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ABSTRAKT

Teoreticka ¢ast diplomové prace popisuje zakladni informace o keratinu a chitosanu, a déale
se tato ¢ast vénuje popisu piipravy a charakterizace keratinového hydrolyzatu. V dalsi ¢asti
se prace zabyva moznosti piipravy filma z keratinového hydrolyzatu, modifikaci vlastnosti
téchto filmi, zejména piidavkem chitosanu. Prakticka ¢éast prace popisuje piipravu kerati-
nového hydrolyzatu z ov¢i viny za pouziti kombinace alkalické a enzymové hydrolyzy.
Dale se prace veénuje piipraveé filml z keratinového hydrolyzatu s ptidavkem chitosanu,
zmé&kcovadla glycerolu a sitovadla glutaraldehydu. Vstupni materidly a pfipravené filmy

byly testovany analytickymi a fyzikalné-mechanickymi metodami.

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

ABSTRACT

Theoretical part of this master thesis provides general information about keratin and chi-
tosan, preparation and characterization of keratin hydrolysate. In the next chapter it also
deals with the possibilities of film preparation from the keratin hydrolysate, modification of
the film properties, especially with the addition of chitosan. The practical part describes the
preparation of keratin hydrolysate from sheep wool using a combination of alkaline and
enzymatic hydrolysis. Then the work deals with films preparation from keratin hydrolysate
with addition of chitosan, plasticizer glycerol and cross-linking agent glutaraldehyde. Input

materials and films were tested by analytical and physico-mechanical methods.

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

Keratin se nachazi ve vnéjsi rohovité epidermalni vrstvé vSech vyssich obratlovct. Vysky-
tuje se také v utvarech, které z této vrstvy vyrtstaji, jako jsou vlasy, nehty, rohovina nebo
pefi. Keratin je vysoce stabilni. Vyznacuje se mechanickou a chemickou odolnosti. Je ne-
rozpustny, obtizn¢ degradovatelny a nestravitelny. Je to zptisobeno pii¢nym spojenim po-
lypeptidovych fetézct disulfidovymi vazbami. Diky témto vazbam je keratin obtizn¢ zpra-
covatelny. Z toho diivodu neni dostatecné vyuzit. Vzniké tim velké mnozstvi keratinovych
odpadd, coz je velmi neefektivni, protoze se tim plytva energii. Navic keratin je povazovan
za biomaterial, ktery je biokompatibilni a biodegradabilni. Plytvdnim timto biomateridlem

se pfichazi o moznost jej vyuzit v oblasti biomediciny.

Oddélenim peptidovych a disulfidovych vazeb vznika keratinovy hydrolyzat, ktery jiz 1ze
rozpustit 1 stravit. Produkce keratinového hydrolyzatu z téchto keratinovych odpadi je jed-
nou z moznosti, jak tento odpad efektivné vyuzit. Keratinovy hydrolyzat nachéazi své uplat-
néni napt. ve farmaceutickém primyslu (vyroba mikrokapsuli). Déle v potravinaiském
primyslu, kde se z né¢ho vyrabi ochranné folie nebo jedl¢ povlaky, diky kterym vydrzi po-
traviny déle cerstvé.

Keratinové filmy jsou vhodné pro ptipravu biodegradabilnich a jedlych filmt nebo povla-
k. Mohou slouzit jako obalové materialy pro (mikro) kapsule.

Chitosan je pro biomateridlové aplikace velmi zajimavou a zkoumanou molekulou. Je vy-
soce biokompatibilni, poskytuje biologickou funkci pro hojeni ran a vyznacuje se antibak-
teridlni aktivitou. Pfidavkem chitosanu do keratinového filmu se posili mechanické vlast-
nosti tohoto filmu, a kromé toho se posiluji antibakterialni vlastnosti téchto filmt. Kerati-
nové filmy s pfidavkem chitosanu jsou dobrymi substraty pro riist bunééné kultury, a diky

tomu jsou tyto filmy pfedmétem védeckého zkoumani pro oblast tkdfilového inzenyrstvi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KERATIN

1.1 Vlastnosti a vyskyt keratinu

Keratin patfi mezi fibrilarni (vlaknité) proteiny. Je to chemicky nereaktivni a mechanicky
odolny protein, ktery se vyskytuje u vSech vyssich obratlovci. Nachazi se ve vnéjsi rohovi-
té epidermalni vrstve, a také v Gtvarech, které z této vrstvy vyristaji, jako jsou nehty, vlasy,
rohovina nebo pefi. Existuji dva typy, a-keratin a -keratin, a-keratin se vyskytuje u savct

a (-keratin u ptaka a plazt [1].

Keratiny se vyznacuji vysoce stabilni strukturou, odolnosti vii¢i degradaci, jsou obtizné
rozlozitelné. Je to dano piedev§im obsahem disulfidovych vazeb (S-S). PouZitim vysokych
koncentraci roztokl chemikalii za ptsobeni vysokych teplot a tlakii je mozné ziskat roz-

pustny keratin [1].

Keratin se nachézi jen v epitelidlnich bunikach a je charakteristicky svymi jedinecnymi fy-
zikalné-chemickymi vlastnostmi. Je odolny vici St€peni enzymem pepsinem nebo trypsi-
nem, je nerozpustny ve vodé, zfedénych kyselindch a zasadach, organickych rozpousté-
dlech a ve vodnych roztocich soli. Rozpousti se v roztocich, které obsahuji denaturacni

¢inidla, jako je mocovina [2].

1.2 Chemické slozeni keratinu

Keratin je slozen z aminokyselin, které jsou mezi sebou spojeny peptidovou vazbou.
V tabulce €. 1 je vidét piehled aminokyselin, které tvoii keratin. MnoZstvi jednotlivych
aminokyselin v keratinu je ovlivnéno zivo€iSnym druhem, ze kterého je keratin ziskan, a
tyka se to 1 u plemen stejného druhu. Lisi se také v tom, z jaké €asti biologického ttvaru je
vzorek odebran. Zivotni prostiedi a potrava ma rovnéZz na mnozstvi aminokyselin vliv [3,
4]. V aminokyselinach cystin, cystein a methionin je vazana sira, proto se keratinové pro-
teiny vyznacuji vysokym obsahem siry. V keratinu se cystinu nachdzi mnohem vice nez u
jinych proteinli [4]. Obsah cystinu méd vyznamny vliv na fyzikalni a chemické vlastnosti

keratinu [5].
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Tabulka 1: Piehled aminokyselin, kter¢ tvoii keratin [6]

Nizev aminokyseliny Vzorec Nizev aminokyseliny Vzorec
o
BN o ]\
Glycin \_< Serin /_,/ oM
OH HO™  H,N
HsC /O HC 2
Alanin )— / Threonin H?\/(
HNT Y OH
OH HoN
0
HaC \\ wod/ N o
Valin OH Tyrosin _ {
H,C H2N HN OH
H3C o OH
, 7 : , o=
Leucin NH, Kyselina asparagova
HaC OH HN Ho/io
HC o 7
H,C y o=
Izoleucin ’ V\/\/ Kyselina glutamova NH
OH
HZN HOf\\
O
NH,
a HN’_\_\
Fenylalanin / \ Arginin /§ /40
- N, OF H N N
o NH, 9
Prolin (N)\f Lysin h\_\//(
OH
,_|| OH H,N
HLC /70 M ?
N ’w\
Methionin o Histidin £ T o
NH, .
H
B o 3
HoN -~ /T OH
Cystin Mz Tryptofan ©_[
S\sz;gb.o : NH2

Obsah siry je stejné tak kolisavy, jako obsah aminokyselin. Celkovy obsah siry v keratinu
je od 2 do 5 %. Vtabulce €. 2 je moZzné vidét kolisavost ve sloZeni cystinu a siry

v zavislosti na zdroji, ze kterého byly ziskany [5, 6].
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Tabulka 2: Rozdilné sloZeni [%] cystinu a siry u riznych zdroji [5]

Zdroj SlozZeni [%]
Cystin

Ov¢i vlna 11,5-13,1
Lidské vlasy 11,5-15,3
Konské zing 8

Koriské stétiny kolem 7
Sira

Jemné viny 3,82

Hrubé viny 3,24-3,33

Mnozstvi jednotlivych aminokyselin v zavislosti na zdroji, ve kterém se nachazeji je vidét

v tabulce ¢. 3.

Tabulka 3: Primérny obsah aminokyselin [%] v keratinu [5]

Skupina Aminokyselin Aminokyseliny Lidsky vlas Ov¢i vina
Arginin 8,9-9,8 9,2-10,6
Kationaktivni Lysin 1,9-3,1 2,8-33
Histidin 0,6-1,2 0,7-1,1
Kyselina asparagova 39-77 6,4-73
Anionaktivni
Kyselina glutamova 13,6 - 14,2 13,1-16,0
Serin 7,4 -10,6 7,2-9,5
Hydroxyaminokyseliny Threonin 7,0 - 8,5 6,6 - 6,7
Tyrosin 2,2-3,0 40-64
Cystin 16,6 - 18,0 11,0-13,7
Thioaminokyseliny
Methionin 0,7-1,0 0,5-0,7
Alanin 3,8 34-44
Valin 55-59 5,0-5,9
Leucin 6,4-83 7,6 - 8,1
Hydrofobni Izoleucin 47-4,8 3,1-4,5
Prolin 43-9,6 5,3-8,1
Fenylalanin 24-3,6 3,4-40
Tryptofan 0,4-1,3 1,8-2,1
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1.3 Makromolekularni struktura keratinu

Struktura proteinu ovliviiuje jeho vlastnosti, a tim i jeho funkci. Rozdilnost jednotlivych
proteinil je pfedevSim dana typem aminokyselin, které obsahuji, jejich mnozstvim, a také
jejich uspotfadanim ve struktute proteinu. [7, 8].

Zékladni stavebni jednotkou vSech proteinti jsou aminokyseliny. Aminokyseliny jsou defi-
novany jako slouceniny, u kterych se na uhliku nachéazi karboxylova a aminova skupina.
Na tieti vazb¢ uhliku se nachazi atom vodiku. U c¢tvrté vazby se u glycinu nachézi dalsi
vodik. U vSech ostatnich aminokyselin se na ¢tvrté vazbé nachazi bocni fetézec R, ktery
umoznuje podrobngjsi charakteristiku jednotlivych aminokyselin. Podle charakteru a poctu
boc¢nich skupin se aminokyseliny rozd€luji na kyselé, zasadité a neutralni. Dale také na
alifatické, heterocyklické a aromatické. Rozd¢€luji se také podle toho, zda jsou poléarni ¢i

nepoléarni [9].

Jednotlivé aminokyseliny se ve fyziologickém systému slucuji polykondenzaci na vySsi
utvary, biopolymery, za vzniku peptidové vazby —CONH. Mezi tyto Utvary patii oligopep-
tidy, polypeptidy a bilkoviny. Oligopeptidy obsahuji do 10 aminokyselin, polypeptidy ob-
sahuji nad 10 aminokyselin po relativni molarni hmotnost 10 000. Pokud je relativni mo-

larni hmotnost nad 10 000, jedna se o bilkoviny [9].

1.3.1 Primarni struktura

Primérni strukturu je mozné popsat jako polypeptidovy fetézec, ktery vznikl spojenim ami-
nokyselin kovalentni peptidovou vazbou —CONH. Krom¢ tohoto typu vazby se zde vysky-
tuji jesté dalsi, které jsou zpusobeny vzajemnou reakci funkcnich skupin nachazejicich se
na bo¢nim fetézci aminokyselin. Mezi tyto vazby patii vazba disulfidové, amidova a este-
rova. Vazba disulfidovéa vznikd mezi dvéma molekulami cysteinu. U amidové a esterové
vazby dochazi pomoci kyseliny fosfore¢né ke spojeni molekul napf. argininu, serinu a lysi-
nu. Z primarni struktury proteinu vznikaji dal$i vys$si typy struktur. Pro vznik vazeb, které
tvofi peptidovy fetézec, je nutny blizky kontakt atomil, mezi kterymi maji tyto vazby vzni-

kat [10, 11].
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Obrazek 1: Primarni struktura keratinu [12]

1.3.2 Sekundarni struktura

Peptidova vazba se miize nachazet bud’ v cis- nebo trans- konformaci. Termodynamicky je
ale mnohem vyhodnéjsi trans-konformace. V ramci peptidové vazby se mohou vyskytovat
rotace okolo tfech chemickych vazeb. Rotace vazby C-N prakticky neexistuje, a v disledku
toho je peptidova vazba planarni (rovinnd). VSechny atomy v rdmci polypeptidového fetéz-
ce jsou v jedné roving, pficemz atomy H a R lezi nad a pod rovinou. V polypeptidovém
fetézci mohou volné€ rotovat jen atomy nachdzejici se na uhliku aminokyseliny, a tim také

vyznamn¢ ovlivnit konformaci polypeptidu a bilkovin [9].

