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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva izolaci keratinu z ov€i viny a pouzitim tohoto proteinu v kompozitnich
filmech. Cilem bylo porovnat vytéznost alkalické hydrolyzy ov¢i viny za uziti rGznych
koncentraci hydroxidu sodného. Bylo zjisténo, ze nejvice efektivni byla alkalicka hydrolyza
pouzitim 2% (hm.) hydroxidu sodného, ktera vykazovala 80% uspésnost v izolaci keratinu.
Pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou fadou, diferencni skenovaci kalorimetrie a
termogravimetrickou analyzou byla potvrzena pfitomnost keratinu v izolovaném materialu
z ov¢i vlny. Izolovany keratin byl nasledné pouzit jako pridatna latka pfi pripraveé filmi na bazi
polyvinyl alkoholu. Mechanické vlastnosti téchto pripravenych filmi ukazaly, ze keratin hral
roli jako aktivni pfidatna latka do polyvinyl alkohol kompozita.

KLIiCOVA SLOVA
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ABSTRACT

This thesis deals with the isolation of sheep wool keratin for using this protein in composite
films. The goal was to compare the yield of alkaline hydrolysis of sheep wool using different
concentrations of sodium hydroxide. It was found that the most effective was alkaline
hydrolysis using 2wt% sodium hydroxide showing 80 % effectiveness of keratin isolation.
Fourier infrared spectroscopy, differential scanning calorimetry a thermo gravimetric analyses
confirmed that the isolated material from sheep wool was keratin. The isolated keratin was used
as filler for the preparation of polyvinyl alcohol-based composite films. The mechanical
properties of keratin/polyvinyl alcohol films showed that keratin played the role as an active
filler for polyvinyl alcohol composites.

KEY WORDS

Keratin,sheep wool, hydrolysis, composites, viscoelasticity
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1 UVOD

V soucasné dobé se vétSina spolecnosti zabyva jednim velkym problémem, a to zneciSténim
zivotniho prostiedi produkty na bazi ropy (plasty). Jenom celosvétove se do zivotniho prostredi
dostane pifes 13 milioni tun plastovych kontaminanti. Plasty jsou uzitecné diky jejich
vlastnostem jako napiiklad stabilita viici chemikaliim, hydrolyze, UV, teplu atd. Na druhou
stranu prinesly tyto vlastnosti 1 problémy sjejich zpracovanim a likvidaci. Plasty jsou
likvidovany recyklaci, palenim anebo ulozenim na skladkach [1, 2].

Na znecisténi zivotniho prostfedi maji také dopad hospodarské a potravinarské odpady. Ze
zpracovani hospodarskych produktt vznikaji odpady, jako napfiklad slama, vylisky z hrozndg,
jablek apod. Proto se zacalo uvazovat o téchto odpadech jako o alternativnich zdrojich pro
vyrobu bioproduktu [3].

Ov¢i vina jakozto takova ma obrovsky vyznam v textilnim prumyslu, kde se ale nevyuzije celé
vyprodukované mnozstvi. Vina se tiidi podle né€kolika kvalitnich parametrt: délka, primér a
typ vlakna. Nevyuzity zbytek maze byt skladkovan, spalovan nebo kompostovan, coz je velmi
pomaly proces. Ov¢i vina je povazovana za pramyslovy produkt a v EU je vyprodukovano
200 tisic tun hrubé a méné kvalitni viny. Vlna je tvofena z velké Casti strukturni bilkovinou
keratin. Ten je velmi intenzivné studovan v ramci materidlové chemie, aby mohl pfispét
k nahrazeni plasti na ropné bazi. Na rozdil od konvencnich plasta je keratin biodegradabilni a
rozklada se pomoci mikroorganismi na aminokyseliny a peptidy. Jelikoz jsou aminokyseliny
bohaté na dusikaté latky, pasobi v prostiedi jako biohnojivo [4, 5].

V zajmu o keratin 1ze pozorovat rozdilné studie, které pojednavaji o vyuziti keratinovych
hydrolyzati. Ty jsou znamé uz padesat let, ale zatim nemaji zadné komer¢ni vyuziti. Keratin
jako sam o sob& ma mnoho vyuziti. Nejznaméjsi je jeho vyuziti v kosmetickém prumyslu, kde
se pouziva jako doplné€k stravy pro zlepSeni vlasi a nehtd. Extrakce keratinu z ov¢i viny je
velmi energeticky narocna a komplikovana, a proto se v soucasné dobé rizné studie snazi tento
proces lépe modifikovat. Keratin vyextrahovany z ov¢i viny je mozné pouzit k vytvoreni folii.
Ty vSak maji velmi Spatné mechanické vlastnosti. Také jsou rozpustné ve vode, tim padem
nemohou byt uzity jako obalovy material. Vlastnosti filmu mohou byt modifikovany piidavkem
sitovacich ¢inidel, ktera nesmi byt toxicka, aby se tim nezhodnotila hlavni pfednost produktu
(nezavaznost) [4].

V této praci je souhrnné popsana izolace keratinu z ov¢i viny pomoci nékolika typu alkalickych
hydrolyz, naslednou charakterizaci a vyuziti keratinu v kompozitnich materialech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Odpadové hospodaistvi v potravinovém pramyslu a p¥i chovu zvirat

Jednou z pfi¢in zneCisténi zivotniho prostiedi jsou odpady ze zemédélstvi a potravinarského
pramyslu. Ro¢né jsou produkovana velka mnozstvi odpadniho materialu ze zemédé€lstvi a
zpracovani jeho produktt. Patii sem zbytky ze zpracovani kukufice, cukrové titiny, pSenicna
slama, vylisky z hrozni a jablek a tak dale. Vétsina z nich jsou v dnesni dobé zkoumany jako
potencialni suroviny pro vyrobu produkti spfidanou hodnotou. I presto odpady
z potravinafského pramyslu zastavaji z velké casti nevyuzity. Timto dochazi ke ztratam
cennych surovin. Obsahuji totiz vysoké mnozstvi latek, které mohou byt nasledné vyuzity.
Odpady z potravinafskych pramysli jsou produkovany v pevné a kapalné formé. Pevny odpad
nemuze byt pouzit jako vychozi material pro vyrobu zamyslenych produktd. Jedna se o slupky,
semena a vlakna, které jsou odstranény pii vyrobé stav. V soucasnosti se vyzkum v oblasti
zpracovani potravinového odpadu zaméfuje na nalezeni efektivniho a stabilniho zpisobu pro
ziskani biopaliv a bioproduktt. Tento zptusob zpracovani je vyhodny pro Zivotni prostiedi z
divodu snizovani emisi methanu na skladkach a zachovani pfirodnich zdrojt, jako je uhli a
fosilni paliva [3, 6, 7].

VEDLEJSI PRODUKTY POTRAVINARSKEHO PRUMYSLU

Cukrovarnicky priimysl

Nejvyznamnéjsi vedlejsi produkt cukrovarnického prumyslu je melasa, ktera je slozena
pfevazné ze sacharozy, nasledné v menS$im mnozstvi z organickych latek, popela a vody.
Melasa je nezbytnou surovinou pro tvorbu lihu a drozdi jako fermentacni substrat. Také se
vyuziva pro produkci kyseliny maselné, mlécné, citronové, stavelové, glycerolu a biomasy na
krmeni. Jako dalsi vedlej§i produkt v cukrovarnictvi jsou vyslazené fizky, které vznikaji
lisovanim fepnych fizkd. Slouzi jako krmivo a k vyrobé dietni vlakniny [8].

Vyroba Skrobu a mouky

Vedlejsi produkt vyroby Skrobu z brambor je vlaknina. Ta se lisuje nebo susi, a poté se vyuziva
jako krmivo pro hovézi dobytek. Lepek je vedlej§im produktem vyroby psSeniéného Skrobu,
ktery naléza vyuziti ve vyrobé polévkového kofeni a v obuvnictvi. Odpady z vyroby mouky
vznikaji pfedev§im pfi CiSténi zrna a déli se na krmné (obilek) a nekrmné (plevy, slama,
mineralni pfimési). Nekrmné se zpravidla kompostuji [9, 10].

Zpracovani mléka

V mlékarenstvi je vedlejSim produktem syrovatka, ktera obsahuje laktosu, bilkoviny, mineralni
a organické latky. V ptivodnim stavu se syrovatka vyuziva pfi vyrobé napoju a krmeni. Jelikoz
ma syrovatka vysoky obsah vody, tak ma omezenou trvanlivost. Proto se zahustuje nebo susi.
Ze syrovatky lze extrahovat bilkoviny (albumin, globulin, rozkladné produkty kaseinu).
vyuziva v potravinaiském a farmaceutickém prumyslu. Dal§im vedlej§im produktem je
podmasli, které se uplatiuje jako dietikum [10, 11].

Vyroba tukii a oleji

Odpady u téchto vyrob se vétSinou zkrmuji, pfidavaji do stavebnich hmot, nebo spaluji.
Vyznamnou druhotnou surovinou je hydratacni kal, ze kterého se ziskava lecithin
(fosfatidylcholin). Lecitiny se zkrmuji, nebo se pouzivaji pro technické ucely. Dalsi druhotnou
surovinou je mydlovy kal, ze kterého se rafinaci ziskavaji mastné kyseliny. Mydlovy kal mize
slouzit jako vychozi surovina pro pfipravu detergentt [10].



Vyroba sladu a piva

Nejcennéjsi vedlejsi produkt pii vyrobé piva je sladové mlato a pivovarské kvasnice. Sladové
mlato se ziska po oddéleni zcukfeného rmutu, coz je velmi cenné krmivo. Pivovarské kvasnice
maji vysoky obsah lysinu vitamini B a mineralnich latek. Vyuzivaji se ve farmaceutickém a
kosmetickém pramyslu. Zbyvajici odpady (chmelové mlato, hoiké kaly, pénové piikryvky) se
pro své horké senzorické vlastnosti hodi ke zkrmovani a likviduji se kompostovanim [10, 12].

Zpracovani masa

Kazdy rok je vyprodukovano obrovské mnozstvi organického odpadu. Sem patii odpady
z jatek, dribezaren a textilniho primyslu. Tyto odpady obsahuji mnoho vlaknitych proteina
jako je kolagen, elastin a keratin. Za vedlejsi produkty lze povazovat droby (jazyky, jatra,
ledviny). Jsou omezené udrzné, proto se co nejrychleji zmrazuji a predavaji do trzni sit€. DalSim
vedlejsim produktem je krev. Ta se po vykrveni stabilizuje, konzervuje a dale zpracovava
k lidské vyzivé. Pefi z dribezaiskych zavodu se tradicn€ pouziva do polstara, ale také se
pouziva k vyrobé dusikatého krmiva (péfova moucka). Alkalickou hydrolyzou péfové
bilkoviny se vyrabi stabilizator vzduchomechanické pény (afrodon), ktery se poziva v hasicich
ptistrojich [10, 13, 14].

