poté pfidana zasada v tuhém nebo kapalném stavu. Smés v uzavirené nadobé se musi
v jadre zahrat nejméné na teplotu 150 °C pfi tlaku nejméné 4 bary po dobu nejméné jednu
hodinu bez preruseni u materialu pochazejiciho z dribeze. Pfi procesu se do nadoby matrial
pridava po davkach a obsah nadoby je neustale michan, aby se urychlil proces rozkladu [50].

Kysela hydrolyza

Timto typem hydrolyzy dochazi ke S§tépeni peptidovych vazeb v keratinovém fetézci.
Pfi procesu je cystein Castecné oxidovan na kyselinu cysteovou a cystein, coz zapficifiuje
rozklad disulfidovych vazeb. Kysela hydrolyza se obvykle pouziva k piipravé vzorkt pro dalsi
analytické stanoveni a pro stanoveni tryptofanu, pokud neni pozadovana vysoka presnost.
Keratinové materialy jsou velmi odolné viici kyselinam, a proto se pii hydrolyze vyuzivaji
vysoce koncentrované roztoky. Kurbanoglu a kol. pouzili na kyselou hydrolyzu 3M kyselinu
sirovou, ktera byla smichana s keratinovym materialem. Proces probihal pii 70 °C po dobu
24 hodin. Jou a kol. vyuzili 20,5% roztok kyseliny chlorovodikové spolu s mikrovinnym
zafenim, ¢imz rozlozili veskery keratinovy material [51, 52, 57].

Enzymaticky hydrolyza

K extrakci keratinu je mozné vyuzit fadu mikroorganismu, které maji schopnost produkce
keratinolytickych a proteolytickych enzyml zvanych keratinazy. Keratinazy jsou enzymy
schopné uplné nebo CasteCné degradace keratinu a pracujici v Sirokém rozmezi pH (7,5-9)
a teplot (40-50 °C). Jedni znejvétSich producenti téchto enzymi jsou mezofilni houby,
aktinomycety, nekteré druhy Bacillus, vlaknité bakterie Streptomyces sp. a Actinomadura sp.
U enzymatické hydrolyzy dochazi k malé spotiebé energie, k degradaci keratinu napomaha
proteolyza, sulfitolyza a deaminace. Prvni dva procesy Stépi disulfidové vazby proteinu
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na cystein a S-sulfocystein za pomoci uvolnénych sifiitant, které byly vyprodukovany
mikroorganismy. Deaminace probiha, pokud se mikrobialni enzymy vazi na nerozpustny
keratin a uvolfiuji molekuly obsahujici volné aminoskupiny (—NH>) [39, 53, 54].

Ostatni metody

Extrakce keratinu pomoci redukéniho Stépeni byla popsana Schrooyen a kol., kteti vyuzili
mirného pH a roztok 2-merkaptoethanolu, koncentrovany roztok mocoviny a EDTA na §tépeni
peptidovych a disulfidovych vazeb. Bylo docileno vytvofeni monomerniho redukovaného
keratinu z diivodu rozdéleni fibrilarnich svazkl keratinu. Pfi této extrakci bylo rozlozeno témér
80 % keratinového materialu. Redoxni rozpoustédla se oznacuji jako kerateiny a ponechavaji
cysteiny neporuSené. Ty poté mohou tvofit nové piicné mosty [54, 55].

Oxidacnim zplisobem lze pfipravit keratinovy hydrolyzat za pouziti specifickych oxidac¢nich
Cinidel, které se nazyvaji keratozy. Nejnachylnéj§i aminokyseliny na oxidaci jsou tryptofan
a cystein, které jsou vyznamné pfi zesitovani proteinu. Pfi tomto procesu, ktery se nazyva
sulfitolyza, dochazi k oxidaci disulfidovych vazeb za pomoci iontd obsahujicich siru.
Pro extrakci keratinu z pefi Poolea kol. vyuzily sulfid sodny [37, 56, 57].

Rozpousténi materialu obsahujiciho keratin pomoci iontovych kapalin, které obsahujici
anorganické nebo organické anionty nebo objemné kationty, je obvykle obtizna. Iontové
kapaliny maji vysokou solvatacni kapacitu, jsou vyuzivany jako katalyzatory, rozpoustédla
raznych polymeri a iontové vodiva média. K ziskani keratinu se vyuzivaji iontové kapaliny,
jako je BF4, Br, 1-butyl-3-methylimidazoliumchlorid, 1-allyl-3-methylimidazoliumchlorid
[39, 58].

Pti procesu s vyuzitim mikrovinného zareni dochazi k rovnomeémému zahfivani keratinového
materidlu béhem zlomku sekundy, diky tomu dochazi k G¢inné degradaci a extrakei keratinu.
Molekuly v mikrovinném ohfevu maji tendenci adsorbovat energii homogenné se stoupajici
teplotou v reaktoru [34, 39].

Dal§i metoda k ziskani keratinu je parni exploze, coz je hydrotermalni proces,
pfi kterém se vyuziva vysokotlaka nasycena para v kratkych intervalech 1-10 minut. Material
obsahujici keratin je umistén v reaktoru pii teploté¢ 180-230 °C. Na konci procesu dochazi
k rychlému snizeni tlaku, coz zpusobuje vybusnou dekompresi a prasknuti tuhych vlaken
biomasy. Kone¢ny produkt vyrazné ovliviiuje fada faktort souvisejicich s teplotou, velikosti
castic a vlhkosti [39].

V neposledni fadé mize byt pouzita teplena hydrolyza, coz je dvoustupiiovy proces. V prvnim
stupni se denaturuji intermediarni vlakna keratinovych proteint a v dal§im kroku jsou §tépeny
disulfidové vazby, které spojuji fibrily keratinu. Tento dvou krokovy proces poskytl vytézek
keratinu pfiiblizne 70 % [39].
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2.7 Popis pripravy filmu s obsahem keratinu

Keratinové filmy se ptipravuji oxidaci redukovanych forem keratinu [20].
Vyroba keratinovych filmii

Filmy muzeme tvorfit z biopolymert, které jsou obsazeny v roztoku. Zménou podminek
v roztoku (pusobenim tepla, zména pH nebo ptidanim soli) dochazi k shlukovani biopolymeru
v oddélené filmové fazi. Kvalitu keratinovych filmu ovliviiuji parametry zpracovani a upravy.
Pii del§i dobé zpracovani dochazi k snizeni pevnosti vtahu a ke zvySeni prodlouzeni
pii pretrzeni. Mame rizné typy vyroby jako je liti rozpoustédlem, tepelné lisovani, tlakové liti,
elektrostatické zvlaknovani [45, 59].

Liti rozpoustédlem

Na odlévani filmu se vyuzivaji razné typy zafizeni, mezi jednoduché fadime odlévaci desky
a slozit&jsi patti pokrocilé davkové a kontinualni potahovace. Ve vyzkumu se vyuziva rucni
nanaSeni ziedéného roztoku bilkovin, ktery obsahuje 5 az 10 % pevného podilu. Roztok jesté
obsahuje zmekcovadlo, poté je nalévan do Petriho misek nebo forem, které jsou suSeny pfi
pozadované teplot¢ nebo v prostredi fizené relativni vlhkosti. U slozitéjSich zafizeni
se produkuji vétsi filmy, které maji danou tloustku. Filmy lze susit horkym vzduchem,
infraCervenym zafenim, mikrovlnou energii nebo pfi teploté okolnich podminek. Zptisob suseni
ovliviiuje fyzikalni, mechanické a bariérové vlastnosti, morfologii a vzhled filmu [59].

Jednou z moznosti pripravy keratinovych filma je, smichani vodného roztoku keratinu
s glycerolem, poté je tento roztok vylit na Petriho misku a ponechan v exikatoru nad suSenym
silikagelem za pokojové teploty. VysuSeny film je zahfan na 15 min pfi 80 °C, poté je film
odloupnut z desky. V ptipadé potieby je mozné film proplachnout vodou a ususen pti pokojové
teploté. Filmy vyrobeny timto zptisobem se vyznacuji hladkym povrchem a silné zesit ovanou
strukturou. Ve vodé dochazi k bobtnani a mohou se prodlouzit az o 50 %. Ve vrouci vodé
se naopak smrst'uji. Taji pii teploté kolem 250 °C (Obrazek 8) [20].
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Obrazek 8: Priprava keratinovych filmit metodou liti rozpoustédlem [60]
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Tanabe a kol. vyuzili metodu liti rozpoustédlem k vytvofeni keratin-chitosanovych filma,
kdy ptidavek chitosanu zlepsil vyrazné mechanické vlastnosti filmu, které se porovnavaly
s vlastnostmi filmu slozeného pouze z keratinu. V praci je uvedeno, ze chitosan dodal filmu
pruznost, silu a podle Youngova modelu i méekkost. Dale byla prokazana antimikrobialni
aktivita keratin-chitosanového filmu a byla zjisténa jeho vhodnost jako substrat pro savci
bunky [63].

V praci Abou El-Kheir a kol. byl pouzit polyvinyl alkohol k modifikaci vlastnosti keratinového
filmu. Pruznost filmu byla podpofena sitovacimi latkami jako je glycerol a glutaraldehyd.
Skupina zjistila, ze glutaraldehyd snizuje rozpustnost filmu ve vodé, pravdépodobné diky
vzniku novych pficnych vazeb mezi polypeptidovymi fetézci na zékladé jejich amino
a kaboxilovych skupin. Poukazuji na to, ze filmy neobsahujici zmékcovadlo vykazuji nizsi
rozpustnost, a to z divodu sulfidovych mustku, které vznikaji béhem suSeni. Zmékcovadlo
ziejmé zabrafuje tvorb€ téch mustku a tim zvySuje rozpustnost filmu. U keratin-polyvinyl
alkoholovych filmi se pevnost tahu snizuje z divodu poruSeni disulfidickych vazeb
v makromolekulach keratinu, coz je dusledek pusobeni alkalii. Pevnost v tahu lze upravit
vyuzitim sitovacich cinidel jako je glutaraldehyd nebo chlorid zelezity, které dokazi
zregenerovat vazby mezi makromolekulami keratinu [60].

Ramirez a kol. zjistili, ze pomoci liti lze vytvofit z keratinu a kyseliny citronové film
s antibakterialnimi vlastnostmi. Kyselina citronova podporuje tvorbu makromolekularniho
usporadani keratinu, coz vede ke zlepSeni taznosti a pruznosti filmu. Dale byl prokazan
pfirozeny a uplny biocidni tcinek, coz taky prokazalo vliv na zlepSeni trvanlivosti potravin.
Filmy pfipravené z keratinu a kyseliny citronové maji potencial k nahrazeni klasickych folii ze
syntetickych polymert a diky tomu by se mohly vyuzit v potravinaiském prumyslu jako aktivni
obaly [60].

Ramakrishnan a kol zjistili, ze pfi vytvareni filmi metodou liti a vyuziti glycerolu jako
zme&kcovadla, dochazi k snizeni pevnosti v tahu se zvysujici se koncentraci glycerolu. Nejlepsi
vysledky pro pevnost v tahu vykazoval film s obsahem glycerolu 2 hm. %, vykazoval taky
nejlepsi tepelné vlastnosti. Diky modifikaci glycerolem byl povrch filmu homogenné;jsi oproti
filmim bez zmeékCovadla. Vyrobeny bioplast je biologicky odbouratelny, proto mohou
v budoucnu nahrazovat materialy z fosilnich zdroja, které jsou skodlivé pro zivotni prostredi
[65].

Tepelné lisovani

U této metody diky zvySené teploté a stfihu vznikd soudrzna filmova matrice. Pii lisovani
dochazi k mensi spotiebé energie a je také rychlejsi nez zpusob liti rozpoustédlem. Smes
na pfipravu filmu je zahfivana a poté prelita na plat s Sablonou. VSe je preneseno
do hydraulického lisu, po vylisovani je oddélana Sablona. Film je suSen pii konstantni teploté
po dobu 8 hodin. Hotové filmy jsou prahledné a odolné vigci tahu [59].

Vytlacovani

Pred vytlaCovanim se smicha protein s vodou a zmékcovadlem, tim vznikd produkt vhodny
k vytlacovani. Samotné vytlacovani probiha pii urcité teploté, vznikaji filmy v podobé tenkych
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membran. Filmy nedosahuji takové elasticity, jako filmy vytvorené metodou liti rozpoustédlem
[66].

Vyroba keratinového kompozitu

Keratinovy kompozit se vytvati vrstvenim jednotlivych filmu a cely proces probiha na Sabloné.
Filmy se vrstvi na zakladeé elektrostatické pfitazlivosti mezi opacné nabitymi skupinami
raznych polyelektrolytl, dale pomoci fyzikalnich a chemickych interakci. Nevyhodou této
metody je, ze lze pouzit jen omezeny pocet vrstev [67].

Modifikace keratinovych filmii

Druh zmeékcéovadla ovliviiuje vlastnosti filmu (mikrostrukturu, sorpéni izotermu).
Zmékcovadla, jako je glycerol a sorbitol, snadno difunduji do proteinové disperze, kvili své
nizké molekulové hmotnosti. Tyto latky zptsobuji rovnomérmou strukturu filmu. Glycerol
s také snadno zabudovavd do keratinového fetézce, kde dochazi kjeho asociaci
a hydrofobnimi aminokyselinami (tyrosin a serin), film ma poté vy$si miru schopnosti vazat
vodu. Cim vys§i je obsah zmé&k&ovadla zabudovaného do keratinového fetézce tim vyssi
je obsah vlhkosti v monovrstvé. U filmu se poté snizuji bariérové schopnosti.
Polyethylenglykol  snizuje  kiehkost filmu. Chemickym  zesitovanim  pomoci
ethylenglykolu-diglycidyletheru a glycerol-diglycidyletheru se zvysuje vod€odolnost filmu.
Plastifikatory snizuji kiehkost keratinovych filmi, protoze zvysuji mobilitu v fetézci a zlepSuji
flexibilitu polymeru sniZzenim inter- a intramolekularnich sil. Pfidanim plastifikatoru
pifi procesu muze dojit k naruSeni stability filmu i jeho degradaci. Pokud zaclenime
do keratinového filmu chitosan, dostaneme pruznéjsi a silnéjsi film se zlepsenou bobtnavosti.
Tento film lze pouzit jako substrat pro bunécné kultury. Pfidanim Zzelatiny docilime
hydrofilnosti filmu a vytvofime film s lepsi propustnosti kysliku. Keratin smichany s fibroinem
vytvori film vykazujici biokompatibilitu a schopnost snizovat tvorbu trombt. Tento typ filmu
muize byt navrzen s fizenymi degradacnimi vlastnostmi a pii uvoliiovani 1éku 1ze nastavit jeho
stabilitu. Polyethylenglykol zabudovany v keratinovém filmu zabranuje sestaveni keratinu
a méni jeho tepelné vlastnosti, ¢imz zlepSuje tepelnou stabilitu filmu [45, 67].