Obecné nejvyznamnéj$im prvkem sekundarni struktury proteintl je Sroubovice (helix), kte-
r4 vznikne stodenim polypeptidového fetézce. Sroubovice je chirdlni a nejéastdji pravotodi-
va. Ma pfiznivou konformaci pro vznik vodikovych vazeb mezi -NH a —CO skupinami
hlavniho polypeptidového fetézce a umoziuje jeho rigidni uspotadani [7]. Na 5 otacek
Sroubovice vychazi 18 peptidovych vazeb, pfi¢emz kazda peptidova vazba je zabudovana
do vodikové vazby v ramci fetézce [9]. Na kazdou otocku Sroubovice ptipada 3,6 aminoky-

selinovych zbytkd, a délka 5 otacek je 2,7 nm [5].

U proteinti existuji dva typy sekundarni struktury, a-helix a B-skladany list [13, 7]. Pro a-
Sroubovici je charakteristické stoceni polypeptidového tetézce do pravotocivé Sroubovice,
ve které nésledné vzniknou vodikové vazby mezi -NH a -CO skupinami v ramci jednoho
fetézce. Konformace B-sklddany list je charakteristicka rovnobéZnym uspofadanim poly-
peptidovych fetézcl. V této struktuie také vznikaji vodikové vazby mezi —-NH a —CO sku-

pinami peptidové vazby, tentokrat ale kazda skupina patfi jinému fetézci [ 14, 7].
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Obrazek 2: Sekundarni struktura a-helix (dole) a S-skladany list (nahote) [15]

1.3.3 Terciarni struktura

Jedna se o celkové prostorové uspoiadani polypeptidovych fetézch [7].Terciarni struktura
je slozena zpravideln¢ opakujicich se jednotek sekundarnich struktur polypeptidii
v energeticky povolenych konformacich [8].

Polypeptidové fetézce jsou vzajemné spojeny kovalentni cystinovou (disulfidovou) vazbou,
elektrovalentni vazbou, a dale jest¢ Van der Waalsovymi silami. Elektrovalentni vazby
vznikaji vzajemnym pusobenim kyselych (-COOH) a alkalickych (—NH2) skupin [16]. Vy-
znamnou roli hraji 1 vodikové vazby [7]. Dale mohou mezi polypeptidovymi fetézci puso-
bit také hydrofobni interakce [11].

Az na zakladé tercidrni struktury vznika definitivni prostorové upotfadani molekuly, které

udava proteinu jeho charakteristické biologické vlastnosti [11, 14].

1.3.4 Kvartérni

Kvartérni struktura je dana vzajemnym puasobenim polypeptidovych fetézct, které vede
k vytvofeni vys$§iho molekularniho celku, proteinu, viz obr. €. 4. Stabilita struktury je zajis-
téna pomoci intermolekularnich nekovalentnich vazeb, jako jsou hydrofobni sily, vodiko-
vé, iontové a disulfidové vazby [7].

Prikladem vys$ich struktur keratinu, ktery obsahuje a-keratin, je napt. vlas. Vlas je slozen
z makrofibril, které¢ se skladaji z mikrofibril. Prostor mezi mikrofibrilami je vyplnén pro-

teinovou hmotou s vysokym obsahem siry. Mikrofibrila se skladd z protofibril, pficemz
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kazda protofibrila vznikd spojenim part superhelixti. Superhelix vznik4 spojenim dvou a-

helix [7, 17].

Mikrofibrila

Protofibrila
(par superhelixd)

Mikrofibrila
(uspofadani 9+2)

Obrazek 3: a) Makroskopicka struktura, b) molekulova struktura vlasu [7].
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2 HYDROLYZA KERATINU

Keratin se vyznacuje vysokou stabilitou, mechanickou a chemickou odolnosti. Je to dano
pricnym spojenim polypeptidovych fetézch prostfednictvim disulfidovych vazeb. Nicméné
prave tohle spojeni zplisobuje obtiznou zpracovatelnost keratinu. Diky tomu neni keratin
dostate¢né vyuzit [1, 18].

Kromé toho, Ze je keratin nerozpustny, je také obtizn¢ degradovatelny, a neda se Stépit
béznymi proteolytickymi enzymy, jako je trypsin, pepsin nebo papain. To zpisobuje jeho
nestravitelnost. Pokud dojde k oddé€leni peptidovych a disulfidovych vazeb, vznika kerati-
novy hydrolyzat, ktery je jiz rozpustny a stravitelny. K tomu, aby doslo k rozloZeni disulfi-
dovych vazeb, je nutné pracovat pii vysoké teploté, tlaku a pti vyssi koncentraci chemic-
kych latek.

Existuje vice metod pro piipravu keratinovych hydrolyzati. Mezi tyto metody patii alkalic-
ka, kyseld a enzymova hydrolyza. Pro zvySeni u¢innosti se v praxi pouziva i kombinovana
hydrolyza [1, 18]. Hydrolyza keratinu mtze byt provedena také oxida¢nim a redukénim

zpusobem s pouzitim napf. 2-mercaptoetanolu, mocoviny nebo peroxidu vodiku [19, 20].

2.1 Alkalicka hydrolyza

Jedna se o nejstar$i typ hydrolyzy a o jednu z nejicinngjSich metod hydrolyz. V ptipadé
alkalické reakce se hydrolyzuje peptidova vazba, a dochéazi ke $tépeni disulfidovych must-
kit [1]. U¢inek je ovlivnén teplotou, pH i dobou piisobeni. Nejéast&jsimi pouzitymi alkali-
emi jsou KOH, NaOH a Ca(OH); [19, 21].

Gousterova a kolektiv [21] popsali alkalickou hydrolyzu provedenou v mikrovlnné troubé¢.
Tvrzeni bylo takové, Ze podminky v mikrovinné troubé jsou podobné tém, které jsou
v autoklavu. Definované mnozZstvi viny bylo smichano s KOH a NaOH. Smés byla zahtata
v mikrovinné troub€. Vznikla sraZzenina se vysuSila pfi vysoké teploté a rozemlela na pra-
Sek.

Coward-Kelly a kolektiv [21] provadéli alkalickou hydrolyzu za pouziti Ca(OH),. Zdrojem
keratinu bylo driibezi pefi a kravské srst. VSechny suroviny byly pfidany do autoklavu
s michadlem. Hydrolyza probihala pfi teploté¢ 150 °C po dobu 300 minut. Po 3 hodinach
hydrolyzy pfi teploté¢ 150 °C se uvolnilo 90 % keratinu do roztoku [21].
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2.2 Kysela hydrolyza

Pisobenim silnych kyselin na fetézce keratinu nastane Stépeni peptidové vazby, pfi kterém
za¢nou vznikat -COO" a —NH4" ionty. Dochdazi také k ¢aste¢né oxidaci cystinu na kyselinu
cysteinovou a cystein, ¢imz se ¢astecné rozstépi disulfidové mistky [1].

Kyseld hydrolyza keratinu mize byt provedena napf. s pouzitim kyseliny octové (acetic
acid) nebo kyseliny peroxooctové (peroxoacetic acid). Pouzitim 6M HCL pii 80 °C je
mozné roz$tépit az 86% keratinu, nicméné jednd se pomérné o drastickou metodu rozbiti
struktury, kterd sebou nese znacné, které negativné ptispivaji ke kvalité keratinového hyd-

rolyzatu [19].

2.3 Enzymova hydrolyza

Teprve neddvno se ke Stépeni keratinu zacala vyuzivat enzymova hydrolyza [19].
V ptipad¢ enzymové hydrolyzy se pro rozklad bilkoviny pozivaji enzymy produkované
bakteriemi nebo houbami. Mezi vyhody této metody patii mirné reakéni podminky, malé
mnozstvi pouzitych protedz (skupinu enzymu, které Stépi bilkoviny). Nicméné se i pfi této
metodé¢ objevuje nckolik nevyhod, naptf. udrZzeni vhodnych podminek pro préci
s bakteriemi, udrzeni stdlého reakéniho prostfedi, vysoké cenové ndklady této metody
vzhledem k vysoké cen¢ enzymil a dlouhy reakéni ¢as (3—7 dntll) ve srovnani s chemickym
typem hydrolyz (n€kolik hodin) [1]. Reak¢éni podminky obvykle zavisi na druhu pouzitych

enzymu nebo bakterii. Pfi této metod¢ je mozné pouzit napf. enzymy z rodu Bacillus Sre-
ptomyces genera. Kida a kolektiv [19] pii této metod€ pouzili enzymy z rodu Bacillus sub-
tilis, Bacillus species, Bacillus licheniformis, Aspergillusmelleus, a déle také enzymy

z veprove slinivky [19].

2.4 Oxidac¢ni hydrolyza

Oxidacnim cCinidlem muze byt sifi¢itan sodny. Pii pouziti sifi¢itanu sodného nastava d¢j

sulfitolyza. Pfi tomto dé&ji se oxiduje keratin za vzniku cysteinu a cysteinu-sulfonatu [20].
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2.5 Redukéni hydrolyza

Redukéni hydrolyza mtze byt provedena za pouziti chemikalii, jako jsou 2-mercaptoetanol,

mocovina nebo peroxid vodiku [19].

Katoh a kolektiv [19] pouzili pro redukéni hydrolyzu dodecylsulfat sodny. Vznikly hydro-
lyzat se ziskal ve form¢ prasku. Yang a kolektiv [19] pouzili pro tuto hydrolyzu dithiothre-
tiol a guanidin hydrochloridu [19].

2.6 Kombinovany zpisob hydrolyzy

Pro vyssi ucinnost rozkladu keratinovych materidlli, a tim zvySeni vytéznosti, pii zachovani
nizkych reakénich podminek, je mozné pouzit kombinovany zplisob hydrolyzy. Nejlepsi
moznou kombinaci je kombinace alkalické a enzymové hydrolyzy. Divodem je vysoka
ucinnost vétsiny komeréné vyrdbénych keratinolytickych a proteolytickych enzym [1].
Daley a kolektiv [19] pii tomto zpisobu hydrolyzy pouzili NaOH a enzym Bacillus subti-
lis. Uéinnost hydrolyzy byla zhruba kolem 50 %. Vysuseny keratinovy hydrolyzat mél vy-
soky obsah proteinu a byl vhodny jako krmivo pro dobytek [19].

Mokrejs a kolektiv [1] také provadéli kombinovany zpisob hydrolyzy, pfi které byl pouzit
KOH a enzym proteéaza [1].
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3 VYUZITIi KERATINOVEHO HYDROLYZATU

Z celosvétové produkce ovei viny, produkti dribezich farem (pefi), jatek a kozeluzen
(chlupy, kozeSiny, Stétiny, rohy, kopyta, atd.) zlistava velké mnozstvi keratinovych odpadt.
[19]. Ro¢né se po celém svété vyhodi okolo 5 miliént tun téchto odpadnich produktti ob-
sahujicich keratin. Je velmi neefektivni vyhazovat odpad na skladku nebo jej spalovat.
Plytva se tim energii, a navic to zvysuje produkci CO». Produkce keratinového hydrolyzatu
z téchto odpadi je jednou z moznosti, jak tento odpad efektivné vyuzit.

Své uplatnéni nachéazeji napt. ve farmaceutickém primyslu jako nosice 1é¢iv (napf. mikro-
kapsule), v Iékafstvi, potravinafském primyslu pfi vyrobé ochrannych félii nebo jedlych
povlakt, diky kterym vydrzi potraviny déle Cerstvé. Dale se uplatnuji pii vyrobé mikrokap-

suli pro fizené uvoliovani aktivni slozky [2, 22].

3.1 Aplikace v lékarstvi

Keratin je povaZzovan za biomaterial. Je biokompatibilni, biodegradabilni a je pfitomen v
bunikach. Material z keratinu poskytuje prostiedi, které je podobné extracelularni matrix.
Diky této vlastnosti urychluje syntézu a rist novych tkani. Nekolik pfirodnich polymerd,
jako je napft. kolagen, chitosan nebo keratin maji schopnost podporovat rozmnozovani bu-

né€k, a diky tomu se hled4 jejich Siroké uplatnéni v oblasti biomediciny [23].

Soucasti fetézce keratinu jsou useky, které podporuji bunécnou adhezi (Arg-Gly-Asp). Da-
le se v tomto fetézci nachazeji takové useky (Leu-Asp-Val), které jsou soucasti proteint
(napt. fibronectin) v extracelularni matrix. Keratin také poskytuje specificky zpiisob pro
vytvafeni vazeb mezi buitkami podobné jako je tomu u extracelularni matrix. Diky tomu
keratin vytvaii podobnou strukturu a s ni souvisejici vlastnosti jako extracelularni matrix.

To je diivod, pro¢ se vyuziva pii vyvoji v oblasti tkanového inZzenyrstvi [23].