Do nedavna se tyto materialy uzivaly jako proteinové aditivum do krmnych smési. Poté co se
ustanovilo, ze tyto smési pfenasi mnoho nemoci (napf. nemoc Silenych krav), se zakazaly a
prestaly pouzivat. Nyni se tyto odpady vyhazuji anebo pali. Vina je velmi dulezity obnovitelny
vedlejsi produkt v textilnim pramyslu. Velké mnozstvi je vyhozeno béhem tkani viny a tim
padem je i vyhozeno velké mnozstvi keratinovych vlaken, které nejen Ze nas ochuzuji o dulezité
zdroje, ale zaroven znecist'uji zivotni prostiedi [5, 15, 16].

Co se tyka produkce viny, Evropska unie ma druhou nejvétsi populaci ovci. Jen v roce 2015
bylo maximum 86,1 miliont ovci. Tuna bézné viny obsahuje 640 kg Cistého vlakna a zbytek
tvoii necCistoty. Ov¢i vina je povazovana za pramyslovy produkt a v EU je vyprodukovano
200 tisic tun hrubé a méné kvalitni viny. Evropsky textilni primysl pouziva dovezenou vinu
z Australie a Nového Zélandu. Proto je potfeba najit nové vyuziti pro hrubou méné kvalitni
vlnu, ktera vétSinou konci jako odpad [13].

2.2 Vina

Vyznam ov¢i viny jako hlavniho zdroje vlakna a hospodaiského obchodu v Evropé v prabéhu
obdobi stfedoveéku je jiz dlouho zaveden. Archeologické textilie nalezeny a regenerovany
z nalezt, i kdyz netplné a kiehké, jsou cenné nalezy pro studium vyroby textilii v minulosti
(napf. tkaci a barvici techniky, vzory a styly), jejich obchod (napf. textilni pavod) a vyvoj chovu
ovci (napf. jemnost viny, druh a ptivod). V prubé&hu historie chovatelé ovci nesoucich vinu
usilovali o vétsi jednotnost v charakteristikach viny nesené jejich vybranym plemenem. Rysy
vlny jsou pozoruhodné dédi¢né a zjevné rozdily v morfologii srsti jsou jednim z hlavnich
vlastnosti, kterymi se plemena ovci vyznacuji. Stfedni a smérodatna odchylka priméru vlakna,
jeho zdvojeni, zakfiveni, odbarveni viny a pevnost surové vlny jsou bézné€ hodnocené
vlastnosti, které ovliviiuji zpracovani a konecné produkty [17].

2.2.1 Slozeni ov¢i viny
Ov¢i vlna je pfirodni vlakno produkovano stifithanim srsti ovce. Hlavnimi komponenty ov¢i viny
jsou keratin, tuky, ov¢i pot a dalsi necCistoty. Chemické slozeni je vyobrazeno v Tabulce 1 [18].
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Tabulka 1: Slozeni ovciviny [18]

Keratin 33 %
Necistoty 26 %
Mastnota 28 %

Tuk 12 %
Mineralni voda 1%

Keratinové vlakna ov¢i viny obecné obsahuji Ctyfi Casti. Témito Castmi jsou epidermis, kortex,
kmen a komplex bunéénych membran, ve kterém je hlavnim komponentem alfa-keratin. Jak jiz
bylo zminéno jednou z ¢asti vlakna ov¢i viny je epidermis. Ten se sklada celkem z tfi vrstev:

e Vngjsi vrstva slozena z a-aminokyselin s nizkou chemickou aktivitu

e Piechodna vrstva slozena z nekrystalického keratinu

e Vngjsi vrstva slozena krystalického keratinu
Hlavni casti vlakna je kortex, ktery tvoii 70 az 90 % vInéného vlakna. Sklada se
z ortokortikalnich a paraortikalnich bunék s riznymi fyzikalnimi vlastnostmi. Ortokortikalni a
parakortikalni buiky se skladaji z fady mikrofibril, které jsou tvoreny jedenacti protofibrily. Ty
jsou tvoreny tfemi keratinovymi makromolekulami stoCenych kolem sebe ve formé spiraly
znamou také jako alfa-helix. Mikrofibrily vytvafi svazky makrofibrild pomoci
intramolekularnich vazeb: kovalentni disulfidové mustky, iontové interakce nebo
vodikové vazby. Obrazek 1 zobrazuje vySe zminény popis ov¢iho vlakna [16, 19, 20].

Vlakno viny

Protofibril Mikrofibril

‘ Makrofibril @’ J _
"7 (-‘I ST ;i%_}; — 3

Jaderné zbytky

Obrazek 1: Schématicky popis vidkna viny [20]

2.2.2 Aplikace ov¢i viny

Jiz diive méla ov¢i vina velké vyuziti a obchodovalo se s ni po celé Evropé. Ve stfedovéku se
vlna nerozdé€lovala podle plemene, ale podle jeji délky. Kratka vina se pfipravovala mykanim
a pouzivala se k vyrobé tkanin (textilie s tézkou texturou, zesilené plnénim). Dlouha vlna se
ptipravovala Cesanim a pouzivala se pro leh¢i Cesané tkaniny (materidly, které se obvykle
neplnily) a tzv. serge (odolna latka majici hebky, Cisty povrch). Nyni se cena viny odvozuje od
jeji kvality. Parametry kvality urcuji dva hlavni faktory: enviromentdlni a genetické.
Enviromentalnimi faktory je rozumeéno typ krmiva, stithaci sezony, ustijeni ovci a kvalita
pastvin. Genetické jsou dany genotypem zvifete, ktery je mezi plemeny rizny. Parametry viny
se déli na fyzické a chemické [22, 25].
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2.2.2.1 Fyzické parametry

Délka spony

Kvalita viny je globalné urCovana podle délky spony, ktera je méfena v milimetrech. Vlna
s dlouhou délkou je komeréné preferovand, jelikoz mohou tvofit lepsi pfize v porovnani
s krat§imi. Tento parametr je ovlivnén jak enviromentalnimi, tak 1 genetickymi faktory.
Frekvence a doba mykani také ovliviiuje tento fyzicky parametr. Riist spony neni jednotny cely
rok a v urcitych obdobich mize byt mnohem vyssi. Kvuli tomuto jsou ovce stithany dvakrat
ro¢n¢. Na délku spony ma také vliv pohlavi a stafi zvirete. Naptiklad u ovce druhu Menz je
stanovovana délka spony pro rizné pohlavi. Ovce zenského pohlavi neboli bahnice maji
prumérnou stiedni délku spony stanovenou na 5,07 cm. Zatimco ovce muzského pohlavi
(berani) na 6,22 cm. Lze vidét ze délka spony se u tohoto druhu u riznych pohlavi mize lisit
ovice nez 1 cm. Mladé ovce maji délku spony vétsinou kratsi. Na druhu pouziti viny ma vliv
hlavné tento parametr [22, 23].

Typ vidkna

Duvod riznych typd vlaken je podil sekundarniho k primarnimu folikulu. Obecné jsou
rozliSovany typy vlny na: vinu, hetero a hrubou. Hetero a hrubé jsou typy vlaken, které se fadi
do vlaken s kmenem. Ty maji centralni kanal s bunéénymi zbytky a vzduchovymi kapsami.
Zatimco vlna neobsahuje kmen. Typ vladkna ovliviiuje genotyp a stafi ovce. Jsou znacné rozdily
v kapacité v rustu viny a vjeji charakteristice u raznych druhti ovci. Napiiklad proporce
vlnového typu je jind u druhu Zhandi a Garole. U ovci Zhandi se vyskytuje vinovy typ s
proporci 93 % a u ovci Garole jenom z 19 % [22, 24].

Primeér viakna

Tento parametr ovliviiuje cenu viny a je méfen v mikronech (um). Mnozstvi viny, které se mize
meénit pii zpracovavani viny, je ovlivnéno prumérem viny. Jemnéjsi vlakna tvoii obvykle leh¢i
a me&kkeé tkaniny [22].

2.2.3 Chemické parametry

Vynos prani

Proces separace necistot, mastnoty a cizich téles se nazyva prani. Tento parametr ovliviiuje
mnoho faktort jako: misto pastvy, kvalita viny, as stfihani a Cas vzorkovani. Celkové mnozstvi
kontaminantd pfitomnych v mastné viné je kolem 40% celkové hmotnosti viny. Nejmensi
vyskyt volnych lipida je u horskych karpatskych ovci a ovci Preko [22, 25].

2.2.4 Typy ovci a viny
Swaledale ovce
Horska ovce pivodem z Velké Britanie s hrubou odolnou vinou. Ta je vyhradné pouzivana pro

domaci nabytek a izolaci. Vlna ma riznou pigmentaci, prevazné pievlada bila nebo Seda barva.

Velsské horské ovce
Vlna ma podobné vlastnosti jako ta u Swaledale ovce a je pouzivana pro vybaveni bytu.

Drysdale ovce
Tento druh pochazi z Nového Zélandu. Je znamy pro svou hrubsi vinu.

Blackface ovce
Horsky druh z Velké Britanie. Uziti viny je opét v domacim nabytku a v tvidové textilii [22].
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2.3 Valorizace ov¢i viny

Kazdy rok jsou vyprodukovany tuny odpadi bohatych na keratin. Nejvice problematické je
peti, které je produkovano v nejvétsi mife. Samoziejmé jsou dalsi jiné zivocisné zdroje jako je
prave ovCi vina, ktera je tvorena hlavné z keratinu. V této dobé se tyto odpady spaluji, ale na
druhou stranu se mohou pouzit jako zdroj proteinu pro zvirata nebo rostliny. I kdyz je vina
bohata na rostlinné makro- a mikroziviny, méla v rostlinné vyrobé omezené uplatnéni. Nedavna
studie vSak ukazala, ze nekompostovana vina miize byt vyuzita jako zdroj vyzivy pro rostliny.
Cilem tohoto patentu bylo vyrobit ze surové viny organické hnojivo pro rostliny. Vina je
nejprve podrobena alkalické hydrolyze, pii které dojde ke Stépeni polypeptidickych fetézcu a
vytvoreni hydrolyzatu s volnymi aminokyselinami. Nasledné se upravi pH na hodnotu 8 az 10
kyselinou fosforecnou. Timto se pfipravi organické hnojivo obsahujici dusik,
draslik a fosfor [13].