2.8 Vlastnosti filmu s obsahem keratinu

Viskoelasticita

Viskoelasticky material se vyznacuje jak elastickymi (regenerace), tak viskoznimi vlastnostmi
(teCeni). FElastické materidly se deformuji, aby uvolnily napéti, nasledné se navrati
do pocatecniho stavu. U viskoznich materiald dochazi k uvolnéni napéti, a tim se nevratné
deformuji. Viskoelasticky material se deformuje vlivem napéti, deformace je funkci napéti
i Casu. Pomér napéti a deformace je funkci Casu, béhem kterého ptisobi napéti. Hodnotu poméru
nazyvame Gasové zavisly modul pruznosti. Casem se material nemusi vracet do pavodniho
stavu jako pred deformaci, ale po odstranéni napéti se vraci do stavu podobného pivodnimu.
V polymeru dojde k posunu polymernich feté€zcii, coz nazyvame teCeni. Pieskupeni fetézca
doprovazi napéti, které zpusobi zpétné napéti v pevném polymeru. Kdyz se wvelikosti
aplikovaného napéti vyrovna s naakumulovanym zpétnym napétim nedochazi k dalS$im
zménam v materialu. Po odstranéni puasobiciho napéti, dochazi k navratu polymeru
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do ptuvodniho stavu za pomoci ptasobeni zpétného napéti. Prace, ktera je nutna na k deformaci
t&lesa, je Gastetné ukladana ve formé potencialni energie. Cast energie ve formé tepla lze ziskat
zpét. Elasticita obvykle vznik4a atomarnim nebo molekularnim roztahovanim, viskozita zase
atomovym nebo molekularnim tokem. Viskoelasticita muze byt linearni, kdy izochronické
napéti a deformace jsou pfimo umérné v libovolné€ zvoleném case, tedy jsou linearné zavislé.
Tento typ viskoelasticity je vyuzitelny pouze u malych deformaci. Druhym typem je nelinearni
viskoelasticita, pfi niz izochronické napéti a deformace nejsou piimo umeérné v libovolné
zvoleném case. Tento typ nastane, pokud jsou deformace velké nebo pokud pii deformaci
material méni své vlastnosti. Pomoci nelinearni viskoelasticity mizeme také popsat jevy,
jako je normalové napéti, extenzni ztlusténi a smykové ztencovani ve viskoznich kapalinach
[68, 69, 70].

Mezi viskoelastické materialy patfi amorfni nebo semikrystalické polymery a biopolymery,
zivé tkané i bunky. U materialt se predikuje jejich chovani za riznych podminek, a to za pouziti
modelt. Mezi zakladni modely linearni viskoelasticity patii Maxwellav, Kelvinivo — Voigtav,
Burgersuv a standartni linearni pevny model. Pomoci nich stanovujeme interakce napéti
anamahani, sily a posunu nebo také ¢asové zavislosti. Viskoelastické chovani se charakterizuje
pomoci linearné fazenych pruzin a tlumicu, jejich usporadani se 1isi v zavislosti na typu modelu.
Zakladni modely nelinearni viskoelasticity se vyuzivaji k znazornéni jevi v tekutinach. Pevna
latka s viskoelastickymi vlastnostmi podléha teceni, kdy deformace je funkci Casu a zatizeni
se udrzuje konstantni, anebo relaxaci napéti, kdy je funkci ¢asu snizené napéti a deformace
se udrzuje konstantni [28, 71].

Viskoelastické vlastnosti se vlivem teploty méni. Molekuly v polymeru v prubéhu casu
presouvaji (tecou) do konformaci, kterou jsou uptednostiovany pred jinymi. Vlivem tepelného
pohybu dochazi k pretvareni a lamani sekundarnich vazeb polymeru, coz pfispiva k deformaci
daného polymeru. Modul teCeni je obvykle vyjadfen jako pomér aplikovaného napéti
k pfeorganizovani, které je zavislé na Case. Pfi zvySeni teploty za konstantniho napéti dochézi
k logaritmickému snizeni ¢asu nutného k deformaci materialu. Vliv teploty na viskoelastické
chovani polymeru lze znézornit pomoci schématu modulu pruznosti zavislém na teploté.
Vykreslena kfivka je rozdélena do Ctyr oblasti. V prvni oblasti nedochazi k pohybu molekul
v polymeru z divodu nizké teploty. V této oblasti je polymer ve skelném stavu, kdy jeho
mechanické vlastnosti odpovidaji kiehkosti a tvrdosti. V druhé oblasti prochazi polymer
teplotou skelného prechodu. Diky vyssi teploté dochazi k lokalnimu pohybu molekul a polymer
uz neni tak tuhy jako v prvni oblasti. Ve tfeti oblasti dochazi k ptekroCeni teploty skelného
prechodu, polymer je ve stavu kaudukové elasticity a jeho vlastnosti prochazi zménou. Casti
polymeru se mohou volné pohybovat a otaCet, coz pii pusobeni sily zpusobuje vratné
deformace. U linearnich polymert dochazi k ¢astecnym deformacim, kdy se uvolni zapletené
Casti, tuto vlastnost nazyvame viskoelasticita. Tento stav oznaCujeme jako kaucukovité
elasticky. U linearnich polymera pti dlouhém pusobeni dochazi k uvolfiovani zapletenin,
a proto po uvolnéni nedojde k navratu do ptivodniho stavu. Dochazi k CasteCnym trvalym
deformacim a toto chovani oznacujeme jako viskoelastické. Ve ctvrté oblasti dochazi k dal§imu
zvySeni teploty a polymer pfechazi do stavu plastického. Teplotni hranice je nazyvana jako
teplota teCeni, kterou kdyz prekroCime, tak jsou vSechny deformace nevratné. Visk6zni polymer
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po prekroCeni této meze teCe a ma nizkou tuhost. Viskoelastické teCeni nastava,
jestlize viskoelasticky materidl vystavujeme postupnému konstantnimu naméahani,
pii kterém probiha Casové zavisly narast napéti (Obrazek 9) [72, 73, 74].
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Obrazek 9: Teplotni zavislost modulu pruznosti [75]

Keratindzni tkané diky viskoelastickym vlastnostem dokazi tlumit kolisani zatéze, narazy
a pohlcovat energii. Viskoelasticita biofilmi se méfi prostiednictvim deformace
pfi konstantnim napéti v rezimu tlaku, smyku nebo tahu, vyuziva se 1 méteni napéti pro udrzeni
konstantni deformace. Dale muzeme aplikovat jednoosou kompresi, pfi které je biofilm
deformovan nebo namahan pomoci makroskopického pistu a deformace nebo relaxace napéti
je poté zaznamenavana jako funkce Casu [28, 76].

2.9 Obaly

Obal je vyrobek zhotoveny z riznych materialt, ktery je uren k ochran€, manipulaci, dodavce
nebo prezentaci vyrobku nebo vyrobka urCenych spotiebiteli nebo jinému konecnému uzivateli.
Obaly se rozd¢luji dle funkce na prodejni, skupinové a prepravni. Pfi uvadéni obalu na trh musi
byt hmotnost a objem obalu co nejmensi, ale musi si uchovat vhodné vlastnosti
pro spotiebitele. Diivodem je snizeni mnozstvi odpadu z obalu, ktery je poté potiebny zpracovat
nebo odstranit. Osoba, ktera uvadi obal na trh, musi dodrzet urcité koncentrace nebezpecnych
latek, které v obalu mohou vyskytovat. Tyto koncentrace latek se vztahuji na emise, popel nebo
vyluh v ptipadé spalovani nebo skladovani odpadu vzniklého z daného obalu. Dale by soucet
koncentraci olova, kadmia, rtuti a chromu v obalu nemél pfesahovat vice jak 100 mg/g. Obal
po pouziti musi byt schopen poskytovat opakované vyuziti nebo byt schopen procesu recyklace,
energetického vyuziti ¢i biologického rozkladu. Na obal je nutné umistit oznaceni z jakého
materialu byl zhotoven a toto znaeni musi byt v souladu s pravem Evropské unie [77].

Zdravomni pozadavky na obaly potravin

Naroky na obaly potravin jsou regulovany evropskou legislativou. Pro baleni potravin
je dualezité vyuzit kvalitnich materialu, které nebudou zplisobovat nezadouci kontaminaci
potraviny. K prestupu latek do potraviny muze dochazet z divodu migrace nebo koroze
obalového materialu. V Ceské republice je zaveden systém kontroly kvality a bezpe&nosti
obalovych materiald, které pfichazi do kontaktu s potravinou. V Evropské unii se touto
problematikou zabyva nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1935/2004. V tomto
nafizeni jsou stanoveny obecné zasady bezpeCnosti a inertnosti obalt vici balené potraving.
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Presnéji obaly nesmi do potraviny uvolfiovat nadlimitni mnozstvi slozek, které by mohly
ohrozit zdravi ¢lovéka a dale nesmi zpusobovat nepfijemnou zménu ve slozeni potraviny
a zhorSenti jejich senzorickych vlastnosti [77].

Bioplasty

Bioplasty jsou materialy, které jsou vyrobeny z ptirodnich biopolymerd nachazejici
se v obnovitelnych zdrojich biomasy. Bioplasty muzeme také definovat jako polymery,
které lze rozlozit na oxid uhli¢ity, vodu, anorganické sloucCeniny nebo biomasu, zejména
prostiednictvim enzymatickych a¢inki mikroorganismt. Diky tomu miiZeme bioplasty tvorené
biopolymery fadit mezi materialy, které maji biodegradabilni vlastnosti a maji schopnost
se dobfe rozkladat v pfirode. V dnesni dobé byly popsany bioplasty z celé fady biopolymert
jako jsou skrob, kyselina polymlécna, agardz, kasein, lignin nebo keratin. K produktim,
které byly vytvoteny z biologické materialu nachazejiciho se v biomasy, se pfifazuje termin
bio-based. Tento termin se vztahuje na materidly nebo produkty vytvorené z obnovitelnych
zdroji. Mezi tyto slozky téchto materiali fadime sacharidy, proteiny, dfevni §t€pku nebo
ptirodni kaucuk (Obrazek 10) [78, 79].

Plasty na biologické bazi délime na biologicky rozlozitelné nebo nerozlozitelné. Dale se d¢li
do tif kategorii na pfirodni polymery, syntetizované polymery na biologické bazi vytvorenych
ze syntetizovanych monomert a bioplasty z odpadu. V souCasné dobé bioplasty zaujimaji
jen 1% ro¢ni produkce plastd na svété. Hlavni aplikace téchto materiald je v obalovém,
textilnim, automobilovém a stavebnim primyslu. Vyroba bioplasti stoupla pfiblizné
z 2 miliont tun v roce 2014 na piiblizné€ 6,7 miliond tun v roce 2018. Vétsina tohoto materialu
byla vyrobena ze $krobu a polymert na bazi kyseliny polymlécné (PLA). V dnesni dobé
se ziskava surovina na vyrobu bioplastu prevazné z kukufice a brambor, coz vytvari konkurenci
vyrob€ potravin, zabira zemédélskou pudu pro péstovani jinych zemédélskych plodin
a spotiebovava se tak velké mnozstvi vody a zivin [80].

Biopolymery lze extrahovat z biomasy nebo je 1ze vytvofit prostfednictvim mikroorganismu,
kdy vyuzijeme fermentacni proces s vhodné zvolenym zdrojem uhliku. Rostlinnd biomasa
lze rozlozit chemicky nebo biokatalyticky na slozky, které poslouzi k vytvoreni jiného
polymeru. Plodiny vyuzivajici se k vytvoreni polymert rozdélujeme do dvou skupin.
Na potravinafské, kam fadime plodiny bohaté na sacharidy (kukufice, cukrova titina)
a na nepotravinaiské, kam fadime lignocelulozovy materidl, jez je chemicky rozlozen
na stavebni bloky, ze kterych se vytvari fada bioplasti. Bioplasty lze také vytvaret z zivocisné
biomasy, ktera je bohata na proteiny a tuky [79].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Akrylamid, Sigma-Aldrich (USA)

Bromfenolova modt sodna sul, SERVA (SRN)

Citrofol, Jungbunzlauer (CHE)

Coomasie Brilliant Blue G-250, SERVA (SRN)

Denaturovany ethanol

D-Sorbitol, Alfa Aesar (SRN)

Fostatovy pufr pH = 7,2, Sigma-Aldrich (USA)

Glycerol, Lach-Ner (CR)

Glycin, Sigma-Aldrich (USA)

Glutaraldehyd, Sigma-Aldrich (USA)

Hexan, Lach-Ner (CR)

Hexan pro GC, Penta (CR)

Hydroxid sodny pecky p.a., PENTA s.r.o. (CR)

Chitosan o vysoké molekularni hmotnosti, Sigma-Aldrich (USA)
Kyselina citronova, Lac-Ner (CR)

Kyselina heptadekanova pro GC, Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina chlorovodikova, Lach-Ner (CR)

Kyselina octova, Lach-Ner (CR)

Kyselina sirova, Lac-Ner (CR)

2-Merkaptoethanol, Sigma-Aldrich (USA)

Methanol pro HPLC, PENTA s.r.o. (CR)

Methanol, Sigma-Aldrich (USA)

N,N’- methylenbisakrylamid, SERVA (SRN)

Nutrient Broth (NB), Himedia (Indie)

PageRuler proteinovy zebii¢ek 10-180 kDa, Thermo Fisher Scientific (USA)
Peroxodisiran amonny, Sigma-Aldrich (USA)

Polyvinyl alkohol o molarni hmotnosti 30 000-70 000, Sigma-Aldrich (USA)
Protedza Bacillus lichenformis, Sigma-Aldrich (USA)
SDS-dodecylsulfat sodny, Sigma-Aldrich (USA)

Siran amonny, Lach-Ner (CR)

Sulfid sodny, Lach-Ner (CR)

TEMED — N,N,N’ N’-tetramethylethylendiamin, SERVA (SRN)
TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan, Sigma-Aldrich (USA)
Trichloroctova kyselina, Lach-Ner (CR)

Yeast extract peptone dextrose (YPD), Himedia (Indie)
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3.2 Pristroje

Analytické vahy, OHAUS (USA)

Biologicky termostat INB 300, Memmert (SRN)

Centrifuga, Hettich (SRN)

Centrifuga, HERMLE Labortechnik (SRN)

Deuteriovy, wolframovy, halogenovy svételny zdroj DT-MINI-2-GS, Ocean Optics, Inc.
(SRN)

Extraktor typu Soxhlet SOXTHERM, Gerhardt (SRN)

FTIR spektrometr Frontier, Perkin Elmer (USA)

FTIR spektrometr Nicolet™ iS™ 5 Thermo Fischer Scientific (USA)
Inkubétor Unimax 1010 DT, Heidolph (SRN)

Orbitalni tfepacka ES-20, Biosan (LV)

Membranova vyvéva, KNF Group (SRN)

Miniaturni spektrometr USB650UV, Ocean Optics, Inc. (SRN)

Mlynek na kéavu, Moulinex (FRA)

Nova NanoSEM elektronovy mikroskop, FEI Company (USA)
SDS-PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsiranu sodného,
Mini-PROTEAN® Tetra Systém, Bio RAD (CR)

Teplotné modulovany kalorimetr DSC 8000, Perkin Elmer (USA)
Termogravimetricky analyzator TGA QS5000IR, TA Instruments (USA)
Termoblok VWR, (CR)

Vortex/homogenizator disruptor Genie, Scientific Industries, Inc. (USA)
Zkugebni piistroj, Labortech (CR)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni

Plynova chromatografie:

Thermo Scientific TRACETM 1300 Gas Chromatograph, Thermo Fischer Scientific (USA),
Detektor FID, (thermo Fischer Scientific, USA)

Thermo Scientific AI 1310 Autosampler

Kolona Zebron ZB-FAME, 30m x 0,25 mm x 0,20 um, Phenomenex

Mikroorganismy: Tyto bakterialni kultury byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganisma
Masarykovy university v Brng.