Keratinové filmy se posledni dobou vyuzivaji pii transplantaci poSkozené o¢ni rohovky.
Diive se k tomu pouzivala amniotickd membrana. Amniotickd membréna je sice biokom-
patibilni, pruzny a elasticky material, nicméné jeji nevyhodou je, ze se musi hledat vhodny
darce, protoze jinak hrozi vyssi riziko vzniku infekce. Dalsi jeji nevyhodou je nedostate¢na
transparence. Proto je nutné amniotickou membranu nahradit takovym materidlem, ktery
bude biokompatibilni, bude podporovat hojeni ran, eliminovat vznik infekce a poskytovat

vysokou transparenci. Musi byt také dostatecné flexibilni, aby se s nim dalo bezpe¢n¢ chi-
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rurgicky manipulovat. Bylo zjisténo, Ze keratinové filmy tyto vlastnosti spliiuji, a navic je

mozné je piipravit bez pouziti aditiv [24, 25].

Infekce po implantaci umeélé kloubni nahrady je problémem, ktery vyzaduje reimplantaci
nahrady. Diky tomu se posledni dobou vyzkumna ¢innost zabyva vyvojem kostnich vyplni,
které¢ budou podporovat rast bun€k kostni tkan€, a rovnéz budou fungovat jako nosice
chemickych latek s postupnym uvoliiovanim. Mezi takové chemické latky mohou patfit

1é¢iva, jako napft. antibiotika.

Keratinové hydrolysaty se pouzivaji napt. pti 1€cbé odifenin nebo popalenin. Maji zde fun-

govat jako latky podporujici rist nové kozni tkané [26].

3.2 Aplikace v oblasti kosmetiky

Ptisady, které obsahuji keratinové hydrolysaty, mohou byt velmi uzite¢né v oblasti kosme-
tiky. Dovedou napt. vytvofit prostiedi, které zabranuje zbyteCnym ztratdm vody v kiizi a ve
vlasech. Diky tomu pfispiva jejich zdravi. To je diivod Castého vyskytu keratinovych hyd-
rolysatl v fadé kosmetickych vyrobkt, jako napt. v pletovych krémech, Samponech, kon-
dicionérech, lacich na vlasy, apod. Na zéklad¢ jinych vyzkumil bylo zjiSténo, Ze pfidavkem
keratinového hydrolysatu do vlasovych kondicionérti se doda vlasiim lesk, jemnost a pod-
dajnost. Ptipravky obsahujici keratinové hydrolysaty se pouZivaji také na oSetieni vlast po

trvalé ondulaci [27, 28, 29, 30].

3.3 Aplikace v zemédélstvi

Keratinovy hydrolysat ziskany z pefi se pouziva jako pfisada krmiv pro hospodarska zvifa-
ta. Cilem je obohatit krmivo o aminokyseliny, a tim celkové zvysit jeho nutricni hodnotu
[31]. Pridavek keratinového hydrolysatu z pefi, ktery byl hydrolyzovan pomoci enzymu
vzniklého z bakterii rodu Bacillus licheniformis, zptsobil nejen zvyseni nutri¢ni hodnoty
krmiva, ale fungoval také 1 jako rastovy stimuléator [32, 21]. Nicméné piidavek téchto pii-
sad je v nékterych zemich zakazan. Divodem je obava z Sifeni nékterych nemoci, jako je

napf. ptaci chiipka [21].

Bylo zjisténo, ze enzymovou hydrolyzou zbytkii kopyt a rohii ze skotu, je mozné ziskat
produkt, ktery bude mit vysoky obsah dusiku. Diky tomu lze vyuzit jako dusikaté hnojivo.

V ramci vyzkumu bylo u tohoto produktu nalezeno 18 druht volnych aminokyselin. U né-
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kterych z nich, jako tfeba u prolinu, bylo zjisténo, Ze maji pozitivni efekt na rostliny, ktery

se projevuje napt. zvysenou rozvetvenosti nebo vys$§im obsahem su$iny téchto rostlin [33].

3.4 Cinéni kiize

Pti procesu ¢inéni kiize se nejCastéji jako Cinici latky pouzivaji soli chromu. Bohuzel ale
absorpce chromu do kiize pfi procesu ¢inéni nepiekroci 60 %. To vede k problému, kdy se
jednak plytva vstupnim materidlem, a také vlivem vylévéani odpadu s obsahem chromu do-

chazi ke znecisténi prostfedi. Finan¢ni ndklady na odstranéni chromu z odpadu jsou na-

kladné [34].

Tyto problémy se mohou zlepsit pfidavkem keratinového hydrolyzatu (2 — 3 %) ptiprave-
ného z driibeziho pefi. Reakce peptidii keratinového hydrolyzatu s chromem pfi ¢inéni pro-
bih4 ve dvou krocich. V prvnim kroku spolu zreaguji kolagen (obsazeny v kiizi) s volnym
chromem, a v druhém kroku kolagen zreaguje s komplexem keratin — chrom. To vede ke
zvySeni absorpce chromu aZz na 90 %. Pfi fixaci keratinu s chromem se je$té do roztoku

pridavaji karboxylové skupiny, které se vyznacuji vysokou afinitou vici chromu [34].
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4 KERATINOVE FILMY

V soucasné dob¢ se neustale zvySuje produkce proteinovych filmii. Divodem muize byt
snaha nahradit materialy ziskané¢ z neobnovitelnych zdroji. Dalsim divodem miize byt
vyuziti odpadll napt. z jate¢né vyroby ¢i z dribezaren. Dulezitou vlastnosti proteinovych

filmu je biodegradabilita a biokompatibilita [10].

4.1 Vlastnosti keratinovych filmi

Cisté keratinové filmy jsou z hlediska praktického vyuziti kiehké, proto je nutné do nich
pridat zmé&kcovadlo, napt. glycerol. Piidavek glycerolu vytvoii pruzny, transparentni a bio-
logicky rozlozitelny film [35, 22]. Keratinové filmy jsou méné propustné pro plyny a vlh-
kost, nicméné se zvySujici se molarni hmotnosti permeujicich latek jejich propustnost klesa
[22]. Piidavkem lipidii se snizi propustnost vic¢i vlhkosti [39]. Pokud se do filmi piida
sitovadlo, vytvoii se zesitovana struktura, ktera zptisobi botnani filmt. K taveni filmt do-
chézi kolem teploty 250°C. Pti DSC analyze se tento d¢j projevi endotermnim pikem, ktery
je zpisoben rozkladem B-struktury [22]. Dalsi vlastnosti keratinovych filmi je bunécna
biokompatibilita. V rdmci vyzkumu byl porovnan riist bun€k na sklenéném, kolagenovém a
keratinovém substratu. Keratinovy substrat poskytl daleko lepsi adhezi k bunkdm a vice

napomahal bunécné proliferaci [35].

4.2 Priprava filmu

Filmy mohou byt pfipraveny dvéma zakladnimi zptisoby. Prvnim zplisobem je tzv. mokry
proces. Ten je proveden tak, Ze jsou disperze nebo roztok polymeru zpracovany litim a
vypafenim rozpoustédla vznikd film. Druhy zplsob se oznacuje jako tzv. suchy zplsob,
protoze se provadi v prostiedi o nizké vlhkosti. V piipadé druhého zplsobu se vyuziva

termoplastickych vlastnosti biopolymert [36].

Pro ptipravu filma a povlaki se vyuziva zeyména proces liti, ma€eni a sprejovani. Pti téch-
to metodach je nutné po rozpusténi keratinového hydrolyzatu (ve vod¢€) k roztoku ptidat
zmekcovadlo (napt. glycerol, sorbitol), aby vysledny film ¢i povlak nebyl kiehky. Pro doci-
leni lepSich mechanickych vlastnosti se filmy a povlaky situji chemickym zptisobem za
pouziti sitovacich ¢inidel (napt. formaldehyd nebo glutaraldehyd) reagujicich s funkénimi

skupinami proteinu nebo fyzikalnimi metodami (napf. teplem ¢i zafenim). V prubéhu sito-
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vani se tvofi kovalentni a nekovalentni vazby mezi fetézci proteinu, a tim se stabilizuje
struktura nove vzniklého ttvaru. Volbou podminek pfi sitovani lze ovliviiovat biologickou
rozlozitelnost takovych struktur, dale jejich bariérové, mechanické a dalsi vlastnosti [37].
V pribéchu piipravy filma z roztoku mohou byt pfidany lipidy pro zvyseni odolnosti vici
vlhkosti. Poté musi byt vSe zahtato nad teplotu tani lipidu a homogenizovano, aby se ziska-

la emulze [36].

Katoh a kolektiv [35] prezentovali nekonven¢ni metodu pro vyrobu keratinového filmu.
Jednalo se o slisovani keratinového prasku. Tim se vyrobily Cisté keratinové filmy odlis-
nych tvarii. Kontrola mechanickych vlastnosti filma byla zajiSténa kontrolou teploty pfti
lisovani, kontrolou obsahu vody ve filmu a biokompatibilita byla kontrolovana riistem bu-

nek na keratinovém substratu [35].

4.2.1 Liti roztoku

Liti, nebo také rozpoustédlovy proces, je proveden vysouSenim filmotvorného roztoku c¢i
disperze. Tomu ptedchazi privedeni do disperze nebo rozpusténi polymeru. Pro biodegra-
dabilni polymery je proces liti tim nejvhodnéjSim, a také nejvice pouzivanym zpisobem
pro ptipravu filmt. Tento proces je také aplikovan pfimo na potravinové produkty jako tzv.
povlak, ktery ma vytvofit ochrannou filmovou vrstvu. Jako rozpoustédla mohou byt pouzi-

ty voda nebo etanol [36].

Tvorba filmu nebo povlaku je proces, pii kterém je protein rozpustén v rozpoustédle, dale
zahtatim nebo upravou pH je rozpoustédlo vypateno. V poslednim kroku jsou ptidany dalsi
ptisady. V nékterych ptipadech je nutné, aby byl proces provadén ve vakuu z diivodu eli-
minace vzniku bublin. Teplota okoli, mnoZstvi relativni vlhkosti ve vzduchu a ¢as pro vy-
patfovani rozpoustédla jsou velmi dulezitymi faktory pii tvorbé filmi. Ve vétsiné piipadi je

liti provadéno pii pokojové teploté za pritomnosti, nebo naopak absenci vzduchu [36].

4.2.2 Termoplasticky proces

Pti této metod¢ je protein zpracovavan spolu se zmékcovadlem plastikarskymi technikami
nad Tg. Ze vzniklé kaucukové hmoty se tvaruje vyrobek. Tvar je pak zafixovan ochlaze-
nim. V praxi to funguje tak, Ze se praskovy protein naplni do extrudéru, ptida se k nému
zmé&kcovadlo, napft. glycerol (asi kolem 20 %), a smés se micha pfi teploté kolem 100 °C.

Poté se pres formu vytlacuje a pro stabilizaci tvaru ochladi. Dtlezité je nastavit spravné
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parametry, tzn. dobu michani, teplotu a tlak [22]. Pro dosaZeni optimalnich procesnich pa-
rametrd jako je nastaveni teploty pifi extruzi nebo nastaveni vykonu linky, popt. piidavek
n¢jakych chemikalii, je nutné znat, jak se méni fyzikalni a chemicka struktura proteinu pii
danych nastavenych parametrech, kterda ma za nasledek charakteristické vlastnosti tohoto
proteinu. Viskozita proteini a jejich zpracovani nezéavisi jen na jejich strukture, ale také na
tvar finalniho produktu, ktery souvisi s intermolekuldrnimi vazbami, které jsou dulezité pro

stabilizaci 3D sité [36].

4.3 Modifikace proteini

4.3.1 Modifikace keratinovych filmi

Do jedlych filmil v potravinafstvi se mohou ptiddvat latky antimikrobiélni, antifungicidni a
antioxidacni. Déle se pfidavaji také barviva, protoze barva filmu mize mit velmi dilezity

vliv napft. na kladnou reakci spottebitele [36].

Yamauchi a kolektiv [36] zlepsili mechanické vlastnosti filma piidavkem glycerolu a chi-
tosanu. Chitosan je velmi zajimavou a zkoumanou biomolekulou pro biomateridlové apli-
kace. Zajistuje vysokou biokompatibilitu, biologickou funkci pro hojeni ran a antibakteri-
alni aktivitu. Pfidavek chitosanu do keratinového filmu posili mechanické vlastnosti, a
kromé toho keratinové filmy s pfidavkem chitosanu maji antibakteridlni vlastnosti a jsou
dobrymi substraty pro riist bunécné kultury. Biologicka aktivita keratinovych filmi vzrostla
také zaclenénim peptidii podporujicich bunécnou adhezi (arg-gly-asp-ser). Takto slozené
keratinové filmy poskytuji substrat, ktery je vynikajici pro bunécny rlst u savci. Takto

vznikly materidl je mozné aplikovat v oblasti tkanového inZenyrstvi [36].