Stravitelnost keratinovych materialt u zvifat je velmi nizka, a proto je dilezité ji zlepsit. Toho
1ze dosahnout hydrolyzou na rozpustné proteiny, peptidy nebo az na aminokyseliny. Na toto
jsou pouzivany metody alkalické, ¢i kyselé hydrolyzy, ale v posledni dob¢ se i objevila metoda
za pouziti enzymui izolovanych z mikroorganismi nebo dokonce pouzitim mikroorganismi
samotnych. Peptony jsou definovany jako proteinové derivaty, které se piipravuji z materialt
bohatych na latky obsahujici sekundarni proteinové derivaty jako: polypeptidy, dipeptidy a
aminokyseliny. Diky tomuto slozeni jsou perfektnim zdrojem dusiku, ktery je rozpustny ve
vodé a nekoaguluje pfi zahfivani. Takze ho je mozné pouzit do kultiva¢nich médii. Jelikoz je
pepton drahy komponent v kultivacnich médiich, nékteré studie se ho snazi ziskat pravé z ov¢i
viny, kterd je vétSinou vyhazovana jako odpad. Ve studit M. Taskin a kol. byl prokazan
pozitivni riist pro mikroorganismy A. niger a E. coli [5].

2.4 Keratin

Keratin je stabilni, nerozpustny a strukturni protein, ktery se nachézi v epitelialnich tkanich a
v ochrannych tkanich jako jsou vlasy (srst), vina, nehty, pefi a rohy. Podle sekundarni struktury
je keratin klasifikovan na o-keratin a -keratin. Beta-keratin je bohaty na beta skladany list,
ktery tvofi supramolekularni fibrialni svazky. Zatimco alfa-keratin je slozen z alfa-helixu do
filamentd. Keratin obsahuje velké mnozstvi disulfidickych mustka (Obrazek 2), které udéluji
tuhost a chemickou odolnost. Keratinové materialy jsou tvofeny riznym mnozstvim alfa
a beta- keratinu. Napftiklad vlasy, ale i srst, jsou hlavné slozeny z alfa-keratinu, zatimco pefi
z beta-keratinu [5, 15].
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Obrdzek 2: Chemickd struktura keratinu [26]

2.4.1 Vlastnosti keratinu

Fyzické a chemické charakteristiky (molekulovda hmotnost a izoelektricky bod) keratinu
v ruznych tkanich urcuji fyzické vlastnosti v buiikach a tkanich epitelu. Na toto urCeni je
nejdiive pouzito rozpoustédlo (o ur¢itém pH a koncentraci), aby byl keratin z tkani izolovan.
Rozpustény keratin je separovan podle molekulové hmotnosti (MH) a izoelektrického bodu (pI)
za poziti dvoudimenzionalni gelové elektroforézy. Rozdily v MH a pl jsou zpusobeny
v rozdilnych keratinovych genech [27].

Molekulovd hmotnost

Sav¢i keratin ma molekulovou hmotnost v rozmezi 40-70 kDa. Pfi porovnavani lidského a
hovéziho keratinu bylo zjisténo, ze nékteré keratiny mély stejnou molekulovou hmotnost
v odpovidajicich tkanich a nékteré nikoli. Napiiklad suprabazalni keratin K10 (keratin
produkovan v suprabazalnich burikach epidermu, je dulezity v postmitotické diferenciaci
v dlazdicovém keratinovém epitelu) ma stejnou molekulovou hmotnost jak v lidské, tak i
v hovézi tkani. Zatimco keratin K13 (keratin produkovan v suprabazalnich burikach ustniho
epitelu) ji ma odlisnou. Timto lze fict, Ze keratin v bunkach a tkanich u riznych sav¢ich druht
ma podobnou funkei v burice, ale 1isi se ve struktufe a ve sloZzeni aminokyselin.

Izoelektricky bod

Keratiny mohou byt odliseny podle jejich izoelektrického bodu. Rozdilnost mezi keratiny typu I
(kyselé) a typu II (bazické) je urCena podle pH, pfi kterém je protein neutralni (tzn. maji nulovy
naboj). V keratinu z lidské tkané typu I je pI od 4,9 do 5,4, zatimco u typu Il od 6,5 do 8,5.
U typu I hovéziho keratinu je pI < 5,6 a u typu II je pI > 6,0. Keratin, ktery je specificky pro
vlnu, vlasy nebo nehty je izoelektricky bod v rozmezi od 4,7 do 5,4. Izoelektricky bod keratinu
lze zménit v disledku posttranslacnich modifikaci jejich aminokyselin [27].
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2.4.2 Alfa-keratin, beta-keratin

Alfa-keratin se nachazi u vSech obratlovct, zatimco beta-keratin vyhradné u plaza a ptakdu.
Alfa-keratin, podtyp mezilehlych vlaken nalezenych v epitelu vSech obratlovct, se rozsifil a
funk¢né diverzifikoval v amnioty prostiednictvim genové duplikace. Beta-keratin se vyskytuje
primarné u plazi a ptaka, kde se také rozsifil a diverzifikoval, zejména v ptacich a chelonskych
linii. Typ I (kyselé) a typ II (z&sadité/neutralni) alfa-keratinu tvoii povinné heterodimery, které
tvori strukturalni zaklad zrohovatélé epidermis a epidermalnich ptiveéskt u savca, jako je prave
ov¢i vina, vlasy, drapy, srst, rohy a kopyta. U ptaka a plazi tvoii epidermalni alfa-keratiny
zrohovatélou epidermis a epidermalni ptivésky, jako jsou sitoviny a Supiny. Alfa-keratiny tvori
vlakna o priméru 7-10nm a jsou to prostiedni vlakna slouzici jako zaklad pro
cytoskelet [28, 29, 30].

Rozdil mezi molekularnimi strukturami a formaci filamentt jsou nejdulezitéjsimi znaky, které
rozlisuji alfa- a beta-keratin. Alfa-keratin je svinuty do alfa-helix konformace, kterou tvoii dva
spiralovité svinuté fetézy polypeptidid a jsou stabilizovany vodikovymi mustky. Alfa-helix
proteiny vyskytujici se v pfirodé jsou pravotoCivé. Na Obrazku 3 je zobrazen proces formace
alfa- helixu. Dva izolované pravotoCivé fetézce alfa-helixu se sviji do levotocivé spiraly pomoci
disulfidickych mustk. Pak dimer agreguje do protofilamentu, ze kterého nasledné vznikne
protofibril. Ctyfi protofibrily jsou kombinovany do helikalni struktury [31].
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Obrdazek 3: Schéma formovani alfa-keratinu [31]
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Amorfni keratin obsahujici siru je slozen z proteinovych fetézci sloZzenych z cysteinovych,
nebo glyceinovych, tyrosinovych a fenylalaninovych zbytk(i Beta-keratin se formuje do
vlaknitych struktur o priméru 4 nm, které nejsou klasifikované jako prostfedni vlakna.
Beta- keratin se formuje do skladaného listu, ktery je slozen z bo¢nich beta-vlaken. Ty mohou
byt k sobé vazany intramolekularnimi vodikovymi mustky paraleln€, ¢i antiparalelné
(vice stabilni). Skladany list je stabilizovan dvéma faktory: vodikové mistky mezi beta-vlakny
formuyji list a planarita peptidovych vazeb zajistuje, ze se beta-list slozi. Formace filamentu
zahrnuje centralni polypeptidovy fetézec slozen k formaci Ctyt bo¢nich beta-vlaken, které jsou
spojeny vodikovymi mustky [28, 29, 30, 31].
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Obrdzek 4: Struktura beta-keratinu [31]

2.4.3 Rozdil slozeni AMK keratinu

K analyze aminokyselin jsou pouzivany nejcastéji metody kyselé hydrolyzy a automaticka
iontoméniCova chromatografie. K porovnani byl vybran keratin izolovan zovéi viny
(zéastupce alfa-keratinu) a keratin z pefi (zastupce beta-keratinu). Oba keratiny obsahuji jako
nejvyssi podil cysteinu, ktery zajistuje disulfidické mustky v systému a timto rozliSuje keratin
jako biopolymer s vys$§im obsahem siry. Keratin izolovan z viny ukazuje vyssi obsah cystinu,
prolinu a kyseliny glutamové nez u keratinu z pefi. Toto muze byt zapficinéno chybéjici
sekundarni helikalni strukturou [30].
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Tabulka 2: SloZeni aminokyselin alfa-keratinu (pocet ks AMK na 100 ks AMK v Fetézci) [30]

Alfa-keratin
Aminokyselina Zastoupeni | %] Aminokyselina Zastoupeni [%]

Alanin 5,5 Glycin 8.8
Arginin 6,6 Histidin 0,8
Kyselina aspartova 6.5 Izoleucin 34
Cystein 11,4 Leucin 7.8
Kyselina glutamova 11,3 Lysin 3,0
Methionin 0,5 Fenylalanin 2.5
Prolin 6,0 Serin 9,6
Threonin 6,1 Tyrosin 4.1

Valin 5.9

Tabulka 3: SloZzeni aminokyselin beta-keratinu (pocet ks AMK na 100 ks AMK v Fetézci) [30]

Beta-keratin
Aminokyselina Zastoupeni | %] Aminokyselina Zastoupeni [%]

Alanin 8.7 Glycin 13,7
Arginin 3,8 Histidin 0,2
Kyselina aspartova 5,6 Izoleucin 3.2
Cystein 7.8 Leucin 8.3
Kyselina glutamova 6,9 Lysin 0,6
Methionin 0,1 Fenylalanin 3,1
Prolin 9,8 Serin 14,1
Threonin 4.1 Tyrosin 1.4
Valin 7.8 Tryptofan 0,7

2.4.4 Aplikace keratinu

Keratin ziskany z ov¢i viny 1ze pouzit k vyrobé filma, kompostovatelnych obala a natéra. Diky

svym vlastnostem
biomediciné [32].

se mohou keratinové filmy pouzivat v tkanovém inzenyrstvi a
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Obrazek 5:Moznosti vyuZiti keratinového odpadu [31][32]

Kosmeticky priimysl

Keratin je vyuzivan jako hydrolyzat v riznych kosmetickych aplikacich. Keratinové
hydrolyzaty jsou normalni slozkou Sampoént, kondicionért, krému a vyzivnych sér na vlasy.
Také je 1ze najit v fasenkach, lacich na nehty a v o¢nim make-upu. Keratinové peptidy zlepSuji
hydratacni efekt a tim zvysuji lesk a jemnost vlasi. Funkce keratinového hydrolyzatu jsou:
vytvoreni ochranného filmu, vyhlazeni vlast ¢i nehtt a zvySeni ohebnosti. Také bylo zjisténo,
ze vyrazné snizuje povrchové napéti, timto pfidavek v kosmetice snizuje mnozstvi pfidaného
emulgatoru ke stabilizaci krému. Vysoka pufrova schopnost keratinovych hydrolyzati je také
vyuzivana k udrzeni pH. Keratinovy hydrolyzat méa vlastnosti zvlh¢ovadla, které vaze vodu ze
spodni vrstvy epidermu [32, 33].