Bakterie: Escherichia coli CCM 7395, Micrococcus luteus CCM 1569, Serratia marcescens
CCM8587
Kvasinka: Candida glabrata CCM 8270

3.3 Material

Husi pefi trhané na sucho
Slepici peti trhané na sucho
Slepici pefi trhané po spatfeni
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Pefti pfed provedenim hydrolyzy bylo namleto na jemny praSek pomoci mlynku na kévu.

Obrazek 11: Slepici peri v celku a namleté pomoci mlynku na kdavu

3.4 Izolace keratinu
ODTUCNENTI PERI

Odtu¢néni 50 g pefi bylo provedeno ve 2 1 80% nebo 50% denaturovaného ethanolu. Pefi
namocené v ethanolu bylo ponechéano na tfepac¢ce po dobu jednoho dne. Poté byla provedena
centrifugace pii 4000 ot./min po dobu 20 min, kdy byl odstranén ethanol z odtu¢néného pefi.
Proces promyti pefi od ethanolu pomoci destilované vody byl vzdy proveden tfikrat. Promyté
pefi bylo ihned zpracovano nasledujicimi procesy.

V druhém zptisobu byla vyuzita extrakce tuku pomoci extraktoru typu Soxhlet SOXTHERMU.
Suché peii o hmotnosti 1,5 g bylo dano do prazdné celul6zové patrony, ktera byla ucpana smotkem
vaty a poté byla vlozena do draténych drzaku extrakéni nadoby, do kterych bylo pfidano 120 ml
extrakéniho €inidla (hexan). Takto pfipravené Ctyfi extrakéni nadoby byly vlozeny do piistroje
Gerhardt Soxtherm. Pomoci pfedem nastaveného programu, zvolenych parametrli pro extrakci
v hexanu (viz. tabulka 2), byla spusténa extrakce. Celkova doba extrakce byla nastavena
na 3 hodiny a 4 minuty. Po skonceni extrakce byly extrakéni nadoby vyjmuty z pfistroje,
nasledné z nich byly patrny vyjmuty a pfemistény do susarny. Po odpafeni hexanu bylo pefi
thned zpracovavano.
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Tabulka 2: Parametry extrakce na pristroji Gerhardt Soxtherm

Parametry extrakce v hexanu

Teplotni limit 200 °C
Teplota extrakce 170 °C
Reduk¢ni interval 3min30s
Reduk¢ni puls 3s
Faze extrakce 1 h 30 min
Vypatrovani A 5x interval
Interval doba oplachovani 1 h 0 min
Vypatovani B 2x interval
Interval vypatovani C 10 min
Délka programu 3 h 4 min

TRANSESTERIFIKACE LIPIDU Z PERI

Nejprve byla prevedena smés lipidid a hexanu, ktera byla ziskana extrakci pomoci pfistroje
Soxtherm, do pfedem zvazenych varnych ban¢k. Nasledné bylo provedeno odpafeni hexanu
pomoci vakuové odparky, varné banky byly zvazeny a tim bylo stanoveno mnozstvi lipida
v jednotlivych vzorcich. Do varnych ban¢k bylo pfidano 9 ml hexanu a bariky byly vlozeny
do ultrazvuku k rozpusténi lipidd v kapalin€. Predchozimi kroky byla ziskana znama
koncentrace lipidi ve vzorku. Do krimplovacich vialek bylo napipetovano 1,5 ml vzorku
s hexanem. Hexan byl poté odpafen pomoci termobloku, ktery byl zahtaty na teplotu 85 °C.
Ke vzorku jiz bez hexanu bylo pfidano 1,8 ml transesterifikacni smési. Ta byla slozena z 15%
H>SO4 v methanolu HPLC kvality a interni standard kyseliny heptadekanové v koncentraci
0,5 mg/ml. Takto pfipravené vzorky byly zakrimplovany a byly inkubovany v termobloku
po dobu 2 hodin pii teploté 85°C. Poté byly vzorky volné ponechany, aby doslo k jejich
vychladnuti na pokojovou teplotu. Do vialek o objemu 5 ml bylo napipetovano 0,5 ml
0,05 mol/l NaOH a kvantitativné byl do ni preveden obsah vialky se vzorkem. V dalsim kroku
byl pfidan 1 ml hexan HPLC kwvality, vialka byla uzaviena a nechana na vortexu tfepat po dobu
5 min. Po odd¢leni fazi bylo z organické hexanové faze (horni faze) odebrano 0,1 ml a prevede
do cisté 1,8 ml vialky a bylo pfidano 0,9 ml hexanu HPLC kvality. Takto pfipraveny vzorek
byl analyzovan pomoci GC. Parametry GC sestavy jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Parametry GC/FID

Zebron ZB-FAME, o rozmérech

Kapilarni kolona 30m * 0,25 mm * 0,20 um

Déavkovani Autosampler Thermo Scientific AT 1310
Objem nastiiku vzorku 1 ul

Pomér nastiku délice toku 10

Konstantni pratok nosného plynu H> | 1 ml/min

Detektor Plamenové ionizacni

Teplota 250°C

Vzduch 350 ml/min, make-up N2 30 ml/min
H: 35 ml/min

2

Prutok
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HYDROLYZA PERI

Proces hydrolyzy byl proveden podle ¢tyt riznych navoda, aby se zjistilo, kterym zptsobem
je mozno dosahnout co nejvyssi vytéznosti keratinu. Dale se vybér hydrolyzy odvijel od Casové
narocnosti a pouzivani toxickych latek.

Hydrolyza pomoci sulfidu sodného

Do uzaviratelné simaxové lahve bylo prenesenol0 g odmasténého pefi, ke kterému bylo
ptidano 400 ml 0,5M roztoku sulfidu sodného. Nadoba byla ponechéana v tfepacce pii 30 °C
po dobu 24 hod. V roztoku se udrzovalo pH 10-13. Nasledné byly z hydrolyzatu odstranény
nerozlozené zbytky pomoci filtrace za snizeného tlaku nebo centrifugaci pii 10 000 ot./min
po dobu 10 min [81].

Hydrolyza pomoci hydroxidu sodného

Postup byl modifikovan pouzitim riznych koncentraci a ¢asovych period pasobeni hydroxidu
sodného, podminky hydrolyzy jsou v tabulce 4. Do Erlenmeyerovy baiky bylo pfesunuto 50 g
odmasténého pefi, do které bylo pfilito 500 ml roztok hydroxidu sodného urcité koncentrace.
Proces hydrolyzy byl proveden pti 70 °C po dobu odpovidajici koncentraci hydroxidu, obsah
barky byl promichavan pomoci magnetického michadla. Nasledné byla provedena centrifugace
vzniklého hydrolyzatu ptfi 10 000 ot./min po dobu 5 min [82].

Tabulka 4: Parametry vyuzité pri hydrolyze za pouziti hydroxidu sodného

Koncentrace NaOH [%] Cas pusobeni [min]
0,5 240
1 120
2,5 75

Hydrolyza pomocti kyseliny sirové

Proces hydrolyzy byl inspirovan praci Bouhamed a kol., ktefi pouzili rizné modifikovany
proces kyselé hydrolyzy. Do Erlenmeyerovy baitiky bylo pfesunuto 50 g odtu¢néného pefi,
ke kterému byla pfilita 1M kyselina sirova. Proces byl provadén pii teploté 90 °C v olejové
lazni po dobu 50 h. Cely objem bainky byl neustale promichavan pomoci magnetického
michadla. Po ukon¢eni hydrolyzy byl objem bariky zcentrifugovan pii 10 000 ot./min po dobu
5 min [83].

Alkalicko-enzymatickd hydrolyza

Nejprve bylo 5 g odtu¢néného pefi vlozeno do Erlenmeyrovy baiky a bylo k nému ptfidano
30 ml 0,3M hydroxidu sodného. Proces alkalické hydrolyzy probihal pti 80 °C po dobu 30 min.
Nasledné bylo upraveno pH hustého roztoku na hodnotu 8,0-8,3 pomoci 10% kyseliny
chlorovodikové. Poté byla provedena enzymatickd hydrolyza, pii niz byl do roztoku pfidan
1 ml proteazy z Bacillus licheniformis. Druha Cast procesu byla provadéna po dobu 10 h
piiteplote 55 °C. Pro skonceni hydrolyzy bylo pH upraveno na hodnotu 7 pomoci 10% kyseliny
chlorovodikové a enzym byl deaktivovan zahfatim materidlu na 95 °C po dobu 30 min.
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Pro odstranéni nerozlozenych ¢asti byl hydrolyzat zcentrifugovan pti 10 000 ot./min po dobu
5 min [84].

SRAZENI KERATINU

Z hydrolyzatu byl keratin vysrazen za vyuziti roztoku siranu amonného, ktery byl pouzit v praci
Dhayanithi a kol. V 11 destilované vody bylo rozpusténo 700 g siranu amonného, roztok byl
michan, dokud nedoslo k rozpusténi vsech Castic. Roztok hydrolyzatu byl michan a pomalu byl
pfikapavan siran amonny, az bylo dosazeno poméru 1:1. Po vysrazeni byla provedena
centrifugace pfi 10 000 ot/ min po dobu 5 min. Se ziskanym supernatantem byl proces
opakovan. Bilkovina ziskana jak z hydrolyzatu tak i ze supernatantu byla pfenesena do 100 ml
destilované vody. Poté byla opét provedena centrifugace pii 10 000 ot./min po dobu
5 min [81].

Alternativnim postupem ke srazeni keratinu byl postup dle Oluba a kol. Pro srazeni keratinu
byla vyuzita 10% trichloroctova kyselina. Kyselinou bylo pH snizovano na hodnotu 2.4, diky
okyseleni byly v roztoku vytvoreny masivni vloc¢ky vysrazeného keratinu. Bilkovina ziskana
z hydrolyzatu byla zcentrifugovana pti 10 000 ot./min po dobu 5 min [85].

DIALYZA

Dialyza, nasledovana po procesu hydrolyzy a srazeni, byla provedena tak, ze preciSténa
bilkovina byla prenesena do dialyzacniho stfeva 1 kDa, kde byla ponechana po dobu jednoho
tydne (Obrazek 13). Voda v dialyzacni nadobé byla kazdodenné meénéna. Nasledné byl
dialyzovany produkt prenesen do centrifugacnich zkumavek a zamrazen.

Obrazek 13: Dialyzacni stieva s vyizolovanym keratinem
LYOFILIZACE KERATINU

Vysrazeny a zdialyzovany keratin byl zamrazen v centrifugacnich zkumavkach o objemu
50 ml, do kterych bylo nalito 35 ml smeési keratinu s kapalinou. Poté byly umistény
do lyofiliza¢nich nadob, kde plisobenim vakua a nizké teploty byla dosazena sublimace
kapaliny ze vzorkl. Lyofilizace probihala po dobu 5 dni.
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3.5 Priiprava keratinovych filmu

Vsechny filmy byly pfipravovany metodou liti rozpoustédlem (Obrazek 14).

Film z keratinu a kyseliny citronové

Obrazek 14: Metoda liti rozpoustédiem

Ptiprava tohoto druhu filmu byla provedena ve tfech pomérech obou latek s riznym piidavkem
glycerolu, jednotlivé mnozstvi latek jsou znazornény v tabulce 5. Nejprve byla rozpusténa

kyselina citronova v 15 ml destilované vody. Poté byl k roztoku kyseliny pfidan keratin,

aby doslo k vytvoreni homogenniho roztoku byla kadinka s latkami v lozena do ultrazvuku.
V konecné fazi doslo k pfidani glycerolu a promichani roztoku na magnetické michacce.
Roztok byl poté vylit na Petriho misku a susen pfi teploté 40 °C po dobu 48 h [61].

Tabulka 5: Modifikace filmu z keratinu a kyseliny citronové

Obsah Obsah Objem
Obsah kyseliny glycerolu | destilované | Obsah susiny
Vzorek ) . . .
keratinu [mg] citronové [hm. %] vody keratinu [%]
[mg] [ml]
KKCI1 1,77 1,18 - 15 60
KKC2 1,77 1,18 10 15 16
KKC3 1,77 1,77 — 15 50
KKC4 1,77 1,77 10 15 31
KKC5 1,77 1,77 5 15 39
KKC6 1,77 1,77 2 15 53
KKC7 1,18 1,77 10 15 24
KKC8 1,18 1,77 2 15 36
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Keratin-PVA film

Tento typ filmu byl pfipraven ze dvou roztokl. Prvni roztok byl vytvofen z 4 hm. % roztoku
PVA. Aby doslo k rozpusténi PVA, byla smés michana magnetickym michadlem a zahtivana
na teplotu 85 °C. Druhy roztok byl pfipraven tak, ze v 0,5 M roztoku hydroxidu sodného byl
rozpustén lyofilizovany keratin. Homogenni roztok keratinu byl vytvofen pomoci ultrazvuku.
Nasledné bylo 15 ml 4 hm. % roztoku PV A postupné prikapavano do 3,75 ml roztoku keratinu.
Veskeré modifikace jsou znazornény v tabulce 6. Nasledné byl roztok vylit do Petriho misek,
které byly zakryty bunicinou. Jejich obsah byl vysuSen za laboratorni teploty po dobu dvou dni.
Po vysuSeni bylo provedeno zesitovani filmu v roztoku slozeného z glutaraldehydu,
fosfatového pufru pH = 7,2 a glycerolu. Zesitovani filmu bylo ukon¢eno po 10 min. Poté byl
film promyt destilovanou vodou a nasledné byl ususen pfi pokojové teploté [62].