4.3.2 Keratinové kompozity

Pridavek pevnych castic nebo vldken, a tim vytvofeni kompozitu z biomateridlu, mize
rovnéz zlepsit mechanické vlastnosti filma [39,1]. Nicméné vlastnosti kompozitu nezédvisi
jen na vlastnostech ptisad, ale také na jejich mnozstvi, tvaru a velikosti ¢astic, a rovnéZ na
distribuci velikosti téchto castic [36].

Vytvoteni systému, kde budou vytvofeny vazby mezi keratinem a syntetickymi polymery,

je mozné docilit lepSich mechanickych vlastnosti, a zaroven zachovat biologickou aktivitu
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materidlu [35]. Bylo objeveno, Ze vazby mezi polyetylenoxidem a keratinem mohou vytvo-
fit film, ktery bude biokompatibilni, a zarovenn bude mit vylepSené strukturni vlastnosti.
Zkoumani tohoto filmu pomoci metod termické analyzy prozradilo, ze tato kombinace ma-
teriali zplisobuje vyssi teplotni odolnost. Déle bylo zjisténo, Zze kombinaci téchto dvou
materidlii se vytvori substrat pro rychlejsi bunécny rust. DalSim ptikladem kombinace bio-
materialu a syntetického polymeru muze byt keratin a PA6. Tento materil je pak pouzit
napf. pro vyrobu filtrt, které jsou uréené k Cisténi vzduchu a vody [36]. Keratinové materi-
aly totiz dokézi absorbovat toxické latky jako napt. tézké kovy [38].

Dale bylo zjisténo, ze kombinaci dvou biomaterialt, keratinu a fibroinu, je mozné vyrobit
materialy, které¢ ve vysoké mife zabrafuji tromboze a zvySuji biokompatibilitu ve srovnani
s tim, kdyz se ve filmu nachazeji samostatné. Diky tomu se mohou uplatnit v oblasti bio-

mediciny [36].

4.4 Aplikace filmi

Keratinové filmy jsou diky svym vlastnostem vhodné pro piipravu biodegradabilnich a
jedlych filmi, povlakt a vladken. Jedlé filmy mohou byt vyuZity jako bariéra vici plyniim,
jako je vzdusna vlhkost, kyslik, oxid uhli¢ity nebo aromatické latky. Pokud budou u filmi
zachovany vhodné mechanické vlastnosti, je mozZné tyto filmy pouZit jako obal na potravi-
ny, u kterych je potfeba zachovat jejich soudrznost. Své uplatnéni nachéazeji takeé

v zemé&délstvi jako mulCovaci folie nebo obalové materidly pro (mikro) kapsule [36, 37].
V ramci védeckého vyzkumu bylo zjisténo, Ze rustové substraty formované litim keratino-
vé suspenze podporuji bunécnou ptilnavost a vylepSuji riist bun€k ve srovnani s Cistym

polystyrenovym substratem [35].
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S CHITOSAN

Chitosan je deacetylovany derivat chitinu. Jedné se o linearni polysacharid, ktery je ve vo-
d¢€ nerozpustny. Je netoxicky a bez zapachu. Jeho velkou vyhodou je biodegradabilita a

biokompatibilita s tkdnémi. Proto se pouziva ve farmacii a medicing [22].

Chitin je polysacharid, ktery produkuji korysi nebo hmyz za ucelem vytvrzeni kompozitni

struktury jejich kiidel, krunytt a tél. Je soucasti bunécnych stén hub [22].

HO o~j§é£:;gl/'Ho ~
10 o) HO O o
NH Chitin

OH
NH, NH,
HO o O HO ~
lo HO o)
o) N 0
OH OH

Chitosan

Obrazek 4: Struktura chitinu a chitosanu [39]

Chitosany jsou krystalické. Cim niz§i je stupeii acetylace, tim je mensi i krystalinita.
S klesajicim stupném acetylace klesa také hydrofobnost, a diky tomu se pak molekula chi-
tosanu l1épe rozpousti ve vodném prostiedi. V kyselém prostiedi nastdva protonisace ami-
noskupin, coz ma za nasledek zménu polymeru na polykation. Depolymerizace se da pro-
vézt enzymem chitindsou. Chitin i chitosan jsou tzv. amfifilni polymery. Jejich molekuly
maji hydrofobni 1 hydrofilni skupiny. Vlastnosti t€chto molekul jsou dany typem a podilem
téchto skupin, které u molekul urcuji botndni, rozpustnost, viskozitu ve vodném prostiedi a
organickych rozpoustédlech. Fyzikalni a chemické vlastnosti chitosanli zavisi na mnoha
faktorech. Mezi né patii napt. koncentrace deacetylacniho ¢inidla a doba jeho pisobeni, typ
a mnozstvi pouzitého chitinu, teplota a prostfedi (dusikatd atmosféra, vzduch), pti kterém

reakce probiha [22].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

Vlastnosti chitosanu mohou byt modifikovany ptfidavkem jiného polymeru, jako je kola-
gen, PVAL, PVP a PEO. Tyto vlastnosti mohou byt také modifikovany UV zafenim, me-
chanickym namahanim nebo ohievem. V pribehu ozatfovani polymeru UV svétlem dochézi
k excitaci molekul, a poté nastavaji procesy jako kraceni fetézcii, jejich pricné spojeni ne-
bo oxidace fetézct. Chitosan a keratin spolu v pfirodé nevytvareji smési. Nicmén¢ je moz-
né vytvorit vazby mezi keratinem a chitosanem synteticky, a tim vytvofit smés, kterd bude
mit jedinecné strukturni a mechanické vlastnosti. Dale tato smés materidlti davd moznost
pouziti relativné levnych biomateriald, které minimalné znecist'uji zivotni prostfedi, maji

jedinecné vlastnosti a nabizi Siroké vyuziti, napft. pti vyvijeni novych biomaterial [40].

5.1 Aplikace chitosanii

V praxi se chitosany pouzivaji nejcastéji ve formé roztokd, ze kterych se daji vyrobit vlak-
na a filmy. Své uplatnéni nachéazeji také v oblasti mediciny a farmakologie. Daji se z nich
vyrabét obvazy a polStarky na rany, nebo hydrogely slouZici jako nosice 1é¢iv [22]. Jedna z
dalezitych vlastnosti chitosanu je moznost z néj vytvofit porovitou strukturu a tenké filmy,
které budou pouzity pro bunécnou transplantaci a obnovu tkéni. V oblasti mediciny nebo
ve farmaceutickém primyslu se chitosan dale pouziva pro vyrobu membran, umélé kize,
kontaktnich Cocek, dale v oblasti fizeného uvolnovani 1é€iv, a také pro chirurgické stehy
[40]. Vyznamné vyuziti se nachazi také v potravinafstvi, kde nejcastéji slouzi jako povlaky
na Cerstveé sklizené potraviny nebo antimikrobialni obaly na baleni masa a drlibeze. Dokazi
se také uplatnit jako nosiCe potravinaiskych aditiv. V oblasti zemédélstvi 1ze z chitosanu
vyrobit filmy na semena, kterd jsou takto chranéna proti Skiidciim. To vede ke zvySovani
vynosi. Chitosanové filmy dokazou vazat ionty t€zkych kovii. Diky tomu se pouzivaji na

¢ifeni odpadnich vod nebo jako detoxikace nebezpecnych odpadu [22].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Prvnim cilem prace bylo vyrobit keratinovy hydrolysat z odtu¢néné a promyté ovéi viny, a
nasledné€ u n¢j provést analytické zkousky. Pro vyrobu hydrolyzatu byla zvolena kombinace

alkalické a enzymové hydrolyzy.

Druhym cilem bylo pfipravit z keratinového hydrolysatu a chitosanu filmy spolu

s ptidavkem zmékcovadla a sitovadla v rizném poméru.

Tietim cilem bylo otestovat vlastnosti jednotlivych filmii v zavislosti na jejich slozeni a
vlastnosti filmt posoudit také na zakladé statistického vyhodnoceni. Filmy byly testovany

analytickymi, mechanickymi a termickymi zkouSkami.
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7 MATERIALY A METODY

7.1 Chemikalie

Enzym Lipex 100T, enzym Savinase Ultra 161, NaOH, Ca(OH)2, Na>S>03-5H>0, H3BOs3,
Tashirtiv indikator, HCI, H>SO4, Na»S»03, glycerol, glutaraldehyd.

Enzym Lipex 100T

Jedna se o lipazu do detergenttl, kterd je produkovana submerzni fermentaci modifikova-

ného kmene Aspergillus [41].

V granulované formé se jedna bily a nizkoprasivy granulat, ktery se snadno misi se stan-
dartnimi slozkami praskovych a tabletovanych detergentti. Aktivita tohoto enzymu je 100

KLU (Kilo Lipazovych Jednotkach) na gram vyrobku [41].

Lipex $tépi esterové vazby jedlych tuki a oleji. Proto se pouziva k odstraniovani skvrn ob-

sahujicich tuk a olej [41].

Enzym Savinase Ultra 16L

Jedna se o jasnou, svétle Zlutou tekutinu. M4 slabou vini po benzaldehydu [42].

Savinase 16 L obsahuje 4-FPBA (4-formyl-fenyl-kyselina boritd). 4-FPBA v enzymu ptiso-
bi zaroven jako stabilizator i reverzibilni inhibitor enzymu (V pribéhu prani se enzym

uvolni z inhibitoru, a roste tim aktivita tohoto enzymu) [42].

7.2 Vstupni materialy

Materidlem pro vyrobu keratinového hydrolysatu byla ov¢i vina z plemene Merino od sou-
kromého chovatele z obce NevSova. DalSim materidlem, se kterym se pracovalo, byl chi-

tosanu od firmy Sigma — Aldrich.
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7.3 Pristroje a pomiicky

Nozovy mlyn Fritsch, odstfedivka Universal 32 Hettich, suSdrna Memmert, analytické vahy
KERN, magnetickd michacka RCT Basic IKA, Parnas-Wagnerova destilacni aparatura,
muflova pec Labotherm 9/11Nabertherm, pH metr WTW 526 Sigma — Aldrich, trhaci stroj
QUASAR 25 GALDABINI, DSC piistroj METTLER TOLEDO, laboratorni sklo SIMAX.

7.4 Metody

7.4.1 Priprava Kkeratinového hydrolysatu

Uprava a odtucénéni viny

Prvnim krokem byla uprava viny. Vinu bylo potieba zbavit necistot, nastiihat, proprat ve

vlazné vode¢ spolu s mycim prostfedkem, a proprat vodou do odstranéni myciho prostredku.

Dale bylo potieba vinu odtu¢nit pouzitim enzymu Lipex 100T. Pfi odtu¢iovani byla vina
dana do vody, pficemz pomér vina : voda byl 1:50. Déle bylo nutné pted ptidavkem enzy-
mu upravit hodnotu pH na 8. Teprve pak se ptidalo 1 % enzymu (vztazeno na hmotnost
suché viny). Teplota pii odtu¢iovani byla 40+2 °C. Proces odtucnéni probihal po dobu

24 hodin. V priibéhu odtuciiovani bylo nutné smés nékolikrat promichat.

Po odtucnéni se vina opét promyla vodou a vysusila v horkovzdusné susarné pri tep-

loté 80 °C. Nakonec se vina pomlela v noZovém mlyné s velikosti ok sita 1 mm.

Rozklad viny

Piiprava keratinového hydrolysatu probihala dvoustupniové alkalicko-enzymovym zptso-

bem.

V prvnim stupni probihala alkalickd hydrolyza. K navazce 416 g pomleté viny bylo pfidano
12,32 litrt vody. Dale bylo potifeba ptidat tolik Ca(OH),, tak aby vznikl 0,6% roztok.
V ptipadé této diplomové prace to bylo 73,92 g. Hydrolyza probihala pfi teploté¢ 80 °C po
dobu 48 hodin, pti rychlosti michani 300 otacek za minutu.

Druhy stupen byl proveden enzymovym zplisobem. Ve druhém stupni byl pfidan enzym
Savinase Ultra 16L. Nicméné pied samotnym piidavkem enzymu bylo nutné snizit teplotu

na 60 °C, a poté upravit pH na hodnotu 9. Bylo pfidéno 30,80 g enzymu tak, aby to odpo-
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vidalo 5 % na navazku vlny. Hydrolyza probihala pfi teploté 60 °C po dobu 24 hodin, pii
rychlosti 300 otacek za minutu. Na konci druhého stupné hydrolyzy se kapalna faze zahtéla

na 95 °C po dobu 10 minut, aby se inaktivoval enzym.

Separace

Po hydrolyze bylo potfeba oddélit nerozlozeny zbytek viny od kapalné faze. Separace se

skladala ze dvou ¢asti. Prvni byla filtrace, druhou odstiedéni.