Biokompozity

Keratinové filmy jsou pouzivany k produkci novych biodegradabilnich a biokompatibilnich
materiala pro tkanové inzenyrstvi. Podporuji bunécnou adhezi a predstavuji tak novy pfistup
k oSetfovani ran [32].

Filmy pftipravené s koncentraci 10% keratinu a zelatiny v 1 ml ethylenglykolu a glutaraldehydu
vykazuji mechanické a absorp¢ni vlastnosti. Timto jsou pouzivané v obvazech k 1é¢bé€ vnéjsich
poranéni. Keratin-chitosanové filmy pripravené v 20% glycerolu maji vyuziti jako material
v kontaktnich ¢ockéach. Filmy zkeratinu jsou obecné velmi kiehké, proto se pridavkem
glycerolu a sorbitolu zlepsi jejich plasticita [33].
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Hydrogely na bazi keratinu ukazaly slibné vysledky jako biomaterialy v raznych
biomedicinskych aplikacich. Keratinovy hydrogel o Cistoté 9 % ukazal schopnost snizit postup
popaleni a podporuje regeneraci kize. Smés 5%  keratinového hydrogelu
s 5% polyvinyl alkoholem vykazuji dobré vysledky pro 1é¢bu zranéni in vivo. Polymery na bazi
keratinu se pouzivaji v rozvoji scaffoldi pro dentalni inzenyrstvi. Hydrogely s koncentraci
keratinu 20 % a 3% glycerolu zlepSuji chovani bunék v odontoblastu (buiiky v dieni zubu, ktery
produkuje dentin) a ukazuji slibné vysledky v regeneraci dentinu. Ktizové spojené disulfidové
hydrogely jsou kandidaty pro dodavani 1éCiv a jejich nasledné uvolnéni [32, 33].

2.4.5 Metody izolace keratinu

Na extrakci keratinu z vedlejSich pfirodnich produktt se pouzivaji metody jako jsou redukce,
oxidace, mikrovinna technika, lyza pomoci sulfitd, pomoci iontovych roztokt, anebo
enzymatické oSetfeni. Nevyhodou téchto metod je pouziti organickych rozpoustédel a
Skodlivych chemikalii, které mohou ponicit strukturu keratinu a jeho vlastnosti. Také jsou velmi
drahé, toxické a neobnovitelné [34].

Tyto metody se fadi do dvou kategorii zpracovani keratinového odpadu. Ten se zpracovava
pomoci mokré nebo suché metody.

Mokra metoda vyzaduje extrakci pfimo ze zdroje. Keratin mé rozdilné vlastnosti oproti
ostatnim fibrialnim proteinim kvili obsahu cysteinu. Cystein je aminokyselina, ktera
zpusobuje nerozpustnost keratinu. K rozpusténi je potieba prerusit vodikové a disulfidické
mustky. Toho lze dosahnout pomoci alkalické, kyselé, ¢i enzymatické hydrolyzy. Suchou
metodu lze pouzit, jelikoz keratin pisobenim tepla nevratné€ tuhne. Toto je opét zptisobeno
cysteinovymi vazbami. Pokud ma polymer vice cysteinovych vazeb, je obtiznéji zpracovatelny.
Proto je nezbytné pouziti redoxnich ¢inidel k naruseni disulfidickych vazeb [32].

2.5 Hydrolyza

Hydrolyza keratinovych substrati 1ze byt provedena chemickou, enzymatickou, ¢i mikrobialni
metodou. Do chemickych procest se radi alkalicka nebo kysela hydrolyza, ale 1ze pouzit i jiné
reagenty (napf.: redukCni cCinidla). NejCastéji jsou tyto typy provadény pii vysoké
teploté a tlaku.

Chemicka hydrolyza je prevazné rychlejsi 1 jednodussi nez enzymaticka/mikrobialni a dosahuje
vysSich hydrolytickych vytézka. Na druhou stranu mize dojit ke zniCeni aminokyselin. Nékteré
chemikalie (napf.: thioly, sifiCitany a peroxidy) piedstavuji zvySenou toxicitu a kvili rekénim
podminkam jako jsou vysoka teplota a tlak se jedna o velmi energetické metody.

Vlna je slozena pfevazné zkeratinu, pfesnéji z alfa-keratinu. Ten je pomérné pevny a
nerozpustny v tradi¢nich rozpoustédlech kvuli pfitomnosti disulfidickych mustka. Ty jsou
k rozpusténi treba rozbit [34, 35].

2.5.1 Alkalicka hydrolyza

Hydrolyza za uziti alkalickych cinidel je nejrozsifenéjs$i metodou pro ziskani keratini. Tato
metoda zahrnuje hydrolyzu disulfidickych vazeb pomoci NaOH a KOH (méné casto i
s Ba(OH)y), které je oxiduji a vytvareji hydrolyzat zavisejici na podminkach pii samotné
hydrolyze. Alkalicka hydrolyza se pouziva vyhradné pfi stanoveni tryptofanu, ktery je stabilni
pfi jednoduchych podminkach. Je také aplikovana, pokud protein obsahuje velké mnozstvi
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cukra. Nejvetsi nevyhodou této metody je, ze aminokyseliny jako serin, threonin, arginin a
cystein jsou zniCeny a ostatni aminokyseliny jsou racemizovany [35, 36].

2.5.2 Kysela hydrolyza
Timto typem hydrolyzy dochazi ke stépeni peptidovych vazeb v keratinovém fetézci. Vyzaduje
podminky jako jsou vysoka teplota a tlak, a timto predstavuje velky enviromentalni risk [33].

Kyselou hydrolyzou mohou byt ztraceny nékteré aminokyseliny jako: serin, threonin, tyrosin a
cystin. Asparagin, glutamin, methionin a tryptofan mohou byt pfevedeny na jiné slouceniny.
Polypeptidy vzniklé zkyselé hydrolyzy maji vice amorfni strukturu nez u alkalickych
hydrolyzatd, jelikoz je vétsina vodikovych mistkt prerusena. Typické kyseliny pozivané pii
tomto procesu jsou kyselina chlorovodikova a sirova [37].

Keratinové materialy jsou velmi odolné vii¢i kyselinam, a proto se pii hydrolyze vyuZzivaji
vysoce koncentrované roztoky. Kurbanoglu a kol. pouzili k hydrolyze suchych roht
3M kyselinu sirovou. Smés byla zahtivana pti 70 °C, po dobu 24 hodin [38].

2.5.3 Enzymaticka hydrolyza

Keratinazy jsou proteolytické enzymy katalyzujici hydrolyzu vysoce stabilnich keratina, které
jsou prevaznou slozkou vlny, pefi a dalSich keratinovych materiala. Pepsin a papain, coz jsou
bézné protedzy, nedokazou keratin rozlozit. Proces keratinolyzy ma obecné dva kroky:
sulfitolyzu a proteolyzu. Béhem prvniho kroku sulfitolyzy se méni konformace disulfidickych
mustk(l keratind a tim vznikne vice vazeb, na které je umoznéna keratinolyza. Redukci
disulfidickych mustkd je umoznéna pomoci sulfidovych reduktaz nebo sekreci redukénich
Cinidel [10].
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Tabulka 5: Vytézky hydrolyzy pomoci riiznych metod

Zpusob

. Material Latka Koncentrace Podil Cas Teplota Srazeni Vytézek Odkaz
zpracovani
Nastithan na Vodny roztok Dialyza, kyselina
2 mm vlna L -cysteinua | 0,165M a 8M 5 g/100 ml 5h 70°C octova (pH 4 —4.5), - [37]
mocoviny centrifugace
Namleté pefi NaOH IN 10 g/95 ml 2h 70 °C Ledova kysclina 538 ¢ [26]
octova (pH 7) ’
NaOH a 175 % a
Namleté pefi NaHSO; ’O 5 (; 20 /100 ml 90 min | 80°C 5 ml HCI, dialyza 49,9 % [40]
,D /0
NaOH a 105
Namleté pefi NaHSO; 2%a0.,5 % 20 /100 ml min 90 °C 5 ml HCI, dialyza 60,22 % [38]
300 90 Neutralizace NaOH
- pefi H,SO, IM 50 g/l : o napH 7, 676 mg/g [39]
min C '
centrifugace
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2.6 Kompozity z keratinu

Filmy

Filmy je mozné tvofit z biopolymert, jiz obsazenych v roztoku. Pfi zméné podminek jako
napfiklad pisobenim tepla, nebo zménou pH dojde ke shlukovani biopolymert ve filmové fazi.
Mame razné typy vyroby jako je liti rozpoustédlem, tepelné lisovani, tlakové liti nebo
elektrostatické zvlaknovani [32, 40].

Jednou z moznosti ptipravy keratinovych filmu, je pfiprava polyvinyl alkohol filmu s pfimési
keratinu. Rozpustény protein je smichan s 1 g PVA pfi pokojové teploté za stalého michani.
Viskozni material je vylit na sklenénou desku a je ponechén schnout pfi pokojové teploté. PVA
predstavuje nosic nebo spis podporu pro keratinovy material k vice strukturnimu filmu [42, 41].
Dalsi moznosti piipravy keratinovych filma je s pfidavkem chitosanu. Film se pfipravuje
smichanim roztokd keratinu a chitosanu v 75% kyseliné€ octové. Pridavek chitosanu zajist'uje
silny a pruzny film [46].