Tabulka 6: Modifikace keratin-PVA filmii

Vzorek Obsah PVA Rozpoustedlo Objem Obsah susiny
keratinu [mg] | [hm. %] rozpoustédla [ml] | keratinu [%]
PVAKI 375,0 4 2M NaOH 3,75 26
PVAK2 187,5 4 2M NaOH 3,75 15
PVABI - 4 2M NaOH 3,75 -
PVAK3 375,0 4 0,5M NaOH 3,75 31
PVAK4 187.5 4 0,5M NaOH 3,75 19
PVAKS 140,0 4 0,5M NaOH 3,75 15
PVAKG6 93,75 4 0,5M NaOH 3,75 10
PVAB2 - 4 0,5M NaOH 3,75 —
PVAK7 187.5 4 0,3M NaOH 3,75 19
PVAKS 187.5 4 2,5M CeHzO7 3,75 7
PVAK9 93,75 4 2,5M CeHzO7 3,75 4

CsHsO7 — kyselina citronova
PVAB - blank zPVA

Keratin-chitosanovy film

Pti vyrobé keratin-chitosanového filmu byl nejdfive ptipraven 0,5% nebo 1% roztok chitosanu.
Do varné bariky byl pfeveden chitosan a 75% kyselina octova. Objem varné bariky byl neustale
michan pomoci magnetického michadla a byl ohfivan ptes olejovou lazen na teplotu 80 °C
a odparovana cast byla chlazena pomocich chladi¢e. Rozpousténi chitosanu v octové kyseliné
probihalo po dobu 24 hod. Nasledné byl roztok prefiltrovan pomoci néalevky se skladanym
filtrem. Roztok keratinu byl pfipraven tak, ze bylo rozmichano urc¢ité mnozstvi keratinu
v 50 ml 75% octové kyselin€. Prfidavana mnozstvi keratinu jsou v tabulce 7. Rozpousténi
probihalo za laboratorni teploty. Dale byly roztoky chitosanu a keratinu smichany a ihned vylity
do plastovych Petriho misek, které byly nasledné pfikryty vrstvou buniciny pro docileni
pomalého odpafovani kapaliny. Keratin-chitosanové filmy byly odlupovany z povrchu misek
po 2 dennim suSenim pii 30 °C v suSarné [63].
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Tabulka 7: Modifikace keratin-chitosanového filmu

Vzorek Obsah Obsah chitosanu Objem 75% kyseliny Obsah susiny
keratinu [mg] v roztoku [%] octové [ml] keratinu [%]
CHK1 50 0.5 25 "
CHK2 125 0,5 25 67
CHK3 50 0.5 50 "
CHK4 125 0.5 50 p
CHBI1 - 0,5 50 ~
CHKS5 50 1 50 29
CHK6 125 1 50 P
CHK?7 50 1 30 29
CHKS 125 1 30 P
CHB2 — 1 50 _

CHK - keratin-chitosanovy
CHB — chitosanovy blank

Keratin-sorbitolovy film

Roztok na filmy byl pfipravovan tak, ze do 25 ml 50% kyseliny octové byl pfidan keratinu
a nasledné¢ bylo do této vodné disperze piidan sorbitol v nasledujicich koncentracich
0,1 a 0,2 g/g keratinu. Pfidavané mnozstvi jednotlivych latek jsou v tabulce 8. Disperze byly
pfipraveny za stalého michani na magnetické michacce pii teplot€é mistnosti po dobu 1 hod.
Nasledné byly roztoky vylity na Petriho misky a suSeny v susarné pii 30 °C po dobu 24 hod

[64].
Tabulka 8: Modifikace keratin-sorbitolového filmu
Obsah Obsah sorbitolu Objem 50% kyseliny Obsah susiny
Vzorek ) , .
keratinu [mg] [mg] octové [ml] keratinu [%]
KS1 875 87,5 25 91
KS2 1750 175 25 91
KS3 875 175 25 83
KS4 1750 350 25 83
KS5 200 175 25 53
KS6 400 175 25 70
KS7 200 350 25 36
KS8 400 350 25 53

Keratin-glycerolovy film

Film byl vytvofen z 30 ml roztoku 50% octové kyseliny, ve kterém byl rozpustén keratin.

Keratin byl rozpoustén pomoci ultrazvuku. Nasledné¢ do roztoku byl vmichan glycerol.

Jednotliva mnozstvi latek jsou uvedena v tabulce 9. Pro spojeni vSech komponent byla smés
michéna pii 60 °C po dobu 5 hod. Nasledné byl homogenni roztok vylit na sklenéné Petriho
misky, které byly vlozeny do susarny s nastavenou teplotou na 60 °C po dobu 48 hod [65].
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Tabulka 9: Modifikace keratin-glycerolového filmu

) Obsah
Obsah Objem wsa
Obsah . . susiny
Vzorek ) glycerolu Rozpoustédlo rozpoustédla )
keratinu [mg] keratinu
[hm. %] [ml]
[“e]
KG1 30 10 2M NaOH 30 0,5
KG2 60 10 2M NaOH 30 1,0
KG3 30 5 2M NaOH 30 0,5
KG4 60 5 2M NaOH 30 1,0
KG5 30 5 50% CH;COOH 30 0,9
KG6 60 5 50% CH;COOH 30 1,8
KG7 60 10 50% CH;COOH 30 1,8
KGS8 60 5 50% CH;COOH 30 3,7
KG9 120 5 50% CH;COOH 30 7,1
KG10 200 5 50% CH;COOH 30 11,2
KGl11 120 2 50% CH;COOH 30 16,3
KGI12 200 2 50% CH;COOH 30 245

CH3COOH - kyselina octova
Keratin-citrofolovy film

Film byl vytvofen z 30 ml roztoku 50% octové kyseliny, ve kterém byl rozpustén keratin.
Keratin byl rozpoustén pomoci ultrazvuku. Nasledné do roztoku byl vmichan citrofol.
Jednotliva mnozstvi latek jsou uvedena v tabulce 10. Pro spojeni vS§ech komponent byla smés
michéna pii 60 °C po dobu 5 hod. Nasledné byl homogenni roztok vylit na sklenéné Petriho
misky, které byly vlozeny do susarny s nastavenou teplotou na 60 °C po dobu 48 hod.

Tabulka 10: Modifikace keratin-citrofolového filmu

Vzorek Obsah Obsah citrofolu Objem 50% kyseliny Obsah susiny
keratinu [mg] [hm. %] octové [ml] keratinu [%]
KCI 120 5 30 -
KC2 200 5 30 .
KC3 120 2 30 v
KC4 200 > 30 Y

3.6 Charakterizace keratinu a keratinovych filmu

ELEKTRONOVE MIKROSKOPIE
K zobrazeni struktury keratinu byla vyuzita rastrovaci elektronova mikroskopie. Lyofilizované
vzorky byly pfed analyzou pozlaceny. Nasledné bylo provedeno meéteni pii urychlovacim

napéti 5 kV ve vzdalenosti 3,5-4,9 mm. Snimky povrchu vzorkl byly pofizeny v riznych
stupnich pfiblizeni.
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POLYAKRYLAMIDOVA GELOVA ELEKTROFOREZA V PRITOMNOSTI
DODECYLSIRANU SODNEHO

Priprava roztoku
Roztoky pro pripravu gelii

Roztok A: 60 g akrylamidu a 1,6 g N,N’- methylenbisakrylamid bylo kvantitativné prevedeno
do odmérné baiiky na 100 ml a barika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok
se uchovava pfi teploté 4 °C.

Roztok B: 10 g SDS bylo kvantitativné pifevedeno do odmérné bariky na 100 ml a barika byla
doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok se uchovéava v temnu pii laboratorni teploté.

Roztok C: V 50 ml destilované vody bylo rozpusténo 9,1 g TRIS, po rozpusténi bylo upraveno
pH na hodnotu 8,8 pomoci koncentrované HCI, poté byl roztok pifeveden do odmérné bariky
na 100 ml a doplnén vodou po rysku. Roztok se uchovava pri teploté 4 °C.

Roztok D: V 50 ml destilované vody bylo rozpusténo 6 g TRIS, po rozpusténi bylo upraveno
pH na hodnotu 6,8 pomoci koncentrované HCI, poté byl roztok pfeveden do odmérné barky
na 100 ml a doplnén vodou po rysku. Roztok se uchovava pri teploté 4 °C.

Roztok E: V 11 destilované vody bylo rozpusténo bylo rozpusténo 30,3 g TRIS, 1,44 g glycinu
a 10 g SDS.

Roztok F: V 1 ml destilované vody bylo rozpusténo 25 mg bromfenolové modii. Roztok
se uchovava pfi teploté 4 °C.

Roztok G: V 1 ml destilované vody bylo rozpusténo 0,1 g peroxodisiranu amonného. Roztok
je nutné piipravit pro kazdé stanoveni Cerstvy.

TEMED: komer¢né dodavany roztok
Pomocné roztoky
Elektrodovy pufr: Roztok byl slozen ze 100 ml roztoku E a 900 ml destilované vody.

Roztok pro rozpusténi keratinu: Roztok byl slozen z 0,25 ml roztoku D, 0,5 ml roztoku B a také
Iml glycerolu. Poté byl roztok pieveden do odmémé bariky na 100 ml a doplnén po rysku
destilovanou vodou.

Vzorkovy pufr: Bylo smichano 3,5 ml roztoku D, 4 ml 25% roztoku SDS, 1 ml roztoku F, 9 ml
glycerolu a 2,5 ml B-merkaptoethanolu. Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.

Roztoky k vizualizaci bilkovin

Stabiliza¢ni roztok: Bylo smichano 150 ml methanolu a 600 ml vody. Roztok se uchovava
pfii laboratorni teploté a je pouzivan opakovang.

Barvici roztok: Bylo smichano 0,5 g Coomasie Blue G-250, 450 ml methanolu, 100 ml
koncentrované kyseliny octové a 450 ml vody. Roztok se uchovava pii laboratorni teploté
a je pouzivan opakovang.
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Odbarvovaci roztok: Bylo smichano 250 ml methanolu, 100 ml koncentrované kyseliny octové
a 650 ml vody. Roztok se uchovava pii laboratorni teploté.

Priprava vzorkii

Vzorky byly pfipravovany tak, ze v roztoku urceného k rozpousténi keratinu bylo rozpusténo
takové mnozstvi keratinu, aby vznikla koncentrace 1 g keratinu na 1 1 daného roztoku.
Rozpousténi bylo provadéni po dobu 24 hod. Nésledn€ bylo do mikrozkumavek Eppendorf
napipetovano 50 pl vzorku a 50 pl vzorkovaciho pufru. Mikrozkumavky byly promichany
pomoci vortexu a nasledné byly inkubovany v termobloku pii 95 °C po dobu 2 min. Vzorky
byly nasledné aplikovany do jamek pfipraveného gelu. Standard nebyl podroben zadné
z predchozich ukoni a byl rovnou preveden do jamky piipraveného gelu.

Separacni gel
Mnozstvi roztokt jsou uvedena v tabulce 11.

Tabulka 11: Objemy roztokii k pripravé separacniho gelu

Roztoky Objem [ml]
A 10
B 03
C 15
Destilovana voda 4.4
G 0,3
TEMED 0,01

Do kadinky byl TEMED a roztok G ptidavany az po provedeni odvzdusnéni pomoci ultrazvuku,
které se provadélo po dobu 2 az 3 min. Po pfidani téchto dvou komponent byla smés
na separaCni gel promichana a ihned byla vylita do formy mezi skla tak, aby zistaly 2 cm
od horniho okraje. Nasledné byl roztok opatrné prevrstven 5 mm vrstvou destilované vody,
aby nedochazelo k odpafeni vody a doslo k vyrovnani hladiny. Béhem 20 az 30 min byl
vytvoren separacni gel pomoci polymerace na svétle. Poté byla destilované voda odsata
filtraénim papirem z povrchu vzniklého gelu.

Zaosttovaci gel

Zaostiovaci gel byl pfipraven podle slozeni uvedené v tabulce 12.

Tabulka 12: Objemy roztokii k pFipravé zaostFovaciho gelu

Roztoky Objem [ml]
A 1
B 0,1
D 5
Destilovana voda 3.8
G 0,15
TEMED 0,005
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Do kadinky byl TEMED a roztok G ptidavany az po provedeni odvzdusnéni pomoci ultrazvuku,
které se provadélo po dobu 2 az 3 min. Po pfidani téchto dvou komponent byla smés
na zaostfovaci gel promichana a ihned byla vylita tak, aby forma byla mimé pieplnéna.
Nasledné byl do gelu vlozen hiebinek, aby doslo k vytvoteni drazek pro vzorky. Béhem 15 min
byl vytvoren zaostfovaci gel polymeraci. Po vytvoreni gelu byl hiebinek opatrné vytazen
a drazky byly promyty elektrodovym pufrem. Hotovy gel bylo mozné uchovévat v lednici,
nejdéle viak do druhého dne.

Elektroforéza

Sklo s pripravenym gelem bylo vytazeno ze stojanu a sklo bylo ocCisténo od zbytka gelu
a upevnéno do stojanu pro elektroforézu vétSim sklem ven. Stojan byl umistén
do elektroforetické nadoby, vnitini prostor stojanu byl zcela naplnén elektrodovym roztokem
a vnéj§i prostor byl naplnén po rysku na vané. Poté byly pomoci automatické pipety s dlouhou
$pickou do jamek nadavkovany pripravené vzorky v mnozstvi 20 ul. Déle byl do jedné drazky
pipetovan standard. Takto pfipravend aparatura byla pfipojena ke zdroji. Elektroforéza byla
nejprve nastavena na konstantnich 50 V po dobu 10 min a poté bylo konstantni napéti zvySeno
na 100 V po dobu 110 min. V prabéhu elektroforézy bylo nutné kontrolovat, jestli elektrodovy
pufr neprotéka z vnitini ¢asti stojanu do vnéjsi a pripadné pufr dopliiovat.

Zviditelnéni bilkovin

Elektroforéza byla ukoncena a elektroforeticka forma s gelem byla vyjmuta ze stojanu. Poté byl
odlit prebytecny pufr a forma byla vlozena do nadoby s destilovanou vodou tak, aby bylo mensi
sklo formy orientovano ke dni nadoby. Spodni sklo bylo nasledovné oddéleno od gelu pomoci
umélohmotné Spachtle. Gel byl pod vodou sejmut i z horniho skla. Destilovana voda v nadobé
byla nahrazena stabiliza¢nim roztokem a gel byl stabilizovan na tfepacce po dobu 5 min. Poté
byl stabilizacni roztok slit a gel byl protfepavan 30 minut s barvicim roztokem. Nakonec byl
barvici roztok nahrazen roztokem odbarvovacim. Aby doslo k dostate¢nému odbarveni gel byla
procedura provadeéna po dobu 90 min na tfepacce. Nakonec byl gel promyt destilovanou vodou
a nasledné byla provedena analyza vzorkda.

ANTIMIKROBIALNI TESTY

Nejprve bylo pfipraveno medium na kultivaci, kdy pro kvasinku bylo pouzito médium
YPD - Yeast extract peptone dextrosea pro ostatni mikroorganismy bylo pfipraveno
NB — Nutrient Broth. Media byla pfipravena v Erlenmeyerovych baikach a sterilizovana
pii 120 °C po dobu 45 min. Nasledné se média nechala vychladnout na teplotu 40 °C a byly
do neého premistény dvé klicky kultury daného mikroorganismu. Takto piipravené
Erlenmeyerovy barky byly inkubovéany na tfepackach pti 37 °C po dobu 24 hod. Na Petriho
misky s pfislusnou tuhou pidou (NB nebo YPD) pro dany mikroorganismus bylo pfeneseno
100 ul kultury daného mikroorganismu. Kultura byla rozetfena po celém povrchu tuhé pady
pomoci sterilni hokejky. Nasledn€¢ po 5 min byly na povrch agaru vlozeny stejné kousky
keratin-chitosanového filmu a jeden film byl blank obsahujici pouze chitosan. Petriho misky
byly pfeneseny na do inkubatoru s teplotou 37 °C a inkubace probihala po dobu 24 hod.
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FTIR

Vzorky ziskané z jednotlivych hydrolyz byly pfed analyzou nejprve vysuseny v susarné a poté
preneseny do exsikatoru. Také byl vyzihan bromid draselny. Pro vytvofeni tablety k analyze
byly nejprve jednotlivé komponenty rozmélnény v tfecich miskach. Pro jednu tabletu bylo vzdy
priblizné navazeno 280 pg bromidu draselného a 3 pug vzorku. Tyto dvé komponenty byly
rozmélnény v tfeci misce a ze vzniklé homogenni smési bylo navazeno 200 pg, ktera byla
prenesena do lisovaci formy. K vytvoreni tablety byl pouzit hydraulicky laboratorni lis
(Obrazek 15). Vznikla tableta byla pouzita pro infraervenou spektrometrii s Fourierovou
transformaci. VSechna spektra byla naméfena v rozsahu vino&ti 400 az 4000 cm™. Pocet skent,
ktery vyjadiuje pocet spekter kumulovanych v ramci jednoho meéfeni, byl stanoven na 64
arozlieni 2 cm™. V§echna spektra byla korigovana a normalizovana k nejvys§imu piku.