Kapalna faze se nejprve filtrovala pies 16 vrstev PA tkaniny. Velikost ok v PA tkanin¢ byla
150 um. Odstedéni probihalo 10 minut pfi rychlosti 4000 ota¢ek za minutu. Po odstfedéni

se tuhd faze vysusila, a kapalna dialyzovala.

Dialyza
Pti dialyze se 500 ml kapalného hydrolyzatu nalilo do celul6zové membrany, jejiz propust-

nost byla 12 kDa. Tato membrana se poté vlozila do 5 litra destilované vody. Dialyza pro-

bihala 7 dni pfi pokojové teploté. Vyména vody byla po 24, 48 a 96 hodinach.

Obrazek 5: Celul6zova membrana s kapalnym hydrolyzatem

Vznik prasku

Kapalny hydrolyzat se po dialyze vylil na plech a vlozil do susarny na 60 °C. Po odpateni

vody zustal na plechu prasek hydrolyzatu, ktery se rozettel v tfeci misce.
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Obrazek 6: Neodtucnénad vina (a), odtu¢néna a pomleta vina (b), zbytek nerozlo-

zené viny po hydrolyze (c) a keratinovy hydrolyzat (d).

7.4.2 Priprava filmi

Z keratinového hydrolyzatu byly pfipraveny filmy. SloZeni téchto filml bylo naplanovano
statistickou metodou faktorovych pokusti 2° se dvéma stiedovymi pokusy. Sledovanymi
faktory byly mnoZstvi chitosanu, glycerolu a glutaraldehydu. Mnozstvi jednotlivych slozek

byly procentudlné vztazeny na navazku hydrolyzatu.
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Tabulka 4: SloZeni filmu

Cislo filmu Mnoist\; /i;litosanu Mnoist\[f(l;/f]lycerolu MnoZstvi g[l;:?raldehydu
1 5 50 0,5
2 5 50 2
3 5 70 0,5
4 5 70 2
5 10 50 0,5
6 10 50 2
7 10 70 0,5
8 10 70 2
9 7,5 60 1,25
10 7,5 60 1,25

Na zacatku se ptipravil 20% vodny roztok keratinového hydrolyzatu. To odpovidalo mnoz-
stvi 7 g hydrolyzatu na 35 g vody. Po rozpusténi hydrolyzatu ve vod¢ se pridalo zmékcova-
dlo, kterym byl glycerol. Smés se dostate¢né¢ promichala. Pfed pfidavkem chitosanu se
upravila hodnota pH. Chitosan se rozpoustél pti pH kolem 5,5. Po upravé pH se ptidal chi-
tosan a smés se opct promichala. Nakonec se do smési pfimichalo sitovadlo glutaraldehyd
a smés se vylila do silikonové formicky. Poté se formicka s filmem vloZila do exsikatoru,
ze kterého se odsal vzduch, aby se odstranily vzduchové bubliny. Nakonec se formicka

s filmem vlozila do suSarny na teplotu 60 °C po dobu 12 hodin.

7.4.3 Analytické zkouSky

Stanoveni susiny

Stanoveni se vzdy provadélo dvakrat. Do kozeluzskych misek se na analytickych vahach
navazil ptiblizn€¢ 1 g vzorku. Poté se misky vlozily do suSarny, ve které byla teplota
103 °C. Susilo se po dobu 2 hodin. Po suSeni se misky vytahly, vlozily do exsikatoru a ne-
chaly vytemperovat. Po vytemperovani se znovu zvazily. Tento postup se opakoval do

konstantni hmotnosti vzork.
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Obsah susiny ve vzorku se urcil dle vztahu:

s="2.100 (1

Mg
my ... hmotnost vzorku pted suSenim [g]

m, ... hmotnost vzorku po sufeni [g]

S ...obsah susiny [2%4]

Stanoveni popelovin

Stanoveni se provadélo vzdy u kazdého vzorku dvakrat. Na zac¢atku métfeni bylo nutné pte-
zihat kelimky z kfemenného skla, a nasledné je nechat vychladnout v exsikéatoru. Poté se
prazdné porcelanové kelimky zvazily na analytickych vahéach. Nésledné se do kelimku vlo-
zil vzorek. Kelimek spolu se vzorkem se opét zvézil na analytickych vahach. Vzorek
v kelimku se nechal spalovat nad kahanem do zuhelnaténi. Poté se kelimek se vzorkem
vlozil na dobu 1,5 hodiny do muflové pece o teploté 650 °C. Po uplynuti casu se kelimky
vlozily do exsikatoru, ve kterém se temperovaly. Po vytemperovani se opét prevazily na

analytickych vahéch.

Stanoveni obsahu popelovin bylo dle vztahu:

P =m—f-100 @)

m,, ... hmotnost popela vzorku [g]

n ... hmotnost vzorku pted zuhelnaténim [g]

P ...obsah popelovin ve vzorku [%)]

Mikrochemické stanoveni dusiku — Mikro-Kjeldahlova metoda

Do mineralizaéni baiiky se navaZzilo 0,2 g vzorku na analytickych vahach. Poté se k nému
pfidalo 5,6 ml 96% H>SO4 a 20 ml 0,02M HCI. Ptidala se také tableta katalyzatoru. Na-
sledn¢ se smés nechala mineralizovat pfi teploté 480 °C asi 1 az 1,5 hodiny do Uplného

vycefeni. Po mineralizaci se mineralizat nechal vychladnout, a poté se zfedil malym mnoz-
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stvim vody. Po rozpusténi pevnych castic se prelil do 50 ml odmérné banky, ktera se vodou

doplnila po rysku.

Do nalevky Parnas-Wagnerovy destilacni aparatury se odpipetovalo 25 ml vzorku, a piida-
lo 20 ml roztoku smési NaS>03s NaOH. Destilovalo se 20 minut od varu. V prubéhu des-
tilace se NH3 jimal do 15 ml 2% H3BOs. K roztoku NH3 a 2% H3;BOs3 se ptidalo nékolik
kapek Tashirova indikatoru, a roztok se titroval 0,02M HCI do rizového zbarveni. Stano-

veni se provadélo u kazdého vzorku dvakrat.

Mnozstvi dusiku ve vzorku bylo ur¢eno dle vztahu:

V-c-14,007-100-2
n-10—3

N = 3)

V ...spotiteba HCl pii titraci [ml]
¢ ...molarni koncentrace HCI [mol-171]
n..navazka vzorku [g]

N ...obsah dusiku ve vzorku [36]

ZkouSka rozpustnosti

Z ptipravenych filmi se vystfihly 4 vzorky o rozmérech cca 2x2 cm. Na analytickych va-
hach se zvazila prazdna sklenéna vaZzenka. Poté se do ni vloZil vzorek, a vzorek s vazenkou
se opét zvazil. Poté se do vazenky se vzorkem nalilo 30 ml vody a vlozilo se to do vodni
lazné vytemperované na teplotu 37 °C. Kazda z vaZenek se vytdhla z 14zn€ v jiny ¢as. Prvni
vazenka se vytdhla po 1 minuté, druhd po 10 minutach, tfeti po 30 minutach a ¢tvrta po 60
minutach. Po vytaZeni vaZenky z 1azné€ se vylila nadbyte¢na voda, a vaZenka se vloZila do
suSarny na teplotu 80 °C. Po odpaieni vody se vazenka vlozila do exsikatoru, aby se vy-
temperovala. Po vytemperovani se na analytickych vahach zvaZzila vaZzenka se vzorkem.

Stanoveni se provadélo u kazdého vzorku dvakrat.
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Rozpustnost vzorku byla ur¢ena dle vztahu:

R=7%-100 4)

My
my ... hmotnost vzorku pted rozpusténim [g]
m, ... hmotnost vzorku po rozpuiténi [g]

R ...rozpustnost [%)]

7.4.4 Tahova zkouSka

Pro zhodnoceni mechanickych vlastnosti filml se zvolila tahova zkouska. Z kazdého filmu
se vyfezaly 3 pasky o Sifce cca 15 mm a délce cca 70 mm. Vzorky se upevnily do Celisti
trhaciho zatizeni. Pocatecni vzdélenost Celisti byla 40 mm a rychlost posuvu celisti 20

mm/min.

Tahové zkouska se provadéla u kazdého vzorku minimalné tfikrat. Vysledky z tahové kiiv-

ky se zprumérovaly. Z primérnych hodnot se vytvofila tahova kiivka.

7.4.5 Diferencialni snimaci kalorimetrie DSC

Jedinou termickou zkouskou, kterd se provadéla, byla zkouSka DSC (Diferencidlni snimaci

kalorimetrie).

Tato zkouska se provadéla u vSech filmi. Méteni probihalo v rozmezi teplot od 25 °C do
300 °C. Rychlost ohfevu byla 10 °C/min. Navazka vzorkl se pohybovala v rozmezi od
5mg do 10 mg. Méfeni probihalo v inertni dusikaté atmosféie s prutokem dusiku 20

ml/min.

Vzorek se navazil do hlinikové panvicky, na kterou se poté zalisovalo vicko. Vicko se pro-
pichlo jehlou, tak aby odchazely vzniklé plyny ven. Do DSC piistroje se nalevo vlozila
panvicka se vzorkem, a napravo prazdna panvicka, ktera slouzila jako reference. Poté se
spustilo méteni. Pfistroj v pribéhu experimentu méfil rozdil tepla, které musi byt dodano,

aby vzorek a reference mély stejnou teplotu.
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7.4.6 Statistické vyhodnoceni pokusu

Vlastnosti filmd ovlivitluje technologické zpracovani a slozeni téchto filmi. Filmy byly
slozeny z keratinového hydrolyzatu, chitosanu, glycerolu a glutaraldehydu. Mnozstvi hyd-
rolyzatu bylo u vsech filma stejné, nicméné mnozstvi chitosanu, glycerolu a glutaraldehydu
bylo v rizném poméru. Pomér jednotlivych slozek zna¢né ovliviiuje vlastnosti filmt. Ke
statistickému vyhodnoceni se ¢asto pouzivaji faktorové pokusy, které zjistuji, ktery se zvo-
lenych faktorti nejvice ovliviiuje sledovanou vlastnost. Mezi sledované vlastnosti filmu
patfily: Rozpustnost, maximalni napéti a teplota degradace. Vyhodou tohoto vyhodnoceni

je, Ze se ke zjisténi vysledkll nemusi provadét velké mnozstvi experimentt [43].

Faktorové pokusy byly nastaveny jako 23, protoze se sledovaly 3 faktory (vliv chitosanu,
glycerolu a glutaraldehydu) na dvou trovnich (minimdlni a maximalni hodnota) se dvéma
sttedovymi opakovanimi (dva vzorky se stejnym a stiedovym mnozstvim jednotlivych

komponent). Vysledky se vyhodnotily v programu Minitab 17.

Pomoci statistickych ukazatelti byl vyhodnocen vliv jednotlivych faktorti na vybrané vlast-
nosti filmd. Mezi tyto statistické ukazatele pattily: Fisherovy hodnoty, p-hodnoty a Pareto-
vy diagramy. Pomoci Fisherova testu Ize zjistit, ze kdyz F-hodnota vybraného faktoru ma
hodnotu vyssi, neZ je kriticka hodnota (10,13), jsou tyto faktory statisticky vyznamné. Po-
stup pii vyhodnoceni p-hodnot je obdobny. Pokud je p-hodnota nizsi, nez kriticka hodnota
(0,05), vybrané faktory maji vyznamny vliv na vybrané vlastnosti. Paretiiv diagram slouZzi
ke grafickému znazornéni statistické vyznamnosti faktord. Byly také vytvotreny vrstevnico-
vé diagramy, které popisuji chovani jednotlivych faktori na vybrané vlastnosti ptiprave-

nych filma [43].
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Vytéznost hydrolyzy

Na obrazku €. 7 je zndzornén postupny ubytek materidlu v jednotlivych krocich ptipravy

keratinového hydrolyzatu.

Mnozstvi viny pred hydrolyzou

416,0 g

A 4

MnoZstvi nerozloZzeného pevného podilu, ktery zlstal na PA tkaniné po filtraci

Mnozstvi nerozlozeného pevného podilu, ktery ustal po odstranéni

28,2 ¢

269,2 g

A 4

Mnozstvi vzniklého prasku keratinového hydrolyzatu

96,1¢g

Obrazek 7: Vytéznost hydrolyzy
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Vypocet vyt€znosti hydrolyzy:

100 %...416 g
x9%..96,1
x=2311%

Vytéznost hydrolyzy byla 23,1 %. Na obrazku ¢. 7 je mozné vidét, Ze nejveétsi ztrata byla
pii dialyze. Pti dialyze se z kapalného hydrolyzatu vyplavuji ven z membrany kratsi fetézce
keratinu. VE&tsi mnozstvi kratSich fetézcti mohlo vzniknout diky vysoké teploté pii hydroly-

ze, a rovnéz také vlivem vysokého pH roztoku.