Filmy mohou byt nasledné¢ modifikovany plastifikatory, zmékcovadly a sitovacimi Cinidly.
Plastifikatory o nizké molekularni hmotnosti jsou pfidavany do proteinového filmu ke snizeni
pfitazlivych sil mezi molekulami a tim modifikuji 3D konformaci. Plastifikatory by mély mit
specifické vlastnosti jako nizky bod tani a hydrofobicita. Funkéni efekty plastifikatort na
kompozitni filmy na bazi proteini zahrnuji: snizeni tvrdosti, zvySeni flexibility, nebo zména
mechanickych a elastickych vlastnosti. Disulfidické vazby pfitomné v nativnim proteinu jsou
pfi¢inou nizké flexibility kompoziti. Rozstépeni této vazby je nutné k otevieni proteinu na dalsi
uroven. Zvysi se tim povrchova aktivita, hydrofobicita, zpéniovaci kapacita a stabilita proteinu.
Pouzivanymi redukénimi Ccinidly jsou dithiothreitol a p-merkaptoethanol. ZmékEovadla
(glycerol a sorbitol) difunduji do disperze proteinu, diky své nizké molekularni hmotnosti.
Glycerol se velmi jednoduse zabudovava do keratinového fetézce, kde dochazi k asociaci
s hydrofobnimi aminokyselinami. Film ma pak vyssi schopnost vazat vodu. Sitovaci vazby
mezi jednotlivymi polymery tvofi polymerni sit’. Silu, pevnost a odolnost vici vode zvysuje
stupei zesitovani. Chemickymi sitovacimi cCinidly jsou glutaraldehyd, glyceraldehyd,
formaldehyd a kyselina mlécna. Pokud za¢lenime do keratinového filmu chitosan, dostaneme
pruzn&jsi a siln€jsi film se zlepSenou bobtnavosti. Tento film lze pouzit jako substrat pro
bunécné kultury [32, 43, 44].

Gely

Hydrogel je trojrozmeérna kiizové spojena matrice slozena z hydrofobnich polymernich fetézcu.
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 cocek, matrice pro zapouzdieni bunék, dale jako média pro separaci
proteinu a také se do néj aplikuji 1éCiva a proteiny, které se poté fizen€ uvolnu;ji [33].

Patent zroku 2020 ukazuje jednostuptiovou pfipravu keratinového gelu. Nejdfive jsou
odmastény vlasy macenim v organickém rozpoustédlu 2 az 4 hodiny a nasledné umyté
v deionizované vodé a vysusené. Roztok hydrolyzatu (obsahujici mocovinu, thiomoc€ovinu a
pyrosifi¢itan sodny). Podily vlasy:roztok byly 0,01:1-0,01:3. Rozpousténi probihalo pfi
teplotach 70-100 °C a Case 1 az 2 hod. Chladnouci teplota je 0—40 °C a ¢as 0,5 az 2 h. Cilem
tohoto procesu je extrakce malych molekulovych slouc¢enin (mocovina, thiomoc€ovina, atd.),
které byly ptidany pfi rozpousténi. Extrakce probiha tak, ze je gel umistén ve vodé 4-8krat po
dobu 3 hod. Dialyza nebo suSeni neni potieba. Diky tomuto je mozné tento postup nazyvat
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Setrny k zivotnimu prostiedi. Pfipraveny gel ma dobrou bobtnajici vlastnost, iontovou silu a
biodegradabilitu [45].

23



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Bromid draselny, Lach-Ner (CR)

Ethanol, Lach-Ner (CR)

Hexan, Lach-Ner (CR)

Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)

Kyselina chlorovodikova, Lach-Ner (CR)

Kyselina sirova, Lach-Ner (CR)

Polyvinyl alkohol o molarni hmotnosti 30 000- 70 000, Sigma-Aldrich

3.2 Pristroje

Analytické vahy, OHAUS (USA)

Bézné laboratorni sklo a material

Centrifuga, HERMLE Labortechnik (SRN)

Extraktor typu Soxhlet SOXTERM, Gerhardt (SRN)

FTIR spektrometr Nicolet™ iS™ 5, Thermo Fischer Scientific (USA)
Membranova vyvéva, KNF Group (SRN)

Miniaturni spektrometr USB650UV, Ocean Optics, Inc. (SRN)
Teplotné modulovany kalorimetr DSC 8000, Perkin Elmer (USA)
Termogravimetricky analyzator TGA QS5000IR, TA Instruments (USA)
Zkugebni piistroj, Labortech (CR)

3.3 Material
Ov¢i vina, plemeno Zwartbles

3.4 1Izolace keratinu

ODTUCNENI VLNY

Odtuc¢néni viny bylo provedeno ve 2 1 50% roztoku ethanolu. Vina byla ponechana v ethanolu
po dobu jednoho dne. Nasledné byla vina promyta vodou se saponatem alespon tfikrat a ¢tvrté
promyti bylo provedeno destilovanou vodou. Tento proces odtu¢néni byl proveden jesté
podruhé. Promyta vina byla ihned zpracovana nasledujicimi procesy.

V druhém zpisobu byla vyuzita extrakce tuku pomoci extraktoru typu Soxhlet SOXTHERMU.
Suché vlna o hmotnosti 5,5 g byla dana do prazdné celul6zové patrony, ktera byla ucpana
navrchu vatou. Nasledné byla vlozena do dratkovych drzaka extrak¢ni nadoby, do kterych bylo
pfidano extrakéni Cinidlo (hexan). Takto pfipravené Ctyfi extrakéni nadoby s patronami byly
vlozeny do pfistroje Gerhardt Soxtherm. Pomoci pfedem nastavené¢ho programu pro extrakci
v hexanu (viz. Tabulka 6), byla spusténa extrakce, ktera trvala 3 hodiny a 4 minuty. Po skonCeni
extrakce byly nadoby vyjmuty z pfistroje a patrony byly ihned premistény do suSarny. Po
odpareni hexanu byla viny ihned zpracovana.
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Tabulka 6: Parametry extrakce na pristroji Gerhardt Soxtherm

Parametry extrakce v hexanu

Teplotni limit 200 °C

Teplota extrakce 170 °C
Redukéni interval 3min 30 s

Redukéni puls 3s

Faze extrakce 1 h 30 min
Vyparovani A 5x interval
Interval doby oplachovani 1 h O min
Vypafovani B 2x interval

Interval vyparovani C 10 min
Délka programu 3h 4 min

HYDROLYZA VLNY

Proces hydrolyzy byl proveden podle dvou riznych navodia, aby bylo zjisténo, kterym
zpusobem je mozno dosahnout co nejvyssi vytéznosti keratinu.

Alkalicka hydrolyza

Postup byl modifikovan pouzitim raznych koncentraci, Casovych intervala ptsobeni hydroxidu
sodného a charakteru materialu (nastifihana nebo nenastfihana vina). Podminky hydrolyzy jsou
uvedeny v Tabulce 7. Do 8 Erlenmeyerovych ban€k bylo pfesunuto po 10 g odmasténé viny,
nasledné do nich bylo pfidano 200 ml roztoku hydroxidu sodného o urcité koncentraci. Proces
hydrolyzy byl proveden za konstantniho michani pfi 70 °C po dobu odpovidajici koncentraci
hydroxidu a charakteru pouzitého materialu. Po ukonceni hydrolyzy, byla u niz§ich koncentraci
provedena centrifugace hydrolyzatu pii 4000 ot./min po dobu 3 min.

Tabulka 7: Parametry vyuzité pri hydrolyze za pouziti hydroxidu sodného

Nastfihana vina Nenastiihana vlna
Koncentrace NaOH Cas pusobeni Koncentrace NaOH Cas puisobeni
[hm %] [h] [%o] [h]
0,5 25 0,5 26
1 3 1 6.5
2 3 2 3
3 3 3 3

Z alkalického hydrolyzatu byl keratin vysrazen pomoci 10% roztoku HCl. Nejprve byl
hydrolyzat srazen na hodnotu pH 4,7. Roztok byl zdekantovan a zbyly supernatant byl srazen
na hodnotu 3,4. Po dialyze vzorku ze srazeni na pH 4,7, byl piebyte¢ny supernatant odejmut a
opétovne srazen na hodnotu pH 3,4.

Dialyza nasledovala po procesu hydrolyzy a srazeni. Byla provedena, tak ze precisténa
bilkovina byla pfenesena do dialyzacniho stfeva 1 kDa, kde byla ponechana po dobu jednoho
tydne. Voda, v dialyza¢ni nadobé¢, byla kazdy den ménéna nejméné dvakrat. Nasledné byl
dialyzovany produkt prenesen do centrifugacnich zkumavek a v nich zmrazen.
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LYOFILIZACE KERATINU

Vysrazeny a zdialyzovany keratin byl zamrazen v centrifugacnich zkumavkach o objemu
50 ml, do kterych bylo nalito 35 ml smési bilkoviny a kapaliny. Poté byly umistény do
lyofiliza¢nich nadob, kde pusobenim vakua a nizké teploty byla dosazena sublimace kapaliny
ze vzorku.

3.5 Charakterizace keratinu

FTIR

Vzorky ziskané z 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 pfiblizné
navazeno 280 pug bromidu draselného a 3 pg vzorku. Tyto dva komponenty byly rozmé&lnény 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. Vznikl4 tableta byla
pouzita pro infraCervenou spektrometrii s Fourierovou transformaci. VSechna spektra byla
naméfena v rozsahu vinoétd 400 az 4000 cm™’. Pocet skenti, ktery vyjadiuje podet spekter
kumulovanych v rimci jednoho méfeni, byl stanoven na 64 a rozliSeni 2 cm™. Viechna spektra
byla korigovana a normalizovana k nejvy$§imu piku [46].

Na Obrazku 6 jsou zobrazeny tablety vzorkd z jednotlivych hydrolyz. Na fotografii a) je tableta
z keratinu ziskaného z alkalické hydrolyzy nastiithané ov¢i viny za pouziti 1% (hm.) roztoku
NaOH a nasledném srazeni na pH 4,7. Na fotografii b) byla tableta vylisovana z keratinu
ziskaného alkalickou hydrolyzou nastiihané ov¢i viny za pouziti 3% (hm.) roztoku NaOH a
nasledném srazeni na pH 4,7. Na fotografii ¢) je vyfocena tableta z keratinu izolovaného
pomoci alkalické hydrolyzy 2% (hm.) roztokem NaOH z nastfihané viny a srazeni na hodnotu
pH 3.4 z prvniho supernatantu. Na posledni fotografii d) je keratin také izolovan z alkalické
hydrolyzy nenastfihané ov¢i viny 1% (hm.) roztokem NaOH a z nasledného srazeni na pH 3,4
z druhého supernatantu.