Obrazek 15: Tablety vzorkii Ziskané jednotlivymi hydrolyzami: a) Tableta z cistého KBr, b) keratin

z husiho peri, c¢) supernatant ziskany hydrolyzou z husiho peri, d) keratin z slepiciho peri,

e) supernatant ziskany hydrolyzou z slepiciho peri,
Prométovani filmi pomoci infraCervené spektrometrie s Fourierovou transformaci byla
provedena na spektrofotometru Frontier. Pfi analyze byl pouzit méd ATR — attenuated total
reflectance, krystal diamant/ZnSe a detektor LiTaOs. Spektra byla opé&t naméfena v rozsahu
vlnoéttl 600 az 4000 cm™. Podet skend, ktery vyjadiuje pocet spekter kumulovanych v ramci
jednoho stanoveni, byl stanoven na 64 a rozlideni 2 cm™. Vsechna spektra byla korigovana
a normalizovana k nejvyssimu piku.

DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE

Analyza vzorkti metodou diferen¢ni snimaci kalorimetrie byla provedena v dusikové atmosfére.
Kalibrace DSC byla provedena pomoci india s vysokou Cistotou. Pfiblizné 10 mg vzorku bylo
hermeticky uzavieno do hlinikovych panvi¢ek. Testovani probihalo v rozsahu teplot
od 20 az do 300 °C, pouze u vzorek pefi do 250 °C kvuli jejich nizké teploté¢ degradace.

Rychlost zahivani byla nastavena na 10 °C-min'.

TERMOGRAVIMETRICKA ANALYZA

Byla provedena termogravimetrickd analyza pomoci pfistroje TGA Q5000IR v dusikové
atmosféfe s prittokem vzduchu 30 ml-min™. Pfiblizn& 5 mg vzorku bylo uzavieno v hlinikovém
tavicim kelimku a rychlost zahiivani byla nastavena na 10 °C-min!. Testovani probihalo
v rozsahu teplot od 100 az do 650 °C.
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KOLORIMETRIE

Kolorimetrie je metoda slouzici k objektivnimu popisu barev. Pro uréeni barevnosti objektu
je nutné definovat tfi elementy, kterymi jsou zdroj svétla, pozorovany objekt a pozorovatel.
Objekt l1ze definovat pomoci parametru reflektance R(4), ktery se vypocita pomoci poméru
intenzit svétla odrazeného k svétlu dopadajiciho na objekt. Reflektance vyjadiuje, jak moc
je objekt schopen svétlo o dané vinové délce odrazet. Zdroj svétla je definovan parametrem
spektralni intenzity vyzafovani M.(A). Tento parametr fika, na které vinové délce zdroj
vyzatuje. Komise CIE definovala pozorovatele pomoci tfi funkci, které jsou nazyvany
trichromaticti Clenitelé x, v, z (Obrazek 16) [86].

intenzita trichr. élenitele

400 500 600 700
vinova délka [nm]

Obrazek 16: Trichromaticti clenitelé 2° (plné cary) a 10° (Cdarkované) pozorovatele [86]

Kolorimetrické parametry filmi byly zjistovany pomoci Miniaturniho spektrometru
USB650UV. Spektralni intenzita vyzatfovani zdroje byla nastavena na D50, pozorovatel byl
pouzit dvoustupiiovy. Nejprve byla zméfena tloustka filmu v péti bodech. Nasledné byl film
umistén do stojanu a v mistech zmétené tloustky byly stanoveny kolorimetrické parametry.
Spektrometrem byly zméfeny soutadnice barvového prostoru CIE L*a’h”, chroma C* a odstin
h*. Viem barvam, které miize pozorovatel vnimat, lze pfifadit soufadnice v prostoru.

L" — méma svétlost, ktera nam urduje, zda se jedna o barvu svétlou & tmavou
a” — osa, na které se nachazi barvy od zelené po cervenou

b" — osa, na které se nachazi barvy od modré po zlutou

chroma C* — vyjadiuje pestrost barvy

odstin 2" — je uréen thlem
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MECHANICKE VLATNOSTI FILMU

Vzorky PVA filmu byly vyrazeny raznici na pozadovany tvar lopatky za pomoci hydraulického
laboratorniho lisu. Rozméry lopatky jsou znazornény na obrazku 17 . Nejprve byla proméfena
tloustka lopaticky v 5 bodech. Nasledné byly proméfeny mechanické vlastnosti PVA filmu
na zkusebnim piistroji (Labortech, CR). Pouzita rychlost deformace byla 5 mm- Z naméfenych
vysledkti byly vypocéteny hodnoty pro Youngiv modul, pevnost v tahu op, délkového
prodlouzeni pfi pretrzeni eg a piislusné smérodatné odchylky.

’0~20mm+

-—y
T A
4mm

Obrazek 17: ZkuSebni téleso ve tvaru lopatky
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Odtucnéni peri

Pred procesem hydrolyzy byla vzdy provedena predaprava pefi odtucnénim. Tuk muze
ovliviiovat vytéznost procesu, a to tim, ze vytvaifi ochrannou vrstvu na povrchu pefi, navic
by mohl kontaminovat produkt v podobé& hydrolyzatu. Proces se provadél tremi metodami.
V tabulce 15 jsou uvedeny mnozstvi tuku, kterd byla ziskana jednotlivymi extrakénimi
metodami. Grafické znazornéni extrahovaného tuku je zobrazeno na obrazku 18.

Tabulka 13: MnozZstvi tuku extrahovaného z pomletého peri

Slepici pefi Husi peti
Rozpoustédlo | Mnozstvi tuku Smérodatna Mnozstvi tuku Smérodatna
[%] odchylka [%] [%] odchylka [%]
EtOH 50% 3,921 0,537 0,940 0,540
EtOH 80% 6,147 1,329 2,980 0321
Hexan 2,004 0,828 1,657 0,258

Odtuc¢néni peti 80% ethanolem se signifikantné liSilo svou ucinnosti od ostatnich dvou metod
bez ohledu na druh pefi. Extrahované mnozstvi tuku bylo stanoveno u slepi¢iho pefi
na 6,15 £ 1,33 % a u husiho na 2,98 + 0,32 %. Tyto hodnoty odpovidaji mnozstvi tuki
v drabezim pefi, rozsah uvadény v odborné literatuie odpovida 2 az 12 % [87].

Rozdilna mnozstvi extrahovanych tuka u téchto dvou druha pefi by mohla byt zptisobena staifim
dribeze, ro¢nim obdobim, které ovliviiuje slozeni mastnych kyselin v produkovaném tuku.
Extrahovany tuk se muze takeé lisit podle konkrétniho jedince, jeho zdravotni kondice, slozeni
stravy nebo od typu pefi, pomér prachového ke krycimu pefti [88, 89].

Z obrazku 18 je patrné, ze ethanol je dostatecné ucinna latka na extrakci tuku z peti. Vyhodou
vyuziti ethanolu je procesni nenarocnost a také mnozstvi pefi, které je mozné najednou odtucnit,
na rozdil od extrakce v hexanu za pouziti ptistroje SOXTHERM. Ovsem je nutné poznamenat,
ze vysS§i vytéznost pomoci ethanolu muze byt zpusobena rozpousténim c¢astecné polarnich
sloucenin [90, 89].
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Obrazek 18: Porovndni ucinnosti extrakce tukii z riiznych druhii peri
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4.2 Plynova chromatografie

Extrahovany tuk byl analyzovan pomoci plynové chromatografie. Bylo zjisténo, ze extrakt tuku
obsahoval priblizné 26 % mastnych kyselin v ptipadé slepiciho peti, respektive 18 % u husiho
peti (Tabulka 15). Slozeni mastnych kyselin v tuku z pefi je znazornéno v tabulce 14,
z niz vyplyva, ze slozeni tuki ze slepiciho a husiho pefi jsou téméf identicka. Tuk slepiciho peri
na rozdil od husiho obsahuje kyselinu laurovou, myristoolejovou, heptadecenovou
a heneicosanovou, ale postrada kyselinu kaprinovou. Nejvétsi zastoupené ma kyselina
palmitova a kyselina olejova (cis). Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin se s dostupnymi
studiemi Castecné shoduje. Nejvyssi zastoupeni bylo zjisténo u kyseliny palmitové, poté
ji s klesajicim trendem nésledovaly kyselina olejova, stearova a linolova. Ve studii Abdoli
a kol. bylo zjisténo vyznamné mnozstvi kyseliny linolenové, kterou se v této praci nepodatilo
detekovat [88, 90].

Tabulka 14: SlozZeni mastnych kyselin v tucich ziskanych odtucnénim peri

Slepici pefi Husi peri
Mastna kyselina Vzorec | Pramér Smérodatna Pramér Smérodatna
odchylka odchylka
¢ [mg/ml]
Kyselina kaprinova C10:0 - - 0,265 0,0368
Kyselina laurova C12:0 0,020 0,004 - -
Kyselina myristova C14:0 | 0,053 0,005 0,020 0,002
Kyselina myristoolejova | Cl14:1 0,011 - - -
Kyselina pentadekanova | C15:0 0,015 0,002 0,009 -
Kyselina palmitova C16:0 | 0,676 0,033 0,340 0,117
Kyselina palmitoolejova | C16:1 0,040 0,001 0,014 0,006
Kyselina heptadecenova | C17:1 0,013 — — —
Kyselina stearova C18:0 0,376 0,083 0,250 -
Kyselina olejova (cis) Cl18:1c 0,384 — 0,211 0,011
Kyselina linolova (trans) | C18:2t 0,029 - 0,011 -
Kyselina linolova (cis) C18:2¢c 0,111 0,067 0,123 0,127
Kyselina arachova C20:0 0,089 0,024 0,090 0,004
Kyselina eikosenova C20:1 0,030 0,004 0,013 0,001
Kyselina eikosadienova C20:2 0,037 — 0,013 -
Kyselina heneicosanova C21:0 0,018 0,001 - -
Kyselina arachidonova C20:4 0,020 0,006 0,015 0,001
Kyselina lignocerova C24:0 0,047 0,016 0,044 0,004

Z naméfenych dat, ktera jsou uvedena v tabulce 15 bylo vypocitano procentudlni zastoupeni
nasycenych mastnych kyselin (SFA), mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA)
a polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). Mnozstvi SFA vyrazné dominovalo
nad nenasycenymi mastnymi kyselinami.
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Tabulka 15: Zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné saturace

Slozeni lipidu
Drubpefi | Lipidy (%) | gpa (04) | MUFA (%) | PUFA (%)
Slepidi pefi | 25.80 74.96 14.72 10.33
Husi pefi | 21,12 66.65 24.10 3.04

SFA —nasycené mastné kyseliny, MUFA — mononenasycené mastné kyseliny,
PUFA - polynenasycené mastné kyseliny
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Obrazek 19: Grafické znazornéni zastoupeni mastnych kyselin v lipidech dle stupné saturace

4.3 Porovnani jednotlivych hydrolyz

Izolace keratinu ze slepi¢iho pefi byla provedena pomoci riznych typt hydrolyz. Na zakladé
ziskanych vytézkt byla stanovena ucinnost jednotlivych metod. U husiho pefi byl proveden

jeden typ hydrolyzy z divodu nedostatku materialu. K vytézku byl pfifazen i vznikly

supernatant, ktery byl dale samostatné charakterizovan (SPS, slepi¢i pefi supernatant).
V tabulce 18 jsou uvedend mnozstvi keratinu ziskaného jednotlivymi typy hydrolyz. Grafické

znazornéni ucinnosti jednotlivych procesu jsou zobrazeny na obrazku 20.

Tabulka 16: Vytéznost jednotlivych hydrolyz ziskanych z 50 g peFi

Slepici pefi Husi peti
Druh hydrolyzy Vytézek Procentualni Vytézek Procentualni
keratinu [g] vytézek [%o] keratinu [g] vytézek [%]
NaOH 2,5% 15,08 30,16 4,94 9,89
NaOH 1,0% 21,79 43,57
NaOH 0,5% 23,49 46,97
Naz$S 12,70 2541
Alkahcl‘(o-, 2,67 5.34
enzymaticka
Kysela 1,03 2,06
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Z porovnani vytézku jednotlivych hydrolyz bylo vyvozeno, ze nejucinngjsi izolace keratinu
byla pomoci hydroxidu sodného, nasledovala metoda se sulfidem sodnym. Izolace s vyuzitim
enzymu a kyseliny vykazovaly signifikantné nizsi vytéznost oproti pfedchozim dvou zminénym
metodam. Ze ziskanych dat bylo dale zjiSténo, ze vliv na vytéznost keratinu ma typ extrakéniho
¢inidla pfi procesu odtu¢néni. Mnozstvi izolovaného keratinu bylo vyssi u pouziti 50%
ethanolu, bez ohledu na druhu pefi. Dal§im ovliviiujicim faktorem pfi izolaci keratinu byl objem
vsadky.

U izolace s hydroxidem sodnym byl zkouman vliv koncentrace dané latky a Cas pusobeni
na vytéznost keratinu. Nejnizsi vytéznost vykazovala metoda s vyuzitim nejkoncentrovanéj§iho
(2,5 hm. %) hydroxidu sodného, pii niz bylo vyizolovalo 30 % keratinu. Vytéznost tohoto
procesu se signifikantné 1i§i od publikace Sinkiewicz a kol., ve které bylo dosazeno pomoci
2,5% hydroxidu sodného vytézku 94 9% keratinu. Proces mohl byt ovlivnén vysokou
koncentraci hydroxidu, ktera byla zna¢n€ agresivni a zapfiCinila rozklad proteini na jednotlivé
aminokyseliny, coz poté ovlivnilo proces srazeni, pii némz jiz nedoslo k sestaveni proteinu.
Ani pfi pouziti 1M hydroxidu sodného nebyla Gcinnost izolace stejnd v porovnani s danou
studii. V této diplomové praci bylo ziskano 44 % keratinu, coz je naopak o 14 % vice nez uvadi
Sinkiewicz a kol. Vys§i vytéznost mohla byt zptusobena del§i dobu pisobeni hydroxidu.
Nejucinnéjsi metodou izolace s vytéznosti az 47 % byla metoda vyuzivajici nejnizsi koncentraci
NaOH (0,5 hm. %), tato izolace probihala po dobu 240 min. SniZeni koncentrace hydroxidu
zapticinilo zvySeni vyté€znosti az o 17 %. Rozdil mezi izolacemi pfi pouziti 1% a 0,5%
hydroxidu sodného neni jiz tak vyrazny, coz mohlo byt zpisobeno delsi dobou ptsobeni
0,5% hydroxidu sodného na slepici pefi. Proces hydrolyzy s koncentraci NaOH 0,5% probihal
po delsi dobu ve srovnani s ostatnimi metodami z diivodu patrnych fragmentd nerozlozeného
pefi. Nicméné delsi doba piisobeni alkalie mohla zptisobit §tépeni proteinu na fragmenty s velmi
nizkou molekulovou hmotnosti [82].