Dalsim z divodi, ktery mohl prispét k vetsi ztrat¢ kapalného hydrolyzatu pii dialyze, je
jeho unik do vody. V pribéhu dialyzy se mirn¢ zvySuje tlak a pnuti v membrané, coz moh-

lo pfispét k netésnosti svorek uzavirajicich membranu.

8.2 Filmy

Z keratinového hydrolyzatu byly ptipraveny filmy. Vzhled filma je vidét na obrazku 8 a 9.

Obrazek 8: Film &. 1 (a), film & 2 (b), film &. 3 (¢) a film & 4 (d).
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Obrazek 9: Film €. 5 (e), film €. 6 (f), film €. 7 (g), film €. 8 (h), film €. 9 (i)
a film ¢. 10 (§).

Filmy €. 1 a 2 byly velmi kfehké. Diivodem mtize byt malé mnozstvi chitosanu (jen 5 % na
navazku hydrolyzatu) a zmékcovadla (50 % na navazku hydrolyzatu). Tyto filmy bylo ob-

tizn¢ z formy vyjmout, protoze se lamaly.

Film ¢. 3 obsahoval vyssi procento zmékcovadla (70 % na navéazku hydrolyzatu). Diky

v

tomu byl film ohebnéjsi a poddajnéjsi, a dalo se s nim 1épe pracovat.

Film €. 4 byl opét velmi kiehky. Obsahoval sice 70 % zmékcovadla na navazku hydrolyza-
tu, nicmén¢ ve srovnani s filmem ¢. 3 obsahoval 2 % sitovadla. Film ¢. 3 obsahoval 0,5 %
sitovadla. VEtsi mnozstvi sitovadla vytvotilo pevngjsi film, nicméné tato pevnost byla na

ukor kiehkosti filmu.
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Film ¢. 5 byl pevnéjsi, nez byly predchozi filmy. Diivodem zfejmé bylo vyssi procento chi-

tosanu (mnozstvi bylo 10 % na navazku hydrolyzatu). Tento film nemél tendenci se lamat.

Film €. 6 uz obsahoval 2 % sitovadla ve srovnani s filmem ¢. 5 (0,5 % na navazku hydro-
lyzétu). Tento film byl sice pevny diky vy$§imu obsahu chitosanu (10 % na navazku hydro-

lyzatu), ale vice se lamal nez film ¢. 5. Divodem je ziejmé vyssi procento sitovadla.

Filmy ¢. 7 a 8 byly velmi ohebné diky vétSimu mnozstvi zmek&ovadla (70 % na navazku
hydrolyzatu). Tyto filmy byly také dostatecné pevné kviili vy$sSimu procentu obsahu chi-
tosanu (10 % na navazku hydrolyzatu). LiSily se ve vzhledu. Film ¢. 8 byl na pohled mno-

hem hladsi nez film €. 7.

Filmy €. 9 a 10 mély stejné slozeni, které bylo na stifedu mezi skupinou filmti 1 az4 a 5 az

8. Diky stejnému slozeni byly filmy velmi podobné.

8.3 Analytické zkouSky

8.3.1 Keratinovy hydrolyzat

V tabulce €. 5 a 6 je mozné vidét vysledky analytickych zkousek u hydrolyzatu. Mezi tyto
zkousky patii mnozstvi suSiny, popela a dusiku. Mnozstvi dusiku bylo stanoveno Mikro-
Kjeldahlovou metodou. Tyto analytické zkousky s vyjimkou obsahu suSiny byly také pro-
vedeny u chitosanu, neodtué¢néné a odtu¢néné viny. Vysledky byly porovnany s vysledky

hydrolyzatu.

Tabulka 5: Obsah suSiny keratinového hydrolyzatu

Material Mnozstvi vihkosti [%] MnozZstvi suSiny [%]

Keratinovy hydrolyzat 7,51 92,49

Dtivodem stanoveni obsahu suSiny, bylo zjistit pfesné mnozstvi pfi navazovani. Ke kazdé
navazce bylo nutné pficist cca 8 % z navazky keratinového hydrolyzatu, protoZe mnoZzstvi

vlhkosti v hydrolyzatu je 8 %.
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Tabulka 6: Vysledky analytickych zkousek

Material Mnozstvi popela [%] Mnozstvi dusiku [%]
Keratinovy hydrolyzat 4,47 13,7
Chitosan 0,41 7,37
Neodtuénéna vina 1,53 12,39
Odtucnéna vina 0,95 14,9

Ze &tyt vzorkli mél nejmensi mnozstvi popela chitosan. To miize souviset se zpiisobem
ptipravy a nasledného ¢isténi tohoto materidlu. Nicméné vzhledem k tomu, Ze se jedna o
materidl dodany vyrobcem, nejsou znamy piesnéjsi informace o jeho piipravé. Velmi malé
mnozstvi popela obsahovala odtu¢néna vina. Je to dano predevsim tim, ze pred odtu¢nénim
byla vlna peclivé promyta a zbavena necistot. Neodtuénénd vlna promyta nebyla, a diky
tomu obsahuje vice popela nez vina odtu¢néna. Keratinovy hydrolyzat obsahoval ze vSech
vzorkll nejvyssi obsah popela. Souvisi to zfejmé se zptusobem jeho pfipravy. Piiprava byla
dvoustupnova. Jednalo se o kombinovany zplsob alkalické a enzymové hydrolyzy. Pfi al-
kalické hydrolyze byl pouzit Ca(OH).. Ptidavek této chemikdlie miiZze mit za nasledek

vy$$§i procento obsahu popela.

Nejmensi obsah dusiku mél chitosan. Diivodem je, Ze chitosan je polysacharid. Dale
z vysledkt vyplyva, ze nizky obsah dusiku ma také neodtucnénd vina. Je to dano tim, ze do
celkové hmotnosti vzorku neodtuénéné viny pfispivaji také necistoty a tuk. Tim padem se
sniZzuje procento mnozstvi dusiku. V odtucnéné viné jiz tuk ani necistoty nezvysuji hmot-
nost vzorku, a diky tomu je procentualné mnozstvi dusiku v odtu¢néné viné vyssi. Velké
mnozstvi dusiku se nachézi v keratinovém hydrolyzatu, protoze se jedna o vyextrahovanou
bilkovinu. Ve vysledcich odtu¢néna vina obsahuje vice dusiku nez keratinovy hydrolyzat.
MiiZe to byt zplisobeno tim, Ze keratinovy hydrolyzat obsahoval vice popela. Toto mnoz-

stvi popela obsazené v hydrolyzatu procentudlné snizuje mnozstvi dusiku v navézce.
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8.3.2 Analytické zkousSKky filmi

Stanoveni susiny

U vsech filma byl zjistovan obsah susiny. Vysledky jsou zaznamenany v tabulce €. 7.

Tabulka 7: Obsah suSiny ve filmech

Cislo filmu Mnozstvi vlhkosti [%] MnozZstvi suSiny [%]
1 5,45 94,55
2 6,27 93,73
3 5,86 94,14
4 6,65 93,35
5 7,49 92,51
6 7,18 92,82
7 6,94 93,06
8 6,46 93,54
9 7,43 92,57
10 6,95 93,05

U vyslednych filmi bylo nutné testovat obsah suSiny, protoZe obsah vlhkosti ve filmech by
mohl zna¢né ovlivnit vysledné vlastnosti téchto filmu. Projevilo by se to zejména u tahoveé
zkousky, pti kterych by se mohlo stat, Ze filmy, které by obsahovaly vyssi procento vlhkos-
ti, by vykazovaly vétsi prodlouzeni. Navic filmy byly ptfipravovany jednotlivé. U kazdé

ptipravy se mohly mirnég liSit okolni podminky.

Obsah vlhkosti se navzajem mezi filmy pfili§ nelisil, navic nebyl ani pfili§ odliSny od kera-

tinového hydrolyzatu (cca 8 % vlhkosti).

ZkouSka rozpustnosti

U vSech filmu byla zjistovana jejich rozpustnost. Doba, po kterou byly filmy testovany na

rozpustnost, byla 60 minut, 10 minut, 30 minut a 1 minuta.
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Tabulka 8: Zkouska rozpustnosti filmi

Doba rozpousténi 60 minut 30 minut 10 minut 1 minuta

Cislo filmu MnoZstvi rozpusténého materialu [%]
1 56,67 50,46 33,95 7,22
2 51,14 42,35 30,49 6,56
3 65,33 53,41 34,09 14,84
4 57,03 47,96 32,67 12,40
5 49,51 32,9 15,23 5,45
6 45,87 29,64 13,12 4,70
7 52,33 35,03 17,15 7,29
8 48,18 33,97 15,49 6,03
9 51,30 43,61 29,48 6,59
10 54,80 49,21 21,05 7,13

Rozpustnost jednotlivych filmi je zndzornéna i graficky na obrazcich ¢. 10 az 13.
V pribéhu zkousky rozpustnosti nedoslo u zadného filmu k plnému rozpusténi ani po 5
dnech. Viditelna zména filmi pfi rozpousténi se projevovala nejvice v prubéhu prvni hodi-

ny. V tabulce €. 9 jsou zapsany vysledky po 5 dnech rozpousténi.

Mmnodstvi rozpusténé ldatky %]

1. 2. 3 4, 5. B 7 8. 9 10,
Flm Film Film Flm Fim Flm FAlm Fim Flm FAim

Mmnodstvi rozpusténé latky [%]
3

1. 2 3 4, S [8 7. 8. 9. 1
Film Film Flm Film Film Film Film Film FAlm FAlm

Obrazek 10: Rozpustnost po 60 minutach Obrazek 11: Rozpustnost po 30 minutach
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L1
50
40
an
F1
10 I I
o
L 2. 3 4, S 6. T B. 9. 0.
Film Flm Film Film Flm Film Fim Flm Flm Fim

1. 2 3 4, S 6. T B. 5, 0.
Fim Film Film Fim Fim Fim FAim Fim Fim Film

MnoZstvi rozpusténé latky [%]
g
Mnozstvi rozpusténe latky [3%]

Obrazek 12: Rozpustnost po 10 minutach Obrazek 13: Rozpustnost po 1 minuté¢

Mnozstvi chitosanu ve filmech velmi ovlivituje rozpustnost téchto filmu. Filmy, které ob-
sahuji véts§i procento obsahu chitosanu, se rozpoustéji mnohem hufe nez ty, které obsahuji
chitosanu mén¢. Napt. filmy €. 1 a 5 obsahovaly stejné mnozstvi zmékcovadla i sitovadla,
ale rozdilné mnozstvi chitosanu. Film ¢. 5 obsahoval vice chitosanu (10 % chitosanu na
navazku hydrolyzatu) ve srovnani s filmem ¢. 1 (5 % chitosanu na navazku hydrolyzatu), a
diky tomu se rozpoustél hife. Filmu €. 5 se za dobu 60 minut rozpustilo jen 49,51 %, za-

timco filmu €. 1 56,67 %. Tento rozdil je vidét také mezi filmy ¢. 2a 6, 3 a7 nebo 4 a 8.

Dale mél velky vliv na rozpustnost filmi obsah zmékcovadla. Filmy, které obsahovaly
vys8i procento obsahu zmékcovadla, se rozpoustély mnohem vice nez ty s mensim obsa-
hem. Tento jev je mozné vidét mezi filmy ¢. 1 a3,2 a4, 5 a 7 nebo 6 a 8. Napt. filmy €. 1
a 3 obsahuji stejné mnoZzstvi chitosanu 1 sitovadla, ale film ¢. 3 obsahuje vyssi procento
obsahu zmékcovadla (70 % na navazku hydrolyzatu) neZ film €. 1 (50 % na navazku hyd-

rolyzatu), a diky tomu se filmu €. 3 rozpustilo 65,33 % a filmu €. 1 jen 56,67 %.

Mnozstvi sitovadla ve filmu rovnéz znacné€ ovlivnilo rozpustnost tohoto filmu.
S rostoucim obsahem sit'ovadla se sniZzovala rozpustnost. Tento jev je vidét mezi filmy €. 1
a2, 3a4, 5a6nebo 7a8. Napt. film ¢. 2 obsahoval 2 % sit'ovadla, a rozpustilo se ho
51,14 %, zatimco film ¢. 1 obsahoval pouze 0,5 % sitovadla, a jeho rozpustnost byla

56,67 %.