T
J £

J 7 o e ALY TR R ,"."‘_':_. v
Obrazek 6: Tablety vzorkil ziskané jednotlivymi hydrolyzami
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DIFERENCNI SKENOVACI KALORIMETRIE

Analyza vzorki metodou diferencni snimaci kalorimetrie byla provedena v dusikové atmosfére.
Kalibrace DSC byla provedena pomoci india s vysokou ¢istotou. Priblizné 10 mg vzorku bylo
hermeticky uzavieno do hlinikovych panvicek. Testovani probihalo v rozsahu teplot od 20 az
do 300 °C. Rychlost zahfivani byla nastavena na 10 °C-min™'. Na termalni analyzu keratinu
pomoci DSC bylo pouzito 5 mg, které nasledné byly ulozeny do hlinikovych panvicek a
testovany za nasledujicich podminek (viz. Tabulka 8) [47]

Tabulka 8: Parametry pro DSC analyzu vidken viny [47]

Pocatecni teplota 30°C
Finalni teplota 350 °C
Rychlost zahfivani 20 °C-min-1
Procistovaci atmosféra Dusik 80 ml -min!

TERMOGRAVIMETRICKA ANALYZA

Byla provedena termogravimetrickd analyza pomoci pfistroje TGA QS5000IR v dusikové
atmosfére s prutokem vzduchu 30 ml-min-1. Ptiblizn€ 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 [52].

3.6 Priprava keratinovych filmu

Vsechny filmy byly pfipravovany metodou liti rozpoustédlem. Filmy byly pfipraveny ze dvou
roztokd. Prvni roztok byl vytvoren z 4% (hm.) roztoku polyvinyl alkoholu (PVA). Aby doslo
k rozpusténi PVA, byla smés michana magnetickym michadlem a zahtivana na teplotu 85 °C.
Druhy roztok byl pfipraven rozpusténim urcitého mnozstvi lyofilizovaného keratinu v 0,5 M
roztoku hydroxidu sodného. Homogenni roztok keratinu byl vytvofen pomoci ultrazvuku.
Nasledné bylo 15 ml 4% (hm.) roztoku PV A postupné ptikapavano do 3,75 ml roztoku keratinu.
Nasledné byl roztok vylit do Petriho misek, které byly zakryty buni€inou. Jejich obsah byl
vysousSen za laboratorni teploty po dobu tfi dni. Zesitovani keratinovych bylo provadéno
podobnég, ale objemy roztokt byly upraveny na dvojnasobné mnozstvi kvuli tloustce filmu. Do
finalniho roztoku filmu byl také pfidan sitovaci €inidlo slozené z glutaraldehydu, fosfatového
pufru (pH = 7,2) a glycerolu. Takto pfipraveny roztok byl vylit do Petriho misek a pfikryt
buni¢inou. Obsah Petriho misek byl suSen 10 dni pfi pokojové teploté. Slepy vzorek (PVAB)
byl pfipraven piikapavanim 15 ml 4 hm.% roztoku PVA do 3,75 ml 2M roztoku NaOH,
nasledné byl vylit do Petriho misky, pfikryt buni¢inou a ponechan schnout pti pokojové teploté
po dobu 3 dni.
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Tabulka 9: Modifikace keratin-PVA filmii

Obsah | Obsah » Objem Obsah
. susiny PVA Rozpoustédlo . sitovaciho

Vzorek keratinu . o rozpoustédla .

[me] keratinu [hm.%] [ml] [ml] ¢inidla

> [%] [%]

PVAB - - 4 2M NaOH 3,75 -
PVAKI1 68 10 4 0,5M NaOH 3,75 -
PVAK?2 189 20 4 0,5M NaOH 3,75 -
PVAK3 324 30 4 0,5M NaOH 3,75 -
PVAKI1Z 68 10 4 0,5M NaOH 3,75 1
PVAK2Z 189 20 4 0,5M NaOH 3,75 1
PVAK3Z 324 30 4 0,5M NaOH 3,75 1

3.7 Charakterizace keratinovych filmu

KOLORIMETRIE

Kolorimetrie se fadi mezi optické metody, a to pfimo mezi vizualni a subjektivni. Tato metoda
slouzi k objektivnimu popisu barev. K tomuto ur€eni je nutné definovat tii zakladni elementy:
zdroj svétla, pozorovany objekt a pozorovatel. Pozorovatel byl komisi CIE definovan pomoci
tfi funkci. Jsou jimi trichromaticti ¢lenitelé x, y, z. Model XYZ lze transformovat do soutadnic
CIELAB diky nelinearni transformaci na L, a”, b". Parametr L" je parametr m&rné svétlosti a
urduje, jestli se jedna o barvu svétlou a o barvu tmavou. Na a'se nachazi barvy od zelené po
ervenou, zatimco na ose b jsou barvy od modré po zlutou. VSem barvam je tedy mozné pritadit
konkrétni souradnice [49, 50].

Kolorimetrické parametry filma  byly zjistovany pomoci Miniaturniho
spektrometru USB650UV. Spektralni intenzita vyzafovani zdroje byla nastavena na D50 a
pozorovatel byl pozit dvoustupriovy. Nejdiive byla zmétena tloustka filmu ve tfech bodech.
Nasledné byl umistén film v misté zmétené tloustky do spektrometru. Spektrometrem byly
zméfeny soutadnice barvového prostoru L', a”, b". Z téchto soufadnic lze uréit soutadnice
chroma C* a odstin 4",

MECHANICKE VLASTNOSTI FILMU

U vzorkt zesitovanych keratin-PVA filmi byly proméfeny hodnoty pro Youngiv modul,
pevnost v tahu o a délkové prodlouzeni pii pretrzeni eg. Nejdiive byly z filmi razeny
lopatkové tvary za pomoci raznice a hydraulického lisu. Nasledné byla prométena tloustka d
vyrazeného filmu v péti mistech a vzorek byl upevnén do zkusebniho stroje Labortech, CR.
Pozita rychlost deformace byla 10 mm/min.

BOBTNAVOST FILMU

Ze zasitovanych filmu byly vystfizeny kousky ve tvaru ¢tverce. Nasledn€ byly v§echny vzorky
zvazeny v suchém stavu a umistény na zvoleny Casovy interval do destilované vody. Vzorky
byly po vyjmuti zvazeny. Tento cely proces trval 6 hodin, s tim ze prvni 3 hodiny byly ¢asté&jsi
Casové intervaly a nésledné se vazilo po hoding.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Odtucnéni peri

Pred samotnym procesem hydrolyzy byla provedena pfeduprava ov¢i viny odtucnénim. Tuk
muze ovlivnit vytéznost procesu, jelikoz vytvafi ochranou vrstvu na povrchu viny. Také by
mobhla byt zapfic¢inéna kontaminace produktu hydrolyzy. Proces odtu¢néni byl provadén dvéma
metodami: odtu¢nénim pomoci 50 % ethanolu, nebo hexanu v pfistroji SOXTHERM.
V Tabulce 10 jsou uvedeny mnozstvi tuku, kterd byla ziskana jednotlivymi
extrakénimi metodami.

Tabulka 10: MnozZstvi tuku extrahovaného z ovci viny

Smeérodatna
vox .o o
Rozpoustédlo Mnozstvi tuku [%] odchylka [%]
50% EtOH 32,29 2,54
Hexan 3,42 0,33

Odtu¢néni ov¢i viny 50% ethanolem se signifikantné liSilo svou ucinnosti od druhé metody.
Podle literatury je udavano mnozstvi tuki u ov¢i viny v rozmezi 5-25 %. Hodnoty mnozstvi
tuku se mohou lisit podle druhu a zivotnich podminek ovce [51].

Vys$8i vytéznost pomoci ethanolu muze byt zpusobena rozpusSténim cCastecné polarnich
sloucenin [52, 53].

Grafické znazornéni extrahovaného tuku zobrazuje Obrazek 7. Z obrazku je patrné, ze na
odtucnéni ov¢i viny je postacujici ethanol, jelikoz zajistuje pracovni nenarocnost a také je

mozné odtucnit veétsi mnozstvi viny nez u metody extrakci hexanem.

40
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Extrakce 50% EtOH Extrakce hexanem

Obrazek 7: Porovnani ticinnosti extrakce tukit pomoct dvou riiznych metod

4.2 Alkalicka hydrolyza

Izolace keratinu byla provedena pomoci hydroxidu sodného, za uziti riznych koncentraci a také
rizné dezintegrace materialu (nastfihana, nebo nenastiihana vina). Na zakladé vytézku, byla
stanovena uc¢innost jednotlivych izolaci. Z hydrolyzatu byl nasledné srazen keratin na hodnoty
pH: 4,7 a zbyly supernatant na 3,4 (1.). Po dialyze keratinu ze srazeni na pH 4,7, byl zbyly
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supernatant opét srazen na pH 3,4 (2.). V Tabulkach 11 a 12 jsou uvedena mnozstvi keratinu
ziskaného raznymi metodami. Graficka znazornéni ucinnosti jednotlivych procest jsou
zobrazena na Obrazku 8.

Tabulka 11: Vyteznost alkalické hydrolyzy ziskand z 10 g nastFihané ovci viny

Nastfihana vlna
Koncentrace Hmotnost [g] Celkovy L
NaOH pH47 | pH34 | pH3.4 hmotnostni Procent“ﬁ,l/n]l vytezek
[hum. %] [-] (LD | @) | sk [g] ’
0.5 09152 | 02645 | 0.1280 1.3077 13.08
1 7.0554 | 0.0223 | 0.0018 7.0795 70.80
2 6.7101 1.4297 | 0.2034 8.3432 83.43
3 7.5107 | 02085 | 0.0001 7.7193 77.19

Tabulka 12: Vytéznost alkalické hydrolyzy ziskana z 10 g nenastrihané ovci viny

Nenastfihana vina
Koncentrace Hmotnost [g] Celkovy L
NaOH pH47 | pH34 | pH3.4 hmotnostni Procent“ﬁ,l/n]l vytezek
[hm.%%] [ (D | @) | viteskg] ’
0,5 - - - - -