Druhym typem hydrolyzy byl postup s vyuzitim sulfidu sodného, jehoz G€innost se pohybovala
okolo 25 %. Vytéznost této metody je signifikantn€ niz§i ve srovnani s odbornou literaturou,
ktera uvadi vytéznost 62 respektive 70 %. Metoda nebyla v praci dale pouzivana z divodu
Casové narocnosti a nutnosti aplikace toxickych latek [81, 91].

Dalsim zpisobem izolace proteinu byla alkalicko-enzymaticka hydrolyza. Touto metodou bylo
ziskano 5 % keratinu. Srovnani vytéznosti metody se studii Dalev ukézal, Ze izolace je vyrazné
nizsi a to az o 43 %. Nizka ucinnost mohla byt zapficinéna pouzitim odlisné proteazy nebo
provedenim izolace v menSim objemu, ktery nebyl dostatecné promichavan. Ve srovnani
s publikovanou studii, v niz proces probihal v laboratornim bioreaktoru, v némz dochazelo
k dostatecnému promichani objemu, tedy podminky pro izolaci byly pfiznivéjsi [84].

Proces kyselé hydrolyzy se signifikantné odliSoval svou vytéznosti od ostatnich metod. Izolace
keratinu dosahla pouze 2 %, coz neodpovida ucinnosti v publikované studii, v niz dosahli
vytézku az 68 %. Proces probihal del$i dobu, a to z divodu patrnych fragmentt nerozlozeného
pefi. Nicméné ani za 50 hod nedoslo k uplnému rozkladu pefi. Tento postup se neosveédcil
pro svou nizkou efektivitu 1 Casovou naro¢nost [83].
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Izolace keratinu z husiho pefi méla vyrazné nizsi vytéznost oproti izolaci ze slepiciho pefi. Vliv
na ucinnost procesu by mohla ovlivnit rozdilna struktura pefi. Odborna literatura se konkrétné
husimu pefi nevénuje z davodu jeho vyziti v textilnim pramyslu.
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Obrazek 20: Vytéznost jednotlivych hydrolyz z 50 g peri

Obrazek 21: Struktura keratinu pri rizném p¥ibliZeni SEM: Vzorek SP + 2,5% NaOH — keratin
ze slepiciho peri ziskany hydrolyza s vyuZitim 2,5% roztoku NaOH
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Analyza byla provedena pro znazornéni morfologie povrchu keratinu, ze snimkt (Obrazek 21)
je patrny nepravidelny tvar proteinovych ¢astic s drsnym povrchem. Velikost Castic nebyla
jednotna, nicméné se pohybovala v fadu desitek nanometri. Morfologie keratinu piiblizné
odpovidala snimkam publikovanym v recentni studii [92].

4.5 PAGE-SDS

SDS PAGE byla provedena za ucelem analyzy molekulovych hmotnosti izolovanych keratint
a porovnani vlivu typu izolace na vyslednou molekulovou hmotnost. Nicmén¢ nebylo dosazeno
uspésného rozdéleni proteini na polyakrylamidovém gelu (Obrazek 22), pravdépodobné
z davodu znacného rozstépeni keratinu béhem izolacnich procesu na fragmenty s velmi nizkou
molekulovou hmotnosti. Mimo to studie uvadi, ze keratin ma sam o sob€ nizkou molekulovou
hmotnost, okolo 10 kDa. Pro uspéSnou separaci by bylo v tomto pifipadé¢ vhodné pouzit
ucinngjsi analytickou metodu, naptiklad gradientovy gel, ktery ovSem neni mozné pfipravit
v bézné laboratofi [92, 93].

Obrazek 22: Snimek SDS-PAGE gelu s elektroforetickou separaci proteinu

4.6 Antimikrobialni testy

U chitosanového a keratin-chitosanového (CHK3, CHK4 — Tabulka 7) filmu byly ovéfeny
jejich antimikrobidlni vlastnosti pomoci diskové difuzni metody. Chitosan by mél mit
dle odborné literatury inhibi¢ni GCinky proti ristu gramnegativnich bakterii, a to z divodu
navazani jeho kladné nabité amino skupiny na negativné nabitou bunécnou sténu bakterie.
Antimikrobialni u€inky chitosanu byly zkoumany na bakteriich Micrococcus Iuteus,
Escherichia coli, Serratia marcescens a kvasince Candida glabrata, coz je znazornéno
na obrazku 23 [94].

Micrococcus luteus je gram-pozitivni bakterie, ktera muze mit v urCitych podminkach
1 negativni naboj na své bunéfné sténé (gram-variabilni bakterie). Na fotografii a),
lze pozorovat, ze ve vSech pozicich, kde doslo k polozeni filmu (bez ohledu na slozeni)
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nevznikla okolo néj inhibi¢ni zona, ale na jeho povrchu nedochéazelo ristu bakterie. Tyto
vysledky se shoduji s odbornou literaturou [95].

Na fotografii b) je Petriho miska, na kterou byla aplikovana kvasinka Candida glabrata. Tato
kvasinka je velmi odolna, a to z davodu jeji schopnosti rychlé adaptace na stresové podminky,
coz je viditelné na daném snimku, kde nedoslo k zadnému ovlivnéni rastu kvasinky [96].

Na fotografii c¢) u Serratia marcescens nebyla patrna Gcinnost chitosanu na inhibici ristu
mikroorganismu, coz je v rozporu s tvrzenim odborné publikace [94].

Na fotografii d), kde byla aplikovana FEscherichia coli, je mozné pozorovat nepatrnd inhibice
v pozici keratin-chitosanového filmu, ktery osahoval 125 mg keratinu. Ostatni filmy nebyly
schopni riist mikroorganismu potlacit. Tento vysledek se lisi od poznatkli z odborné literatury
[63]

Obrazek 23: Diskovd difuzni metoda: a) Micrococcus luteus, b) Candida glabrata, c) Serratia
marcescens, d) Escherichia coli

1) CHBI — 0,5 hm. % chitosan + 50 ml 75% kyselina octova, 2) CHB2 — I hm. % chitosan + 50 ml
75% kyselina octovd, 3) CHK3 — 0,5 hm. % chitosan + 50 ml 75% kyselina octova + 44 % keratin,
4) CHK4 — 0,5 hm. % chitosan + 50 ml 75% kyselina octova + 67 % keratin
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4.7 Vlastnosti filmu

Pfipravované filmy byly modifikovany pfidavkem jiného polymeru, plastifikatoru, ptipadné
sitovacim Cinidlem, aby se docililo vhodnych vlastnosti. V této diplomové praci bylo
modifikovano slozeni filma, za iCelem snizeni kiehkosti daného produktu.

Keratin-PVA film

Keratin-PVA filmy byly pfipraveny nejdiive tak, ze keratin byl rozpustén v roztoku hydroxidu
sodného o vysoké koncentraci (2M), poté do roztoku byl pfidan 4 hm. % roztok PVA,
coz zpusobovalo nehomogenitu filmu a vysrazeni soli na povrchu filmu, kompozitni film byl
po vysuSeni kiehky a lamavy. Dal§im zpisobem upravy postupu byla nahrada roztoku
rozpoustédla hydroxidu sodného 2,5M roztokem kyseliny citronové. Nicméné tato modifikace
se neosveédcila z davodu vysokeé lepivosti povrchu vysuseného filmu, ktera byla pravdépodobné
zpusobena absorpci vlhkosti. Dalsi nevyhodou byla neschopnost udrzet pozadovany tvaru
z divodu plasticity materialu (Obrazek 24).

Obrazek 24: Vybrané vzorky vadnych keratin-PVA filmii: a) PVAKI — 4 hm. % PVA +
2M NaOH + 26 % keratin, b) PVAK9 — 4 hm. % PVA + kyselina citronova + 7 % keratin

Nasledné bylo opét jako rozpoustédlo pouzit 0,5M hydroxid sodny, ale nyni o znacné nizsi
koncentraci, coz signifikantné ovlivnilo vlastnosti i chovani produkti. Tyto filmy byly
pfipravovany s riznym obsahem keratinu (0,11 az po 0,33 g keratinu na 1g kompozitu).
U produktt s obsahem 0,11 az 0,19 g keratinu na 1 g kompozitu byla viditelna homogenita
jak povrchu tak 1 sloZeni, coz se nezdafilou PVAK3 s 0,38 g keratinu, u néhoz doslo k agregaci
proteinu (Obrazek 25). VSechny filmy byly ohebné a vykazovaly pevnost, soudrznost tvaru,
ale jejich nevyhodou byla nizka elasticita, ktera by se zvysila pfidanim zmékcovadel. PVAK3,
PVAK4, PVKAS, PVKAG byly nejlepsimi pfipravenymi kompozitnimi filmy v této diplomové
préci (Tabulka 6).
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Obrazek 25 Vybrané vzorky keratin-PVA filmii: a) PVAK4 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 19
% keratin, b) PVAK3 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 31 % keratin, druha cast fotky obsahuje
ukdzku ohebnosti filmu

Za celem dalsi modifikace filmu, bylo provedeno sitovani kompozitnich filmt. Filmy byly
po vysuseni ponofeny po dobu 5 min do roztoku se sitovacimi ¢inidly (glycerol, glutaraldehyd,
fosfatovy pufr). Jejich pevnost se snizila a staly se vice ohebné a tvarovatelné. Jejich povrch
m¢él kozovity charakter, ktery disponoval velmi zajimavymi vlastnostmi, jimiz by bylo vhodné
se dale ve vyzkumu zabyvat. Nedostatkem produkti bylo zvinéni v prubéhu suseni, coz by
mohly zlepsit procesni upravy nebo pomalé suSeni ve vlhkém prostiedi pfi mirnych teplotach
(Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).

Obrazek 26: Vybrany vzorek keratin-PVA filmu po priddni sit’ovacich
&inidel: PVAK4 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 19 % keratin
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Keratin-chitosanovy film

Keratin-chitosanové filmy byly pfipravovany ve dvou objemech 75% kyseliny octové
(25 a 50 ml). Filmy s mensim objemem kyseliny byly velmi tenké a lehce protrzitelné.
Po zvySeni mnozstvi kyseliny doslo k zvySeni pevnosti filmu. Pfi pfipravé byly ménény
koncentrace jak keratinu tak i chitosanu, bohuzel vSechny produkty byly znacné ktehké,
coz jde vysvétlit silnou krystalinitou. ZlepSeni viskoelastickych vlastnosti by mohlo byt
vyfeSeno piidavkem zmékcovadla. Homogenita filmu byla ovlivnéna suSenim, proud vzduchu
musel byt konstantni po celém povrchu filmu (Obrazek 27).

a) b)

1 cm

Obrazek 27: Vybrané vzorky keratin-chitosanovych filmii: a) CHKI — 0,5 hm. % chitosan +
25 ml 75% kyselina octova + 44 % keratin, b) CHB1 — 0,5 hm. % chitosan + 50 ml 75% kyselina
octovd, ¢) CHK4 — 0,5 hm. % chitosan + 50 ml 75% kyselina octovda + 67 % keratin,
d) CHK3 — 0,5 hm. % chitosan + 50 ml 75% kyselina octova + 44 % keratin

Film z keratinu a kyseliny citronové

Filmy s kyselinou citronovou byly nejdfive pfipraveny v poméru 3:2 (keratin : kyselina
citronova). Takto zhotovené produkty byly znacné lamavé a jejich zlomy byly velmi ostré,
coz mohlo byt zpusobeno vysokou krystalinitou a koncentraci keratinu. Dalsi filmy byly
ptipravovany s piidavkem zmékcovadla (glycerolu). Filmy s 10 hm. % glycerolu ani po ¢tyfech
dnech suSeni neztuhly, coz mohlo zpisobilo vysoké mnozstvi zmékCovadla, diky kterym
je polymerni matrice mobilngjsi. Nasledné i1 pii snizeni mnozstvi keratinu nebo plastifikatoru
byl film velmi kiehky. Dal§imi vlastnostmi filmu byla homogenita hladky a leskly povrch
(Obrazek 28).
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Obrazek 28: Vybrané vzorky filmii 7 keratinu a kyseliny citronové: a) KKC1 — 60 % keratin
+ 1,18 g kyselina citronova + 15ml destilované vody, b) KKC7 — 24 % keratinu + 1,77g kyseliny
citronové + 15 ml destilované vody + 10 hm. % glycerolu

Keratin-glycerolovy, keratin-sorbitolovy a keratin-citrofolovy film

Keratin-glycerolové filmy byly pfipravovany s hydroxidem sodnym (2M). Tato koncentrace
po vysuseni filmu zptsobovala vysrazeni soli na povrchu filmu. Velké mnozstvi glycerolu
zpusobovala neuplné zatuhnuti produktu. Poté se filmy piipravovaly s rozpoustédlem ve formé
50% kyseliny octové, ktera ve spojenim s jakoukoli koncentraci glycerolu zptsobovala to,

ze nedochazelo k vyschnuti kapaliny pro vytvoreni filmu. V kyseliné také dochazelo k agregaci
keratinu (Obrazek 29).

Obrazek 29: Vybrané vzorky keratin-glycerolovych filmii: a) KGI1 — 0,5 % keratin + 10 hm. %
glycerol + 2M NaOH, b) KG7 — 1,8 % keratin + 10 hm. % glycerol + 50% kyselina octova
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Keratin-sorbitolové filmy byly pfipraveny z divodu neuspéchu piipravy kerati-glycerolovych
filma. Produkty byly pfipravovany s riznym obsahem keratinu i sorbitolu, pfi ¢em vSechny
vykazovaly stejnou miru kiehkosti. Pfi suseni dochézelo k popraskani celého kompozitu. Proto
bylo v dalsich pokusech rapidné snizeno mnozstvi keratinu, coz zpusobilo to, ze nedochéazelo
k zesitovani a na Petriho misce se vytvortil vlhky lepivy povlak (Obrazek 30).

Obrazek 30: Vybrané vzorky keratin-sorbitolovych filmii: a) KS1 — 91 % keratin + 175 mg
sorbitol + 50% kyselina octovd, b) KS6 — 70 % keratin + 175 mg sorbitol + 50% kyselina
octovd
Vlastnosti keratin-citrofolovych filmt nebyly vyhovujici z divodu nezesitovani, popraskani
a agregaci keratinu, proto byly vytazeny z procesu pro dal§i modifikace (Obrazek 31).