Mirna odliSnost v rozpustnosti byla také u filmt €. 9 a 10, které mély stejné slozeni.
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Tabulka 9: Rozpousténi po dobu 5 dna

Rozpousténi po dobu 5 dnu

Cislo filmu

MnoZstvi rozpu$téného materialu

MnoZstvi nerozpusténého materialu

[%o] [Yo]
1 58,96 41,04
2 51,41 48,59
3 67,52 32,48
4 63,71 36,29
5 78,28 21,72
6 76,42 23,58
7 81,69 18,31
8 84,53 15,47
9 60,82 39,18
10 62,67 37,33

Na obrazku €. 14 je graficky zndzornéno mnozstvi nerozpusténé¢ho materialu po dobu roz-

pousténi 5 dnil.

Mnoistvi neruzpusténého materialu

100
90
80
70
60

X 50

40
30
20
10

Rozpousténipo dobu 5 dnti

2. 3. 4,

1.

9. 10.

Film Film Film Film F|Im F|Im F|Im F|Im Film Film

Obrazek 14: MnozZstvi nerozpusténé¢ho materialu

U filma s vétsim mnoZstvim chitosanu (filmy €. 5 az 8) zistalo méné nerozpusténého zbyt-

ku. Pfi¢inou toho mlze byt nedostatecné piicné spojeni mezi fetézci keratinu sitovadlem.
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Sitovadlo pfi¢né spojilo mezi sebou jen nekteré fetézce, u téch ostatnich mohlo dojit ke
vzniku chemické vazby pouze v ramci jednoho fetézce (jedné §roubovice). Spatné spojeni
mezi fetézci mohlo nastat vlivem nedostate¢ného rozmichani sitovadla diky vysoké visko-
zit¢ smési. Vysokd viskozita byla zplisobena vétsim mnozstvim chitosanu. Chitosan zpu-
soboval spiSe vznik zapletenin mezi fetézci keratinu a chitosanu. Pti teploté 37 °C po dobu
asi 1 hodiny dochézelo zifejm¢ k rozplétani téchto zapletenin. Po ¢astecném rozpleteni fe-

tézcu se projevil vliv sitovadla.

U filmu €. 1 az 4 zGstal vétsi podil nerozpusténého zbytku nez u filma €. 5 az 8. Filmy €. 1
aZz 4 obsahovaly méné chitosanu. Smé&s pii michani méla mensi viskozitu, a diky tomu se
ziejme 1épe rozmichalo i sitovadlo. Tento jev mohl pfispét k vétsSimu poctu piicné spoje-

nych fetézcl keratinu, a tim k vét§imu mnozstvi nerozpusténé¢ho materialu.

Pti rozpousténi se projevil 1 vliv zmékcovadla. Filmy s vétsim mnozstvim zmé&kcovadla se
rozpoustély vice. Prikladem toho je rozdil mezi filmy 1 a 3. Oba dva obsahovaly stejné
mnozstvi chitosanu i sitovadla, ale film ¢. 3 obsahoval vice zmék¢ovadla, coz vedlo k jeho
vEtsi rozpustnosti. Zmékcovadlo ziejmé oddalilo fetézce keratinu mezi sebou, coz zmensi-
lo pravdépodobnost pro vznik pficné vazby, a film se rozpoustél vice. Vliv zmékcovadla se

dale projevil mezi filmy ¢. 2 a4, 5 a7 nebo 6 a 8.

Filmy €. 9 a 10 se vlivem stejného slozeni rozpoustély podobné. Jejich rozpustnost se po-

hybovala na stfedu mezi filmy ¢. 1 az4 a5 az 8.

8.4 Tahova zkouska

U filmt byla testovana pouze jeden typ mechanické zkousky. Jednalo se o zkousku taho-
vou. V tabulce €. 10 jsou zapsany hodnoty maximalni sily, maximalniho napéti a prodlou-
Zeni pfi maximalni sile, resp. maximalnim napéti. Tahovou zkouskou bylo zméteno pouze

7 filmt. Filmy €. 1, 2 a 4 nebyly zméteny, protoze byly velmi kiehké a rozpadly se.
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Tabulka 10: Vysledky z tahové zkousky

ProdlouZeni pri
C. fil- Maximalni sila [N] Maximalni napéti [MPa] m2-1x1{na}n1 s1le/v ,
mu maximalnim napéti
[%o]
3 15,75 1,02 2,90
5 10,79 1,00 2,50
6 20,54 1,85 3,06
7 17,66 1,15 4,51
8 20,28 1,20 5,01
9 13,12 0,83 5,33
10 11,42 0,55 5,51
Na obrazcich €. 15 az 21 jsou graficky zobrazeny vysledné tahové kiivky.
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X
ia
= J.q:
= 12
£ u | A
Ful
nr
o T T T T T T T T T T T 1
@ 5 W B N &5 ¥ £ & £ W 5 &
Prodiouieni [3%]
Obrazek 15: Tahova kiivka pro 3. film
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Obrazek 16: Tahova kiivka pro 5.film Obrazek 17: Tahova kiivka pro 6. film
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Obrézek 20: Tahova kiivka pro 9. film Obrazek 21: Tahova kiivka pro 10. film

Z tahovych kiivek je patrné, Ze s rostoucim mnozstvim sitovadla roste maximalni sila,
maximalni napéti, a klesa prodlouZeni pfi maximalni sile, resp. maximalnim napéti. Vliv
sitovadla je vidét mezi filmy 5 (0,5 % sitovadla) a 6 (2 % sit'ovadla), nebo 7 (0,5 % sito-
vadla) a 8 (2 % sit'ovadla). Z diivodu vét§iho mnozstvi sitovadla mél film €. 6 vyssi hodno-
tu maximalni sily (20,54 N), a rovnéz také vys$i hodnotu maximélniho napéti (1,85 MPa),
nez film €. 5 (maximalni sila 10,79 N a maximalni napéti 1,00 MPa). Rovnéz platilo, Ze se
tahova kiivka filmu €. 6 protdhla méné, nez u filmu €. 5. Obdobna situace nastala také mezi

filmy €. 7 a8.

S rostoucim mnozstvim chitosanu rovnéz rostla maximalni sila a s ni souvisejici maximal-
ni napéti. Vliv chitosanu je vidét mezi filmy ¢. 3 (5 % chitosanu) a 7 (10 % chitosanu).
Hodnota maximalni sily u filmu €. 3 je 15,75 N a maximélniho napéti 1,02 MPa, zatimco u

filmu €. 7 jsou tyto hodnoty 17,66 N a 1,15 MPa.

Mnozstvi zmékcovadla rovnéz velmi ovlivnilo tahové vlastnosti filmu. S rostoucim mnoz-

stvim zmékcovadla roste protazeni vzorki. Lze to vidét napt. mezi filmy €. 5 (50 % zméek-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

covadla) a 7 (70 % zméekcovadla), nebo 6 (50 % zmekcovadla) a 8 (70 % zmékcovadla).
Prodlouzeni pfi maximalni sile, resp. maximalnim napéti bylo u filmu €. 5 jen 2,50 %, za-

timco u filmu €. 7 az 4,51 %. Podobny rozdil byl také mezi filmy €. 6 a 8.

Filmy €. 9 a 10 mély stejné slozeni. M¢lo se jednat o kontrolni filmy, které svym slozenim
byly na pfesn¢ na stfedu mezi skupinami filmu ¢. 1az 4 a 5 az 8. Tahové kiivky téchto fil-
mu vypadaji velmi podobné¢. Tyto filmy se ze vSech filml nejvice prodlouzily, a maximalni
napéti pii prodlouzeni bylo u nich nejmensi. Divodem miize byt sloZeni téchto filmi, sou-

visejicim s optimalnim pomérem jednotlivych slozek.

8.5 Diferencialni snimaci kalorimetrie DSC

Jedinou termickou zkouskou, kterou byly otestovany filmy, byla diferencialni snimaci kalo-
rimetrie DSC. Touto metodou bylo otestovano vSech 10 film@. Na obrazcich €. 22 az 24 je

znazornén prabéh DSC kiivek jednotlivych film.

Na obrazku €. 22 jsou vidét DSC kiivky filmi 1 az 4, na obrazku €. 22 filmy 5 aZ §, a na
obrazku ¢. 23 filmy 9 a 10.

fexo
4. Film m =7,87 mg
3. Film m = 6,55 mg o 142,26 °C
5 |2.Film m = 9,59 mg ~ 141,81°C
Wg~-1
-~ 143,79 °C™
1.Film m =8,21 mg 5
2 1"r¥-w..,-r-.-.,"l,_'.
w7 142,86 'C
o g
¥ 5 1-:- : -.-LF = 5 5 Tt _:'-.- 1 i . .FA-_ 5 o :
el METTLER Mol sgne STAR® W 1400

Obrazek 22: DSC kiivky filmi €. 1 az 4
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DSC kiivky filmu €. 1 az 4 maji ptiblizn€ podobny pribeh. U kazdé kiivky se nachazi vidi-
telny pokles tésné za teplotou 140 °C, ktery ziejmé souvisi s Ty pfechodem. U filmu €. 1 a
4 je vidét mirny pik kolem teploty 290 °C, ktery zifejmé znac¢i odpafovani glycerolu. Filmy

zacinaji degradovat kolem teploty 215 °C az 250 °C.

hexo
159,65 °C
m m =907 mg v '
5 6. Filmm=833mg 158,04 °C
Wg~-1
5. Film m = 6,08 mg * ' 160,12 °C
,
— - 138,12 °C

IIK IIJ'C' ';‘:- II w e I;-C' .'-;'F i J.I?C :':-C ‘.I'“Cl ’ ':r'." l“:
Lab: METTLER Mied dghed STAR" S 18,00

Obrazek 23: DSC ktivky filmt 5 az 8

DSC kiivky filmi €. 5 aZ 8 maji také ptiblizn€ podobny prubeh. Na té€chto kiivkach se rov-
néz nachazi pokles. Teploty, odpovidajici témto poklestim, se u jednotlivych film mirné
li8i. Tyto teploty jsou v rozmezi od 138,12 °C do 160 °C. U filmu ¢. 7 se nachazi mirny
endotermni pik kolem teploty 290 °C, ktery zfejmé odpovidd odpafovani glycerolu. Zaca-

tek teploty degradace se u téchto filmli pohyboval pfiblizné od 230 °C do 270 °C.
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fexo
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Obrazek 24: DSC kiivky filmi 9 a 10

DSC kiivky filmi €. 9 a 10 mély velmi podobny pribéh. V oblasti teplot 130 °C az 150 °C
nastalo Tg. Ptiblizné€ od teploty 230 °C vzorky zacaly degradovat.

U filmt, které obsahovaly vice sitovadla, se Ty posunula mirn€¢ k vy$§im hodnotam. Vliv
sitovadla je vidét mezi filmy ¢. 1 a2, 3 a4, 5 a6, nebo 7 a 8. Napt. u filmu ¢. 1
s obsahem sitovadla 0,5 % byla hodnota T, 142,86 °C, zatimco u filmu ¢. 2 s obsahem si-
tovadla 2 % se hodnota Ty zvedla na teplotu 143,79 °C. Obdobné je tomu 1 u ostatnich

dvojic filmu.

Obecné lze tict, ze u vzorkl s vétsim mnozstvim chitosanu (filmy ¢. 5 az 8) byla teplota
degradace mirné¢ posunuta smérem k vy$§im hodnotam, ptiblizné od 230 °C zacaly vzorky
degradovat. Vzorky s menSim mnozstvim chitosanu (filmy ¢. 1 az 4) zacaly degradovat
ptiblizn¢ kolem teploty 215 °C. V tabulce €. 11 jsou zaznamendny teploty degradace jed-

notlivych filmi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

57

Tabulka 11: Teploty degradace

C. filmu

Teplota degradace (°C)

1

250,15

212,21

222,45

225,02

230,34

239,19

260,45

270,61

O RNQA| N[N [|[A|W N

249,11

235,29

8.6 Statistické vyhodnoceni

Vliv jednotlivych faktori (mnozstvi chitosanu, glycerolu a glutaraldehydu) na vybrané

vlastnosti filmil (rozpustnost, maximalni napéti v tahu a teplota degradace) byl hodnocen

pomoci F-hodnot, p-hodnot a Paretovych diagramd.

Pro bliZsi popis vlastnosti filml v zavislosti na jejich sloZeni byly také vytvofeny vrstevni-

cové diagramy.

8.6.1 Statisticka vyznamnost jednotlivych faktoru

Sledovani statistické vyznamnosti jednotlivych faktortt pomoci F-hodnot a p-hodnot je

vidét v tabulce ¢. 12.
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Tabulka 12: F-hodnoty a p-hodnoty

Faktor Rozpustnost Maximalni napéti v Teplota degradace
[%] tahu [MPa] [°C]
F-hodnota | p-hodnota | F-hodnota | p-hodnota| F-hodnota | p-hodnota

chitosan 23,98 0,128 14,16 0,165 13,52 0,182
[o]

glycerol 7,90 0,218 9,59 0,326 10,24 0,201
[Vo]

GA [%] 9,54 0,199 12,66 0,174 16,41 0,151

Vyznamnost jednotlivych faktort byla také posuzovéna na zaklad¢ Paretovych digramd,

které se nachazeji na obrazcich ¢. 25 az 27.