1 1.2833 0.1046 | 0.5687 19.566 19.57

2 7.8078 0.2844 | 0.0693 81.615 81.61

3 6.4402 0,0778 0.1495 66.675 66.68

U izolace keratinu pomoci alkalické hydrolyzy byl zkouman vliv koncentrace dané latky na
vytéznost keratinu. Nejnizsi vytéznost vykazovala metoda s vyuzitim 0,5% (hm.) roztoku
hydroxidu sodného. U izolace z nastiithané viny cinil vytézek 13,08 % a u nenastfihané viny
nebylo mozné zadného vytézku dosahnout, jelikoz vina nepodlehla Uplné dezintegraci
v hydrolyzatu. Pfi porovnani izolace keratinu pomoci 1% (hm.) roztoku hydroxidu sodného, 1ze
videét, ze procentualni vytéznost izolovaného keratinu z nenasttihané viny byla o 50 % nizsi nez
u izolace z nastfihané viny. Tento velky rozdil byl zptisoben piekrocenim teploty 70 °C pfi
procesu hydrolyzy a tim se mohla ¢ast keratinu denaturovat. Nejucinnéjsi metodou bylo pouziti
2% (hm.) roztoku hydroxidu sodného, pii které bylo vyizolovano 83,43 % a 81,61 % keratinu.
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Obrazek 8: Vytéznost jednotlivych hydrolyz z 10 g ovci viny

4.3 Charakterizace keratinu pomoci FTIR

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) byla pouzita pro naméfeni
spekter extrahovaného keratinu v oblasti 400-4000 cm™. Na Obrazku 9 jsou zobrazeny
charakteristické absorp¢ni piky, které nalezi peptidovym vazbam a potvrzuji strukturu keratinu.
V pasu od 1800 az do 1653 cm™ byly detekovany struktury tzv. amidd I, které souviseji
s valen¢nimi vibracemi vazeb u C=0 a stanovuji sekundarni strukturu proteinu. Nasledné byly
detekovany amidy II v oblasti spektra 1553 cm™’. tato oblast spektra nalezi deformacnim
vibracim N-H a C-H. Pro amidy III jsou charakteristické pasy kolem 1440 az 1220 cm™, kde
v této oblasti dochazi k valenénim vibracim C-N a C=0. Detekovana hodnota 1238 cm™ byla
pfifazena sekundarnim aminim a v této oblasti jsou valen¢ni vibrace se stfedné intenzivni
odezvou. Pik detekovan u hodnoty 500 je zptsoben vibraci vazby C-S [54, 55].
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Obrazek 9: FTIR spektra keratinu izolovanych z riiznych typit hydrolyz
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KJ1 —keratin izolovan 1% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 4,7
KJ2 — keratin izolovan 3% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srdzeny na pH 4,7
KJ3 —keratin izolovan 2% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 3,4 (1.)
KJ4 — keratin izolovan 1% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 3,4 (2.)

4.4 Termické vlastnosti keratinu

DSC neboli Diferencni skenovaci Kalorimetrie, je jedna z nejbéznéjSich termickych analyz.
Zaznamenava teplo, které je bud absorbované nebo uvolnéné béhem rtznych prechodnych
stavt ve vzorku. Pomoci metody DSC byly ziskany teploty skelného piechodu (Ty), teplota tani
(Tm) a entalpie tani (AHm).

Vysledky diferencni skenovaci kalorimetrie shrnuje Tabulka 13, kde vyplyva, ze teplota
skelného prechodu (Tg) analyzovanych vzorkt byla detekovana v rozmezi 95,5 az 114,2 °C.
tyto vysledky jsou mirné€ nizsi v dostupné literatute, kde je teplota skelného prechodu udavana
v rozmezi 78,2 az 100,3 °C. Teplota tani (Tm) byla zaznamenéna pouze u vzorku KJ3 (keratin
izolovany pomoci 2% (hm.) roztoku hydroxidu sodného), a to na 148,2°C, coz naznacuje ze
ostatni vzorky meély pln€ amorfni charakter a jejich teplota tani nebyla pomoci DSC
detekovatelna [56].

Tabulka 13: Vysledky DSC analyzy keratinu z jednotlivych typii hydrolyz

T Tm AHn

Voorek | pep | el | e
KIJ1 103.8 - -
KJ2 1142 - -

KJ3 95.5 148.2 13.9
KJ4 99.6 - -

KJ1 —keratin izolovan 1% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 4,7
KJ2 — keratin izolovan 3% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 4,7
KJ3 — keratin izolovan 2% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 3,4 (1.)
KJ4 — keratin izolovan 1% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 3,4 (2.)

4.5 TGA keratinu

Pomoci termogravimetrické analyzy (TGA) byla analyzovéana termalni stabilita izolovanych
keratinti. Byly ziskany teploty pocatku tepelné degradace (Tonser) a teplota maximalni degradace
(Tmax). Ze zaznama méfeni zobrazenych na Obrazku 10 jsou patrné teploty pocatku termalni
degradace, které byly stanoveny v rozmezi 167,7-205,7 °C. Nejvice termostabilnim vzorkem
byl KJ3, jehoz pocatek termalni degradace byl urcen na 205,7 °C. Prvotni ztrata hmotnosti ve
vzorcich miize byt spojena se ztratou vazané vody v molekule. Tento proces se nachazel
v rozmezi 50-200 °C. Druha degradace probé¢hla u teplot 250-350 °C. Kolem teploty 230 °C
dochéazi k naruSeni helikalni struktury, jelikoz struktura alfa-keratinu prochazi fazovou
proménou (piechod mezi pevnou a kapalnou fazi). K uvolnéni molekul obsahujici siru dochazi
v intervalu 250-295 °C. Dochazi totiz k naruSeni disulfidickych vazeb zbytku cysteinu a je
uvolniovan H,S. Nad teplotou 300 °C dochazi k pyrolytickému rozlozeni. To je zapfi€inéno
rozruSenim slabych vodikovych vazeb [57].
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Obrazek 10 :Zdaznamy z termogravimetrické analyzy vzorkit keratinu z jednotlivych hydrolyz:

A) vzorek KJ1, B) vzorek KJ2, C) vzorek KJ3 a D) vzorek KJ4

KJ1 —keratin izolovan 1% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srdzeny na pH 4,7
KJ2 — keratin izolovan 3% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srdzeny na pH 4,7

KJ3 — keratin izolovan 2% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 3,4 (1.)
KJ4 — keratin izolovan 1% (hm.) roztokem hydroxidu sodnym, srazeny na pH 3,4 (2.)

4.6 Vlastnosti filmu

Pripravované filmy byly modifikovany ptidavkem polyvinyl alkoholu, pfipadné sitovacim
&inidlem, aby se docililo vhodnych vlastnosti. Ugelem této prace bylo modifikovat slozeni
filmu, za uCelem zvySeni viskoelasticity. Keratin-PVA filmy byly pfipraveny nejdiive tak, ze
keratin byl rozpustén v roztoku hydroxidu sodného o koncentraci (0,5M), poté bylo do roztoku
keratinu a hydroxidu sodného pifidan 4% (hm.) roztok PVA. Tyto filmy byly pfipravovany
s ruznym obsahem keratinu (viz. Tabulka 9). Vsechny filmy byly ohebné a vykazovaly

pevnost, soudrznost tvaru.
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Obrazek 11:Vybrané vzorky keratin-PVA filmii: a) PVAK I, b) PVAK?2, c¢) PVAK3, druha cast
fotky obsahuje ukdzku ohebnosti filmii

PVAKI — 4 hm.% PVA + 0,5M NaOH+ 10 % keratinu
PVAK2 -4 hm.% PVA + 0,5M NaOH+ 20 % keratinu
PVAK3 -4 hm.% PVA + 0,5M NaOH+ 30 % keratinu

Za celem dalsi modifikace filmu, bylo provedeno sitovani kompozitnich filmt. Filmy byly
pfipraveny stejnou metodou s dvojnasobnym mnozstvim roztokt. Po pfidani 4% (hm.)
roztoku PV A bylo jesté pfidano sitovaci Cinidlo s latkami: glycerol, glutaraldehyd a fosfatovy
pufr. Po tomto kroku nasledovalo suSeni v Petriho misce. Jejich pevnost se snizila a staly se
vice ohebné a elastické, bez zadnych znamek zvinéni. NejlepSim zesitovanym filmem
pfipravenym v této praci byl PVAK2Z.
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Obrazek 12:Zesitovany keratin-PVA film, vzorek PVAK2Z — 4 hm% PVA + 0,5M NaOH+
20 % keratinu

4.6.1 Kolorimetrie filmu

Barva pripravenych filmi byla definovana pomoci kolorimetrie, ktera pouziva nékolik
parametr( k vyjadfeni &iselné barevnosti. Pomoci parametru L* byla stanovena svétlost filmd.
Nameétené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 14. U filmu PVA, ktery slouzil jako blank byla
stanovena meérna sveétlost 96,77. Meérma svétlost u filmG s pfidavkem keratinu
(PVAKI, PVAK2, PVAK3) klesala podle obsahu keratinu. Nejtmav§im filmem je tedy PVAK3
s obsahem pridaného keratinu 30 %, jelikoz u né byla namétfena nejniz§i hodnota odstinu
h*72,67°. U tohoto vzorku byla také naméfena nejvyssi pestrost C* a to s hodnotou 426,38.
Pestrost vzorkl klesala se snizujicim obsahem keratinu.

Tabulka 14: Namérené a vypocitané hodnoty pro kolorimetrické stanoveni

Tloustka
Vzorek filmu C* h*[°] L a' b* Barva
[mm]
PVAB | 0,155 040 | 5288 | 9677 | 028 | 028

2

PVAK1 | 0,109 73,91 8025 | 7744 | 2,00 11,79

PVAK2 | 0,068 12459 | 79,03 | 76,02 3,01 15,49

PVAK3 | 0368 | 42638 | 72,67 | 66,19 8,71 27.82

L" - mérna svétlost, ktera urduje, zda se jedna o barvu svétlou & tmavou
a” - osa, na které se nachazi barvy od zelené po ervenou

b" - osa, na které se nachazi barvy od modré po Zlutou

chroma C” - vyjadfuje pestrost barvy

odstin 4" - je uréen uhlem
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PVAKI — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 10 % keratinu
PVAK2 - 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 20 % keratinu
PVAK3 — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 30 % keratinu

4.6.2 Mechanické vlastnosti filmu

Mezi mechanické vlastnosti patii Youngtav modul, pevnost v tahu oB a délkové prodlouzeni pfi
pretrzeni eg. Youngtv modul nebo také modul pruznosti slouzi k vyjadreni pevnosti a moznosti
jeji deformace. Jako dalsi vlastnost je pevnost v tahu o, coz je schopnost materialu odolavat
napéti pusobenému na film, aniz by se porusil pfi jeho natahovani. Posledni charakteristika
filmu bylo prodlouzeni pfi pfetrzeni g a vyjadiuje celkovou taznost polymeru.