Obrazek 31:Vybrany vzorek keratin-citrofolového filmu: KC1 — 7 % keratin + 5 hm. % citrofol
+ 50% kyselina octova
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4.8 Kolorimetrie

Barva pripravenych filmi byla definovana pomoci kolorimetrie, ktera vyuziva nékolika
parametr( na &iselné vyjadreni barevnosti. Pomoci parametru L* byla stanovena svétlost nebo
tmavost filmt (Tabulka 17). PVAB2 film byl prihledny, ¢emuz odpovida nejvyssi nameétena
svétlost 96,77. Mérna svétlost u PVA filmu s pfidavkem keratinu se snizuje s stoupajici
koncentraci az do tmavych tonu barev. Nejtmavsim kreatin-PVA filmem byl vzorek PVAK3,
ktery obsahoval 31 % suSiny keratinu (Obrazek 25). U chitosanového filmu (CHB1) byla mérna
svétlost 93,95 (Obrazek 27). Stejné jako u PVAB2 byl film pruhledny, ale jeho barva byla
ovlivnéna chitosanem rozpusténym v kyselin€ octové (zluty nadech). Filmy CHKS a CHK6
s vy§sim obsahem chitosanu (1 %) byly dle naméfenych hodnot o par fadu tmavsi, oproti
filmim CHK3 a CHK4 s niz§im mnozstvim chitosanu (0,5 %). Nejtmavsim filmem byl
pak s kyselinou citronovou, jehoz mérna svétlost dosahovala hodnoty 17,08, cemuz odpovida
i nejniz8i hodnota u odstinu 4* 4523 (Obrazek 28). Tento kompozit obsahoval nejvyssi
mnozstvi keratinu, coz odpovida piidavku 36 % susiny. Nejvyssi pestrost C* mél film PVAK3,
ktery disponoval 0,375 g keratinu, jeho barva byla prechazela z teple Cervenych az do hnédych
tonu barev.

Tabulka 17: Namérené a vypoctené hodnoty pro kolorimetrické stanoveni
ik

Vzorek | Tloustka filmu C h[°] L a b’ Barva
PVAB2 86,2 0,40 52,88 96,77 0,28 0,28

PVAK3 146,8 55,81 66,18 43,15 22,56 51,03 | T
PVAK4 127,6 43,01 73,85 66,91 12,12 41,25 .
PVAKG6 126,2 31,05 77,00 78,48 7,09 30,23

CHB1 46,7 7,67 91,39 93,95 -0,18 7,66

CHK3 30,2 13,64 82,46 89,18 1,79 13,52

CHK4 41,1 27,84 80,17 80,19 476 27,43

CHKS5 54,6 21,14 82,04 85,09 291 20,93

CHKO6 71,1 39,25 77,66 76,51 8,43 38,33

KKC8 3385 39,21 4523 17,08 25,21 29,01 |IIEEEEE

* v A v A A v e . A v e % ,
L~ —meéra svétlost, ktera nam urcuje, zda se jedna o barvu svétlou ¢i tmavou, a” — osa, na které
J 7 W * 7 o 7 ~
se nachazi barvy od zelené po Cervenou, b — osa, na které se nachéazi barvy od modré po zlutou,
ok . v e ’ * . W ,
chroma C" — vyjadiuje pestrost barvy, odstin 4" — je uréen uhlem

PVAB?2 — film z Cistého PVA, PVAK6 — 4 hm. %PVA + 0,5M NaOH + 10 % kerinu, PVAK4
—4 hm. %PVA + 0,5M NaOH + 19 % kerinu, PVA3 — 4 hm. %PVA + 0,5M NaOH + 31 %
kerinu, CKB1 — film z Cistého chitosanu + 50 ml 75% kyseliny octové, CHK3 — 0,5% chitosan
+ 50 ml 75% kyseliny octové + 44 % keratin, CHK4 — 0,5% chitosan + 50 ml 75% kyseliny
octové + 67 % keratin, CHKS — 1% chitosan + 50 ml 75% kyseliny octové + 29 % keratin,
CHKO6 — 1% chitosan + 50 ml 75% kyseliny octové + 50 % keratin, KKC8 — 1,77 g kyseliny
citronové + 2 hm. % glycerol + 36 % keratinu

4.9 Charakterizace keratinu pomoci FTIR

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla pouzita pro naméfeni
spekter extrahovaného keratinu v oblasti 400 az 4000 cm™. Ve spektru (Obrazek 32) jsou
zobrazeny charakteristické absorpcni piky, které nalezi peptidovym vazbam.
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Siroky absorpéni pas v rozmezi od 3000 az do 3600 cm™ nalezi valenénim vibracim
hydroxylovych skupin. Tzv. amidy I souviseji hlavné s valenénimi vibracemi vazeb u C=0,
jsou znacné€ uziteCné pro stanoveni sekundarni struktury proteinu. Amidy I byly detekovany
v pasu od 1700 az do 1665 cm™, v némZ vykazovaly silnou intenzitu odezvy. Amidy II byly
detekovany v oblasti kolem 1540 cm™ a vykazovaly silnou intenzitu signalu. Tato oblast nalezi
deformacnim vibracim N-H a C-H. Pasy nachazejici se kolem 1440 az 1220 c¢cm™ jsou
charakteristické pro amidy IIl. V této oblasti dochazi k valen¢nim vibracim C-N a C=O.
Detekovana hodnota vino&tu 1178 cm™ byla piifazena sekundarnim amindm, tato oblast nalezi
valenénim vibracim se stfedné intenzivni odezvou. Pas pii 533 cm™ odpovida situjici
se sulfidové skupiné (S—S) [92, 97, 98, 99].

1653 1539
N 1444 1244

7

HP +2,5% NaOH

HPS + 2,5% NaOH

SP +0,5% NaOH

. SPS+0,5%NaOH
SPS + 1% NaOH P \
s A
1 1 1 1 1 1 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Vinocet [cm™]

Absorbance [a.u.]

Obrazek 32: FTIR spektra keratinii izolovanych riiznymi typy hydrolyz: HP— husi peri,
SP— slepici peri, SPS— supernatant z hydrolyzy slepiciho peri

4.10 FTIR filmu

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla pouzita pro naméfeni
spekter PVA filmu a keratin-PVA film{i v oblasti 400 az 4000 cm™ (Obrazek 33). U filmi
z Cistého PVA byl detekovan vinocet 1735 cm’, ktery odpovida valenénim vibracim
u karbonylové skupiny (C=0). Piky v rozmezi vino¢tu 1374 aZ 1434 cm™ jsou charakteristické
pro alkoholové skupiny, které vykazuji silnou intenzitu signalu. V této oblasti dochazi
k deforma¢nim vibracim dané skupiny. VInodet 1243 cm™ nalezi valenénim vibracim C-H.
Detekovana hodnota vino&tu 1090 cm™ byla pfifazena C—O, tato oblast odpovida valenénim
vibracim se stfedné intenzivni odezvou. P4s pii 844 cm™ pfislusi vazb& C—C [100, 101, 102].

U keratin-PVA filmd doslo k poklesu intenzity signalu u vSech filma bez ohledu
na koncentraci keratinu v daném produktu. Pik shodnotou vinoétu 1565 c¢cm™ odpovida
amidam II, které vykazuji silnou intenzitu signalu. Tato oblast nalezi deformacnim vibracim

62



N-H a C-H. Pasy nachazejici se kolem 1440 aZ 1220 cm™ jsou charakteristické pro amidy III.
Vinodet 1143 cm™ byl pfitazen k vazb& C—O, tato oblast naleZi valenénim vibracim se stfedné
intenzivni odezvou. Absorpéni piky 1090 a 844 cm™ se shoduji sfilmem z Cistého
PVA [100, 102].

1409 1090 840
|

Absorbance [a.u.]

L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 " 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Vlnocet [em™]

Obrazek 33: FTIR spektra PVA filmu a keratin-PVA filmii: PVA — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH,
PVAKG — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 10 g keratinu, PVAK4 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH
+ 19 % keratinu, PVAK3 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 31 % keratinu

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla pouzita pro nameéfeni
spekter chitosanového filmu a keratin-chitosanovych filmi (Obrazek 34). U filma z Cistého
chitosanu byla detekovana karboxymethylova skupina, kterd byla pfifazena k vlnoctu
1733 cm™!. Piitomnost této skupiny je pravdépodobné zapiic¢inéna nizkou dekarboxylaci chitinu
pifi vyrobé chitosanu. Pritomnost zbytki N-acetylové skupiny byla potvrzena vinoCtem
1634 cm™, které odpovidaji valen&nim vibracim u karbonylové skupiny (C=0). Pik s hodnotou
vlno¢tu 1585 cm™ odpovida amidéim II, které vykazuji silnou intenzitu signalu. Tuto oblast
charakterizuje deforma¢nim vibracim N-H a C—H. Pik vlno&tu 1373 cm™ byl charakteristicky
pro alkoholové skupiny, které vykazuji silnou intenzitu signalu. V této oblasti dochazi
k deformaénim vibracim dané skupiny. Vinoget 1238 cm™ naleZi valenénim vibracim C-H.
Detekované hodnoty vlno&tu 1070 a 1028 cm™ byly pfitazeny skuping C-O, tato oblast
odpovida valencnim vibracim se silnou intenzivni odezvou [103].

Spektra keratin-chitosanovych filma se vyrazné nelisila od spektra filmu z Cistého chitosanu.
Nejvyraznéj$i odlisnosti byla absence piku 1733 cm™ ve spektrech kompozitnich filmd. Dale
se snizila intenzita signalt u smésnych filmi.
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Obrazek 34: FTIR spektra chitosanového filmu a keratin- chitosanovych filmii:

Chitosan — 0,5 hm. % chitosan +50 ml 75% kyseliny octové, CHK3 — 0,5 hm. % chitosan +50 ml
75% kyseliny octové + 50 mg keratinu, CHK4 — 0,5 hm. % chitosan +50 ml 75% kyseliny octové
+ 125 mg keratinu

4.11 TGA

Termalni stabilita extrahovanych keratini a pefi byla analyzovana (hodnocena) pomoci
termogravimetrické analyzy. Z termogramu zobrazenych na obrazku 35 byly ziskany teploty
pocatku tepelné degradace (Tonset), teplota maximalni degradace (Tmax) a byla odectena
zbytkova hmotnost vzorku pii teplot€é 600 stuprii Celsia (mrs). Termalni stabilita pefi byla
pfiblizné o 40 °C vyssi nez u izolovanych keratind. Slepici pefi mélo o 7 °C vyssi tepelnou
stabilitu nez pefi husi a jeho Tonset byl stanoven na 239 °C. Naméteny pocatek tepelné degradace
je v souladu se studiemi, které analyzovaly tepelnou stabilitu dribeziho pefi. V pripadé vzorka
husiho 1 slepi¢iho pefi neprobihala termalni degradace jednokrokové a nebylo tudiz mozné
presné urCit Tmax ani mees [92, 104, 105].

Z izolovanych keratini mél jednoznacné nejvys$si Tonset vzorek supernatantu po alkalické
hydrolyze (215 °C). To mohlo byt zpisobeno vyrazné rozdilnym charakterem v porovnani
s ostatnimi vzorky keratini. Keratin ziskany alkalickou hydrolyzou 2,5% NaOH mél spolu
s keratinem z enzymatické hydrolyzy nejnizs§i Tonset, ale jeho Tmax bylo az pii 318 °C,
tedy tepelna degradace probihala pozvolnéji nez u ostatnich keratinovych vzorkld. Studie
zabyvajici seizolaci keratinu z pefi uvadi rozdilné udaje. Ve studii analyzujici keratin izolovany
pomoci sulfidu sodného byla zaznamenana vyrazné nizsi tepelna stabilita, Tonset 61 °C @ Tiax
158 °C. Dalsi studii porovnavajici ruzné extrakcni Cinidla (merkaptoethanol, sulfid sodny
a SDS) uvadi Tonset 215 °C a Tmax 316 °C. Nicméné vzorky keratinil izolované pomoci dalsich
zminénych extrakénich cinidel mély vyrazn€ nizs§i termalni stabilitu, z ¢ehoz vyplyva,
Ze pouzity zpusob izolace ma na tepelnou stabilitu vliv, coz je v souladu s nasimi vysledky
[92, 105].

64



Tepelna degradace je spojena s denaturaci struktury B-listu a destrukci vazeb v peptidovém
fetézci. Dochazi k chemickym reakcim, které rozkladaji keratin na lehci produkty a tékavé
slouceniny jako jsou CO2, H,S, HCN a H,0 [106].

Miest byly zaznamenana v rozmezi 16 az 28 % coz odpovida udajim ze studie. V dalSich
studiich byly ovSem publikovany vyrazné vyssi hodnoty (72 % Monthé, 62 % Sarma). Vysoka

zbytkova hmotnost je vysvétlovana pfitomnosti anorganickych sloufenin pouzitych
pfi izolaci(NazS) [92, 104, 105].

Tabulka 18: Vysledky TGA analyzy vzorkii keratinu ziskanych z jednotlivych typii hydrolyz

Vzorek Tonset [°C] Tmas [°C] | Mot pii 600 °C [%]
HP 231,81 - -
SP 239,01 - -
HP + NaOH 2,5 % 190,05 307,83 16,67
SP + NaOH 2,5 % 182,28 318,07 16,53
SPS + NaOH 2,5 % 215,47 303,83 20,59
SP + NaOH 0,8% + Enzym 182,28 302,37 28.15
SP + Kysela 190,75 304,98 24,34

HP — husi pefi, SP — slepici peti, SPS — supernatant z hydrolyzy slepi¢iho pefi, Tonset — zacatek
degradace, Tmax — teplota, pii které dochéazi k nejvétSimu poklesu hmotnosti vzorku, myes —
zbytkova hmotnost vzorku po spaleni pii 600 °C
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Obrazek 35: TGA analyza izolovaného keratinu: HP + NaOH 2,5% — husi peri hydrolyzované
v 2,5% NaOH, SP + NaOH 2,5% —slepici peri hydrolyzované v 2,5% NaOH, SPS+ NaOH 2,5%
— supernatan tslepiciho peri ziskany pri hydrolyze v 2,5% NaOH, SP + NaOH 0,8% + Enzym —
slepici peri hydrolyzované v 0,8% NaOH a protedzy, SP + kyseld — slepici peri hydrolyzované
v IM kyseliné sirové
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4.12 Termalni vlastnosti peri a keratinu

DSC je nejbeéznégjsi termalni technika, ktera zaznamenava teplo absorbované nebo uvolnéné
béhem rtznych prechodovych stavii ve vzorku béhem termalni analyzy. DSC termogram
keratinu je zobrazen na obrazku 36. Z termogramu neizotermické DSC byly ziskany teploty
skelného prechodu (Tg), teploty tani (Tm) a entalpie tani (AHm).

U obou druht pefi probéhlo tani ve trech krocich (Tabulka 19), pficemz AHn zavérecnych
termalnich jevl bylo nejmarkantnéjsi. Teplota skelného piechodu izolovanych keratint byla
detekovana v rozmezi 146 az 153 °C. Stejné jako v ptipadé TGA se vyraznégji lisil pouze vzorek
supernatantu, u kterého probehl skelny prechod uz pii 109 °C, T byla 140 °C a tento vzorek
meél nevy$si hodnotu entalpie tani. Druhou nejvyssi hodnotu AHn meél vzorek keratinu
ziskaného pomoci 2,5% NaOH. V dostupné literatute byly Twm nalezeny v rozsahu
170 az 215 °C, keratin izolovany v této praci mél tedy Tm mirné nizsi [92, 104].

Tabulka 19: Vysledky DSC analyzy vzorkii peri a keratinu ziskanych z jednotlivych typii hydrolyz

Vzorek T, [°C] Tm [°C] AHp [J'g ]
— 171,58 0,607
HP - 178,56 0,497
- 226,73 11,400
- 152,76 2,538
SP - 170,31 4234
- 221,09 8,277
HP + NaOH 2,5 % 152,70 161,03 3,139
SP + NaOH 2,5 % 147,12 164,07 8,057
SPS + NaOH 2,5 % 108,76 140,15 67,680
SP + NaOH 0,8 % + Enzym 149,99 177,81 6,294
SP + Kysela 146,75 156,69 5,769

HP — husi pefi, SP — slepici pefi, SPS — supernatant z hydrolyzy slepiciho pefi, Ty — teplota
skelného prechodu, T — teplota tani, AHm — entalpie tani
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Obrazek 36: DSC analyza izolovaného keratinu: HP +~ NaOH 2,5% — husi peri hydrolyzované v 2,5%
NaOH, SP + NaOH 2,5% —slepici peri hydrolyzované v 2,5% NaOH, SPS+ NaOH 2,5% — supernatan
tslepiciho peri ziskany pri hydrolyze v 2,5% NaOH, SP + NaOH 0,8% + Enzym — slepici peri
hydrolyzované enzymaticky a alkalickou predupravou

4.13 TGA filmu

Byl analyzovan vliv keratinu na termalni vlastnosti kompozitnich filmt pfipravenych z PVA
nebo chitosanu. Pfidani keratinu k polymerim vedlo v obou pfipadech ke snizeni sledovanych
teplot. V ptfipadé PVA doslo k vyraznému snizeni tepelné stability, Tonset poklesal o 64 °C
a Tmax 0 56 °C. Podobny trend byl zaznamenan také ve studii El-Kheir a kol, ve které ov§em
nebyl pokles tepelné stability tak markantni, nicméné v této praci byl pouzit keratin izolovany
z vlny. U chitosanovych kompoziti mél keratin také negativni vliv i kdyz ne tak velky jako
u PVA filml. Tonset 1 Tmax bylo snizeno o 14 °C (Tabulka 20) [107].

Tabulka 20 Vysledky TGA analyzy filmii

Vzorek Tonset [OC] Tmax [OC]
4% PVA + 0,5M NaOH 265,51 323,19
4% PVA + 19 % K + 0,5M NaOH 201,46 26734
0,5% Chitosan + 50 ml KO 261,08 300,95
0,5% Chitosan + 44 % K + 50 ml KO 247,59 286,97

K — keratin, KO — kyselina octova
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Obrazek 37:TGA analyza kompozitnich filmi: Chitosan — 0,5 hm. % chitosan +50 ml

75% kyseliny octové, CHK3 — 0,5 hm. % chitosan +50 ml 75% kyseliny octové + 50 mg keratinu,
PVA — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH, PVAK4 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 19 % keratinu

4.14 DSC filmu

Vysledky z analyzy DSC mély opacny trend nez u TGA, sledované teploty se v disledku
pfidani keratinu k polymerim zvysily (Tabulka 21). Konkrétné u PVA filma doslo ke zvyseni
Tm o 8 °C, teplota skelného prechodu ovSem nebyla detekovana. Tyto vysledky nejsou
v souladu s jinymi studiemi, kde keratin zpusobil mirny pokles Tm. Kompozity pfipravené
z chitosanu a keratinu mély totoznou Ty, keratin tedy nemél na skelny prechod vliv, ale teplota
tani byla v disledku pfidani keratinu mirné€ zvysSena a to 4 °C. Tento nartst je v souladu
s vysledky publikovanymi v praci Carvalho [107, 109, 110].

Tabulka 21: Vysledky DSC analyzy filmii

Vzorek T [°C] | Tw [°C]| AHu[J-g™"]
4% PVA + 0,5M NaOH 42,92 | 186,54 12,24
4% PVA + 19 % K + 0,5M NaOH - 194,88 5,558
0,5% Chitosan + 50 ml KO 15223 | 166,23 2,044
0,5% Chitosan + 44 % K + 50 ml KO 152,36 | 170,31 4234

K — keratin, KO — kyselina octova
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4.15 Mechanické vlastnosti filmu

Mechanické vlastnosti byly méfeny pouze u keratin-PVA filml, protoze ostatni filmy
(keratin-chitosanovy, film z keratinu a kyseliny citronové) byly kiehké.

Tabulka 22: Mechnické viastnosti keratin-PVA filmil

Youngtiv modul Pevnost v tahu o Delkvove, o

[Mpal] [Mpal] pvrodlvou;em pri

Vzorek filmu pietrzeni &g [%o]

Primer Smérodatna Promer Smeérodatna Promér Smérodatna
odchylka odchylka odchylka

PVAB 32,8 1,7 369,5 5.4 150.4 11,0
PVAKG6 23,0 2,4 212,7 45,9 173.1 80,4
PVAKS 22.1 1,0 2820 34,0 175,0 33,7
PVAK4 18,1 0,9 173,2 18,2 254.0 244
PVAK3 13,3 0,5 176,5 75 136,6 3.0

PVAB - film z ¢istého PVA, PVAK6 — 4 hm. %PVA + 0,5M NaOH + 10 % kerinu, PVAKS —
4 hm. %PVA + 0,5M NaOH + 15 % kerinu, PVAK4 — 4 hm. %PVA + 0,5M NaOH + 19 %
kerinu, PVA3 — 4 hm. %PVA + 0,5M NaOH + 31 % kerinu

Mezi mechanické vlastnosti patii Younglv modul neboli modul pruznosti, ktery slouzi
k vyjadreni houzevnatosti polymeru. Diky houzevnatosti zlistavaji filmy pfi ohybani a narazech
bez tvorby trhlin a nedochézi k ptetrzeni. Dalsi vlastnosti je pevnost v tahu o, schopnost
materialu odolavat pusobenému napéti bez poruchy pii jeho natahovani. Posledni meéfena
charakteristika filmu bylo délkové prodlouzeni pfi pretrzeni €g, které vyjadiuje celkovou
taznost polymeru.

Nameétend hodnota Youngova modulu klesala v zavislosti na koncentraci keratinu v kompozitu
(Obrazek 39). Nejvétsi houzevnatosti disponoval film z ¢istého PVA, u néhoz hodnota modulu
pruznosti ¢inila 32,8 = 1,7 MPa. Mezi vzorkem PVAK6 a PVAK3 byl signifikantni pokles
Youngova modulu, a to az 10 MPa, zlom nastava u vzorku PVAK4 s mnozstvim keratinu
0,188 g. Z namétenych dat vyplyva, ze pifidavek keratinu zvySuje moznost tvorby trhlin
a protrzeni daného materialu. Srovnani Youngova modulu s odborna literatura nebylo mozné,
protoze dostupné publikace se u keratin-PVA kompoziti zabyvaji pouze pevnosti v tahu
(Tabulka 22).
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Obrazek 39: Porovndni priiomérnych hodnot a smérodatnych odchylek Youngova modulu pro
polymerni filmy: PVAB — film z cistého PVA, PVAK6 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 10 %
keratinu, PVAKS5 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 15 % keratinu, PVAK4 — 4 hm. % PVA +
0,5M NaOH + 19 % keratinu, PVAK3 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 31 % keratinu

Porovnani namétenych hodnot pevnosti v tahu se nachdzi na obrazku 39. Nejvyssi pevnost
v tahu byla zaznamenana u filmu z ¢istého PVA, ktera dosahovala hodnoty 369,5 + 5,4 MPa.
U kompozitnich filmii hodnota pevnosti v tahu kolisala v zavislosti na davce keratinu. Nejvyssi
pevnost v tahu mél film PVAKS s hodnotou 282,0 + 34,0 MPa. Ostatni vzorky mély podstatné
niz8i a témeéf totozné hodnoty pevnosti v tahu. Namétené vysledky se shoduji s odbornymi
publikacemi, v nichz dochézi k snizeni pevnosti v tahu v zavislosti na zvySovani mnozstvi
keratinu (Tabulka 22) [62, 111].
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Obrdazek 38: Porovndni priumérnych hodnot a smérodatnych odchylek meze pevnosti v tahu:
PVAB — film z cistého PVA, PVAK6 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 10 % keratinu, PVAKS —
4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 15 % keratinu, PVAK4 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH
+ 19 % keratinu, PVAK3 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 31 % keratinu
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Treti analyzovanou mechanickou vlastnosti bylo délkové prodlouzeni pii pretrzeni &g
(Tabulka 22). Z této analyzy mechanickych vlastnosti vyplyva, ze keratin zptsobil zlepSeni
délkového prodlouzeni a to v zavislosti na davce az do 0,188 g keratinu, po prekroCeni této
hranice uz byl efekt keratinu negativni. V ptipadé vzorku PVAK4 bylo dosazeno zlepSeni
délkového prodlouzeni o 254 % (Obrazek 40).
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Obrdazek 40: Porovndni pritmérnych hodnot a smérodatnych odchylek délkového prodlouzeni
pii pretrieni gg: PVAB — film z Cistého PVA, PVAK6 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 10 %
keratinu, PVAKS — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 15 % keratinu, PVAK4 — 4 hm. % PVA +
0,5M NaOH + 19 % keratinu, PVAK3 — 4 hm. % PVA + 0,5M NaOH + 31 % keratinu
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5 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala izolaci keratinu z drubeziho pefi. Cilem prace bylo zaméreni
se na hledani moznosti vyuziti pefi, které je produkovano jako odpad v potravinarském
prumyslu. V dnesni dobé tento odpad nema zadné nasledné vyuziti a je spalovan. V praci byly
hodnoceny moznosti nasledného vyuziti pefi a to k vytvofeni kompozitnich filmi, které by
mohly byt uplatnitelné jako material potravinovych obalti. V tomto segmentu se hojné vyuzivaji
obaly na bazi ropy, které po ukonceni jejich funkCnosti znacné zatézuji zivotni prostiedi
a problematicka je i jejich recyklace. Jejich nahrazeni materialy z obnovitelnych zdroja
je dulezity krok k vybudovani udrzitelné ekonomiky, ktera bude Setrna k Zivotnimu prostiedi.

Experimentalni Cast se nejprve zabyvala izolaci keratinu z odpadniho pefi. Byly provedeny
¢tyfi druhy hydrolyz, pfi nichz se vyuzival hydroxid sodny, sulfid sodny, kyselina sirova
a enzymaticka s alkalickou predupravou. Nejvyssi ucinnost na izolaci keratinu méla hydrolyza
s vyuzitim 0,5% hydroxidu sodného, u niz byla stanovena vytéznost na necelych 50 %. Ziskany
keratin byl charakterizovan pomoci polyakrilamidové gelové elektroforézy, bylo zjisténo,
ze pouzité metody izolace vedly k zisku keratinu s velmi malou molekulovou hmotnosti, nizsi
nez 15 kDa. Déle byla kanalyze vyuzita infraCervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci, naméfena FTIR spektra se shodovala s dfive publikovanymi spektry izolovaného
keratinu. U pefi a izolovaného keratinu byly analyzovany termalni vlastnosti pomoci DSC
a TGA. Keratin izolovany pomoci 2,5% NaOH m¢l nejvyssi hodnotu AHm. Analyzovany
keratin izolovany v této praci mél mirné nizsi Tm nez se uvadi v literatuie. Metodou TGA bylo
stanoveno, Ze termalni stabilita pefi byla pfiblizné€ o 40 °C vyssi nez u izolovanych keratint.
Druha Cast prace se vé€novala piipravé kompozitnich filmt z izolovaného keratinu ve smési
s polyvinyl alkoholem, chitosanem a kyselinou citronovou. Vlastnosti filmt byly modifikovany
pomoci zmén v pomérech latek nebo pfidavkem sitovaci Cinidel. Modifikace se provadély
z davodu vysoké krystality filmi. Charakterizace keratinu i kompozitnich filmua s pfidavkem
PVA a chitosanu byla provedena pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci, DSC a TGA. Porovnanim FTIR spekter Cistych polymerd PVA a chitosanu
s jejich keratinovymi kompozity, bylo zjisténo, ze pridavek keratinu zptsobil zménu charakteru
spektra. Pomoci metod termalni analyzy byl analyzovan dopad pridavku keratinu k polymertim,
ktery vedl k snizeni tepelné stability, ale zaroven k mirnému zvyseni teploty tani.

Tato diplomova prace poukazala na moznosti vyuziti odpadniho dribeziho péfi pro vyrobu
obalového materialu na baze keratinu. Do budoucna by bylo mozné taky proveéfit moznosti
vyuziti v bioinzenyrstvi za uCelem piipravy skafoldd pro tkaniové inzenyrstvi. Tyhle aplikacni
moznosti jsou hojné zastoupeny i v literature.

Zaméfeni se na keratin-chitosanového filmy bylo vybrano na zakladé odborné literatury,
ktera uvadi aplikaci tohoto kompozitu napiiklad v oblasti regenerace nerva. Dale si keratin
ziskal obrovskou pozornost jako scaffold pro tkafiového inzenyrstvi, ktery disponuje pomalou
degradaci a antibakterialnimi vlastnostmi, které jsou zpusobeny pfitomnosti chitosanu.
Kompozitni film z keratinu a chitosanu podporuje uchyceni a proliferace fibroblasta,
coz poukazuje na to, Ze tento film mize byt vhodnym substratem pro sav¢i bunécné kultury.
U keratin-chitosanovych filma byla ovéfovana ucinnost na inhibici ristu gram-negativnich
bakteriich, pfi niz byla zjiSténa schopnost potlacit rust bakterie Micrococcus luteus.
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Spojeni keratinu a PVA se v odborné literature, nejCastéji vénuje v souvislosti s tvorbou
scaffoldt pro tkanové inzenyrstvi. U keratin-PVA filmi byly provadény modifikace riznym
obsahem keratinové suSiny. Pro vhodné vlastnosti bylo ureno hrani¢éni mnozstvi keratinu
0 19 %, u vys§iho mnozstvi dochazelo k agregaci keratinu a film vykazoval vyrazné zhorSeni
mechanickych vlastnosti. Bylo zjisténo, ze Youngiv modul a pevnost v tahu se s pfidavkem
keratinu snizuje oproti filmu z €istého PVA, ale za to délka prodlouzeni se u vzorku PVAK 4
oproti filmu z PVA zvysila o necelych 100 %.

Pro aplikaci keratinovych filma v oblasti obalovych materialt by muselo dojit k provedeni
dalsich modifikaci, aby kompozitni filmy ziskaly lep§i mechanické vlastnosti a byly odolnéjsi

vudi vlhkosti.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DSC teplotné modulovany kalorimetr
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
FAO Organizace pro vyzivu a zemedélstvi
FTIR Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
MUFA mononenasycené mastné kyseliny
NB Nutrient Broth

OSN Organizace spojenych naroda

PLA kyselina polymlécna

PUFA polynenasycené mastné kyseliny
PVA polyvinyl alkohol

SDS-PAGE  polyakrylamidova gelova elektroforéza v ptitomnosti dodecylsiranu sodného
SDS dodecylsiran sodny

SFA nasycené mastné kyseliny

Tc teplota krystalizace

TEMED N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin
Ty teplota skelného prechodu

TGA termogravimetricka analyza

Tm teplota tani

Tmax teplota maximalni degradace

Tonset teplota pocatku degradace

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan

YPD Yeast extract peptone dextrose