Tabulka 15: Mechanické viastosti keratin-PVA filmii

o Pevnost v tahu o Délkové prodlouzeni pii
Vzorek Young(iv modul [MPa] [MPa] pfetrgeni B [%0] P
filmu Primeér Smeérodatna Primer Smeérodatna Promér Smeérodatna
odchylka odchylka odchylka
PVAB 32,8 1,7 369,5 5.4 150,4 11,0
PVAKI 27.4 23 2788 15,2 379.9 31,9
PVAK?2 16,6 3,2 98.1 26,4 3678 56,1
PVAK3 12,0 2.8 151,7 23,8 2812 67,2
PVAK2Z 15,8 1,5 86,3 22.9 470,2 20,6
PVAK3Z 21,8 1,8 130,6 41,5 487.5 53.9

PVAKI — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 10 % keratinu
PVAK2 - 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 20 % keratinu
PVAK3 — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 30 % keratinu
PVAK2Z — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 20 % keratinu + sitovaci ¢inidlo
PVAK3Z — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH+ 30 % keratinu + sitovaci ¢inidlo

Na Obrazku 13 lze vidét, ze hodnoty Youngova modulu klesaly v zavislosti na procentualnim
zastoupeni keratinu v kompozitu. Nejvyssi hodnotu zaznamenal film PVAB (bez keratinu),
jehoz pruznost €inila 32,8 + 1,7 MPa. Nasledné byl zaznamenan velky pokles hodnot mezi
vzorky PVAK1 a PVAK2, a to az o 10 MPa. Mezi vzorky PVAK2Z a PVAK3Z byl opacny
trend, jelikoz hodnota Youngova modulu vzrostla s procentudlnim zastoupenim keratinu o
6 MPa. Zesitovani u vzorku PVAK3Z m¢lo v tomto piipadé€ pozitivni efekt.
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Obrazek 13 :Porovndni pritmérnych hodnot a smérodatnych odchylek Youngova modulu pro
keratin-PVA filmy

PVAKI — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 10 % keratinu
PVAK2 — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 20 % keratinu
PVAK3 — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 30 % keratinu
PVAK2Z — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 20 % keratinu + sitovaci ¢inidlo
PVAK3Z — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 30 % keratinu + sitovaci ¢inidlo

Porovnani namétenych hodnot pevnosti v tahu se nachazi na Obrazku 14. Opét nejvyssi pevnost
v tahu byla ur¢ena u filmu jen z PVA, ktera €inila 369 + 4,4 MPa. U filmu keratin-PVA hodnota
tahu kolisala. NejvyS§si pevnost v tahu mél film PVAKI], a to s hodnotou 278 + 15,2 MPa. U
vzorku PVAK2, ktery mél markantné niz§i hodnotu nez PVAKI, mohl byt takovy pokles
zpusoben tim, ze byly méfené vzorky razeny z vnitini Casti filmu, kde mohl byt film méné
zesitovany nez na krajich. Naméfené vysledky koreluji s odbornymi publikacemi, kde je
uvedeno, ze sezvySenym podilem keratinu ve filmu dochézi ke sniZzeni pevnosti
v tahu [41, 58].

U zesitovanych vzorka se opakoval stejny trend jako u Youngova modulu.
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Obrazek 14: Porovnani pritmérnych hodnot a smérodatnych odchylek meze pevnosti v tahu
pro keratin-PVA filmy

PVAKI — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 10 % keratinu
PVAK2 — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 20 % keratinu
PVAK3 — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 30 % keratinu
PVAK2Z — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 20 % keratinu + sitovaci ¢inidlo
PVAK3Z — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 30 % keratinu + sitovaci ¢inidlo

Treti stanovovanou mechanickou vlastnosti bylo délkové prodlouzeni pii pretrzeni
(Obrazek 15). Z tohoto stanoveni vyplyva, Ze keratin zptsobil zlepSeni délkového prodlouzeni.
U zesit'ovanych keratin-PVA filmt opét doslo ke zvySeni hodnoty stejné jako u hodnot pevnosti
v tahu. Mezi vzorky PVAK2Z a PVAK3Z doslo ke zvyseni hodnot délkového prodlouzeni
s pfidavkem keratinu a to o 17 %. Tento rozdil je zanedbatelny, jelikoz se jejich smérodatné
odchylky pfekryvaji. V literatufe jsou udéavany hodnoty délkového prodlouzeni pro
nezesitované filmy 208 % a pro zesitované 300 %. Vysledky naméfené v této praci jsou o
100% vyssi nez udavané v literature [58].
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Obrazek 15: Porovndni primérnych hodnot a smérodatnych odchylek délkového prodlouzeni
keratin-PVA filmii

PVAKI — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 10 % keratinu
PVAK2 — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 20 % keratinu
PVAK3 — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH + 30 % keratinu
PVAK2Z — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH+ 20 % keratinu + sitovaci ¢inidlo
PVAK3Z — 4% (hm.) PVA + 0,5M NaOH+ 30 % keratinu + sitovaci ¢inidlo

4.6.3 Bobtnavost filmu

Byla provedena analyza u keratin-PVA zesitovanych filmu, jak jejich slozeni ovliviiuje
absorpci vody (bobtnani). Z Obrazku 16 1ze vidét ze nejrychleji bobtnal film PVAKI1Z, s tim ze
se jeho hmotnost zvyS$ila na 200 % uz ve 20 minuté méfeni. Nasledné zacCalo dochazet
k markantnimu poklesu hmotnosti. To mohlo byt zapficinéno rozpousténim filmu v roztoku
vody. Nejvice konstantni zavislost podilu bobtnavosti na ¢ase mél film PVAK3Z, coz ukazuje,
ze se zvySuyjicim procentudlnim zastoupenim keratinu v zesifovaném filmu se zlepSuje
bobtnavost filmu. V porovnani s literaturou, kde byly podily bobtnavosti zkoumany pouze u
nezesitovanych filmu, byly maximalni ziskané podily mnohem vyssi, takze lze fict, ze
zesitovanim lze ovlivnit bobtnavost kompozitnich filma [41].

Cisty nezesitovany PVA film ma podle literatury maximalni podil bobtnavosi kolem 950 %, ale
jeho stabilita ve vodé byla velmi Spatna, jelikoz se po Case rozpustil. U méfenych zesitovanych
filmu k rozpousténi nedochazelo. Diky pridavku keratinu a sitovacich Cinidel bylo dosahnuto i
mnohem lep§i rozpustnosti [59].
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Obrazek 16:Zavislost podilu bobtnavosti na case pro zesitované keratin-PVA filmy

PVAKI1Z — 4 hm.% PVA + 0,5M NaOH+ 10 % keratinu + sitovaci ¢inidlo
PVAK2Z — 4 hm.% PVA + 0,5M NaOH+ 20 % keratinu + sitovaci ¢inidlo
PVAK3Z — 4 hm.% PVA + 0,5M NaOH+ 30 % keratinu + sit'ovaci ¢inidlo

140

40



5 ZAVER

Tato bakalarska prace se zabyvala izolaci a aplikaci keratinu z ov¢i viny, ktera je velkym
polutantem textilniho primyslu. Tento odpad nema v této dob€ zadny komer¢ni vyznam a je
skladkovan nebo i spalovan. Oproti tomu je stale vyuzivano konven¢nich plasti na bazi ropy,
které zatézuji vice zivotni prostiedi nez opady z jakéhokoliv jiného prumyslu. Vina jakozto
takova je velmi bohata na bilkovinu keratin, ktery by se po ptfidavku do filmovych kompozitt
mohl valorizovat.

V experimentalni Casti je nejdiive feSena samotna izolace keratinu z ov¢i viny. Byly provedeny
hydrolyzy o Ctyfech riznych koncentracich a s dvéma typy materialu. Pfi této hydrolyze se
pouzival hydroxid sodny. Nejvyssi ucinnost méla hydrolyza nastfihané ov¢i viny za pouziti
2% (hm.) roztoku hydroxidu sodného, kde byla vytéznost 83,43 %. Ziskany keratin byl
podroben analyzdm FTIR, TGA a DSC. U infraervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci, se naméfena spektra shodovala s publikovanymi spektry izolovaného keratinu.
Dale byla provedena Diferencni skenovaci Kalorimetrie. Teplota tani byla zaznamenana pouze
u vzorku keratinu izolovanym z nastfithané viny pomoci 2% (hm.) roztoku hydroxidu sodného.
Ostatni vzorky vykazovaly amorfni charakter. Metodou TGA byly stanoveny termalni
degradace izolovaného keratinu v rozmezi, které v porovnani s dostupnou literaturou jsou nizsi.

Dalsi cast prace byla vénovana piipravé keratinovych filmta ve smési s polyvinyl alkoholem.
Nasledné byly pfipraveny i kompozitni filmy s pfimési sitovacich Cinidel (glutaraldehyd,
glycerol, fosfatovy pufr). Celkove se u filmu sledoval vliv obsahu keratinu a sitovaciho ¢inidla
na mechanické vlastnosti. Bylo zjisténo, ze u Youngiv modulu se snizuji hodnoty s vyss§im
pfidavkem keratinu u nezesitovanych filma. U hodnot pevnosti v tahu hodnoty kolisaly. U
filmu PVAK2 byl naméfen velky pokles oproti PVAKI1. to mohlo byt zpisobeno riznym
zesitovanim po celém filmu. Film s takovymi naméfenymi hodnotami Younova modulu a
pevnosti v tahu vykazuje vétsi nachylnost na potrhani. Naopak u zesitovanych filma byl tento
trend opacny. U délky prodlouzeni byly dosdhnuty hodnoty o 100% vyssi nez v odbornych
publikacich. To znamena, ze tohoto parametru ma piidavek keratinu pozitivni dopad a
kombinaci sitovaciho Cinidla a keratinu 1ze dosahnout velmi elastickych filmua. U zesit ovanych
filmu také byla zjiSténa bobtnavost. Diky této vlastnosti bylo zjisténo, jak moc ktery film
nabobtna ve vodé. Nejrychleji nabobtnal film s 10% obsahem keratinu. Nejkonstantnéjsi
zavislost bobtnavosti na case mél film s 30% obsahem keratinu. Lze fict, ze se zvySujicim
piidavkem keratinu se zlepSuje vlastnost bobtnavosti u zesitovanych filmu. Po zlepSeni této
vlastnosti mohou byt keratin-PVA filmy pouzivany jako obalovy materidl, nebo po
zakomponovani dalSich ptidatnych latek (napf.: hnojiva) muze takovy film pomalu tuto latku
uvolfiovat do svého prostredi.
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