Paretiv diagram pro rozpustnost

EC

REC

Obrazek 25

B _chitosan 3%}
B._.glycerol [3)
CGA[%)

: Paretliv diagram pro rozpustnost
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Paretiiv diagram pro maximalni napéti v tahu

12T

B chitosan 3}

B ghycerol 3}
L C..GA %)

AL
L]
-]
=] Fi 4 & ] [] ] 14
Obrazek 26: Paretliv diagram pro maximalni napéti v tahu
Paretuv diagram pro teplotu degradace ,
BC
— & _chitozan (%]
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C_GA [%)
B
8c
A
e
-

Obrézek 27: Paretliv diagram pro teplotu degradace

Na rozpustnost ma nejvetsi vliv chitosan, déale glutaraldehyd, a na poslednim misté glyce-
rol. Dle Paretova diagramu nebyl zadny faktor ovlivilujici rozpustnost statisticky vyznam-
nym. Ve stejném trendu jako je Paretlv digram se nachazeji F-hodnota a p-hodnota. F-

hodnota dokonce vyhodnotila vliv chitosanu statisticky vyznamnym.

Maximalni napéti v tahu je podle Paretova diagramu velmi ovlivnéno chitosanem a gluta-
raldehydem. Vliv chitosanu mirné¢ ptevlada nad vlivem glutaraldehydu. Kombinace chi-
tosanu a glutaraldehydu ma také vyznamny vliv na napéti v tahu. Maximalni napéti v tahu
je nejméné ovlivnéno glycerolem. Vice neZz samotny glycerol, ovliviiuje napéti v tahu

kombinace chitosanu a glycerolu. Potadi vlivu chitosanu, glutaraldehydu a glycerolu na



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

maximalni napéti v tahu je opét ve stejném trendu, jako je F-hodnota nebo p-hodnota. F-

hodnota vyhodnotila vliv chitosanu a glutaraldehydu statisticky vyznamnym.

Parettiv diagram ukazuje, ze teplotni degradace vzorktl je velmi ovlivnéna kombinaci jed-
notlivych slozek (chitosan, glycerol a glutaraldehyd). Tato kombinace svym vlivem pievla-
da nad vlivem jednotlivych slozek. Nejvétsi vliv ma kombinace glycerolu a glutaraldehy-
du. Z hledisku vlivu jednotlivych slozek ptevlada vliv glutaraldehydu a glycerolu. Chitosan
jakoZto samotna slozka ovliviiuje dle Paretova diagramu teplotu degradace ze vSech slozek
nejméng. V piipad¢ teploty degradace informace ziskané z Paretova diagramu nejsou ve
stejném trendu, jako jsou F-hodnoty a p-hodnoty. F-hodnota vyhodnotila chitosan druhym
vyznamnym faktorem v potadi, a dokonce vSechny tfi faktory vyhodnotila jako statisticky

vyznamnymi.

8.6.2 Vrstevnicové diagramy

Pomoci vrstevnicovych diagrami byl podrobnéji posuzovan vliv jednotlivych faktord na
vybrané vlastnosti filmt, jako byla rozpustnost, maximalni napéti v tahu a teplota degrada-

C€.

Hodnoceni rozpustnosti bylo znazornéno na obrazcich €. 28 az 30.

Rozpustnost
2,00

1,75 S0 - 55

1,50

GA (%)

1.25

1.00

0,75

0.50
5 L T & -} 10

chitosan (%)

Obrazek 28: Rozpustnost (%): GA (%) vs chitosan (%)

Z obrazku €. 28 je patrné, Ze rozpustnost filmu klesne pod 50 %, je-li mnozstvi glutaralde-

hydu v rozmezi od 1,75 % do 2 % a mnoZzstvi chitosanu pfiblizné€ od 8 % do 10 %. Naopak
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pfidavkem glutaraldehydu v rozmezi pfiblizné od 0,50 % do 0,75 % a chitosanu pod 5,5 %

se rozpusti vice, jak 65 % filmu.

Rozpustnost

glycerol (%)

3 6 7 8 9
chitosan (%)

Obrazek 29: Rozpustnost (%): glycerol (%) vs chitosan (%)

Na zékladé obrazku €. 27 je patrné, ze bude-li se mnozstvi glycerolu pohybovat piiblizné
od 50 % do 55 %, a mnozstvi chitosanu bude v rozmezi od 8,5 % do 10 %, rozpusti se ma-
ximalné 50 % filmu. Z obrdzku je dale patrné, ze nejhorsi rozpustnost budou mit filmy,
bude-li se mnozstvi glycerolu pohybovat ptiblizné nad 66 % a mnozstvi chitosanu klesne
pod 6 %. Zvedne-li se mnozstvi glutaraldehydu nad 66 %, a mnozstvi chitosanu klesne pod

6 %, rozpustnost filmu vzroste aZ na 65 % a vice.

Rozpustnost

&0
glycerol (%)

Obrazek 30: Rozpustnost (%): GA (%) vs glycerol (%)
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Dle obréazku ¢. 30 je moZné konstatovat, ze ptidavkem glutaraldehydu pfiblizné nad 1,60 %
a chitosanu pod 55 % se nerozpusti vice, jak 50 % filmu. Pfidavkem glutaraldehydu pfi-

blizné€ do 1,25 % a glycerolu nad 61 % rozpustnost filmu stoupne na 55 az 60 %.

Hodnoceni maximalniho napéti v tahu bylo zndzornéno na obrazcich ¢. 31 az 33.

Maximalni napéti v tahu

2,00
Maximalni

napéti v
tahu
(MPa)

[ | < 0,6
mos - 08
mos - 10
m L =12
Wz - 14
|4 - 16
mis - 18
[ ] > 18

175

1,50

1,25

GA (%)

1,00

0,75-

& 7 8 9 10
chitosan (%)

Obrazek 31: Maximalni napéti v tahu (MPa): GA (%) vs chitosan (%)

Na obrazku ¢. 31 je vidét, ze bude-li se mnozstvi glutaraldehydu pohybovat v rozmezi
hodnot pfiblizn€ od 1 % do 1,50 % a mnozstvi chitosanu pfiblizné od 6,5 % do 8,5 %, ma-
ximalni napéti v tahu klesne pod 0,6 MPa, Pfidavkem glutaraldehydu nad 1,75 % a mnoz-

stvi chitosanu nad 9 % bude hodnota maximalniho napé&ti v tahu vyssi, jak 1,8 MPa.
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Maximalni napéti v tahu

Maximalni

napéti v
tahu
(MPa)

<10

mie -1

mi -12

W2 -3

o =13

glycerol {%)

5 7 8 10
chitosan (%)

Obrazek 32: Maximalni napéti v tahu (MPa): glycerol (%) vs chitosan (%)

Dle obrazku ¢. 32 je mozné konstatovat, ze vliv glycerolu zaujima Siroké pasmo
v diagramu, coz mize znamenat, Ze vliv glycerolu na maximalni napéti v tahu je vyznam-
ny. Z vrstevnicového digramu je vidét, Ze piidavkem glycerolu pfiblizn€ nad 51 % se hod-
nota maximalniho napéti v tahu pohybuje v rozmezi od 1,0 MPa do 1,1 MPa. Aby se mirné
snizil G¢inek glycerolu, je nutné ptidat vic, jak 8 % chitosanu. Pokud bude mnozstvi chi-
tosanu vyssi, jak 9 %, a mnozstvi glycerolu pfiblizné do 52 %, vzroste hodnota maximalni-
ho napéti v tahu na hodnotu, kterd se bude pohybovat v intervalu od 1,2 MPa do 1,3 MPa.
V rozporu s vrstevnicovym diagramem je Parettv diagram, F-hodnota i p-hodnota. Na za-
kladé hodnoceni statistické vyznamnosti bylo totiz zjisténo, Ze vliv glycerolu je az na po-

slednim misté.
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Maximalni napéti v tahu

60
glycerol (%)

Obrézek 33: Maximalni napéti v tahu (MPa): GA (%) vs glycerol (%)

Obrazek ¢. 33 znazornuje, Ze v pripadé maximalniho napéti v tahu vliv glycerolu prevysuje
vliv glutaraldehydu. Pokud je mnozstvi glutaraldehydu vyssi, jak 1,75 % a mnozstvi glyce-
rolu do 50 %, hodnota maximalniho napéti je vyssi, jak 1,3 MPa. Snizenim mnozstvi gluta-
raldehydu pfiiblizné pod 1,25 %, a zvySenim mnoZstvi glycerolu nad 63 %, klesne hodnota
maximalniho napéti na rozmezi hodnot od 1,0 MPa do 1,1 MPa. Dal§im snizenim mnoz-
stvi glutaraldehydu pod 1 % pfi zachovani stejného mnozstvi glycerolu (asi 63 %) klesne

hodnota maximalniho napéti v tahu pod 1 MPa.
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Hodnoceni teploty degradace bylo zndzornéno na obrazcich ¢. 34 az 36.

Teplota degradace
2.00

Teplota
degradace
Q
175 W <230
W 230 - 240
| 240 = 250
250 - 260
1.50 | 260 - 270
W 270 - 280
| > 280
é 128
<
o
1.00
0,75
0,50

5 6 7 B 8 10
chitosan (%)

Obrazek 34: Teplota degradace (°C): GA (%) vs chitosan (%)

Na obrazku €. 34 je patrné, Ze bude-1i mnozstvi glutaraldehydu vyssi, jak 1,75 %, a mnoz-
stvi chitosanu se bude pohybovat nad 9 %, bude teplota degradace nad 280 °C. Naopak
teploty degradace, kterd bude niZsi, jak 230 °C, se dosahne snizenim mnozstvi glutaralde-
hydu pftiblizn€ pod 0,85 %, a ptidavkem chitosanu v rozmezi mnozstvi od 5 % do ptiblizn¢

6,5 % a od pfiblizné 8,5 % do 10 %.
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Obrazek 35: Teplota degradace (°C): glycerol (%) vs chitosan (%)

Dle obrazku ¢. 35 se mnozstvim glycerolu piiblizné pod 55 %, a mnozstvim chitosanu
v rozmezi od 5 % do pfiblizné€ 6 % a od ptiblizné 8,5 % do 10 %, hodnota teploty degrada-
ce bude pohybovat v rozmezi hodnot od 250 °C do 260 °C. ZvySenim mnozstvi glycerolu
nad 55 % a ptidavkem mnozstvi chitosanu od 6 % do pfiblizn€ 9 % teplota degradace kles-

ne na rozmezi hodnot od 230 °C do 240 °C.
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Obrazek 36: Teplota degradace (°C): GA (%) vs glycerol (%)

Obrazek ¢. 36 znazorfiuje, Ze mnozstvi glutaraldehydu pod 1 % a mnoZstvi glycerolu
v rozmezi od 50 % do pfiblizn€ 55 % a od pfiblizné 63 % do 70 %, snizuje degradaci filmu
pod teplotu 230 °C. ZvySenim mnoZstvi glutaraldehydu nad 1,75 % a pfidavkem mnoZstvi

glycerolu do 54 % se hodnota teploty degradace zvysi nad 280 °C.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

ZAVER

Diplomova préce byla rozdélena na dvé ¢asti, na teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretické
¢asti byly popsany informace o keratinu, o jeho vlastnostech a vyskytu. Podstatné ¢ast pra-
ce byla vénovéna zplisobum ptipravy keratinového hydrolyzatu. Dalsi ¢ast byla vénovana
pripravé filma z keratinového hydrolyzatu a modifikaci vlastnosti téchto filmii s pouzitim

chitosanu.

Prvnim cilem praktické ¢asti bylo pfipravit keratinovy hydrolyzat z ovc¢i viny. Keratinovy
hydrolyzat byl pfipraven kombinaci alkalické a enzymové hydrolyzy, kterou bylo rozloZeno
pfiblizn€ 87 % viny. Druhym cilem bylo vyrobit filmy z keratinového hydrolyzatu. Kromé
keratinového hydrolyzatu byl soucasti téchto filma také chitosan, zmékcovadlo glycerol a
sitovadlo glutaraldehyd. Bylo pfipraveno 10 filmt, u nichz bylo vzdy stejné mnozstvi kera-
tinového hydrolyzatu a mnozstvi zbylych slozek bylo naplanovano statistickou metodou
faktorovych pokusti 2° pomoci programu Minitab 17. Tfetim cilem bylo otestovat filmy, a
statisticky vyhodnotit vliv jednotlivych faktord (mnozstvi chitosanu, glycerolu a glutaral-
dehydu) na vybrané vlastnosti filml (rozpustnost, tahové vlastnosti a teplota degradace).
Statistickd vyznamnost faktorti byla vyhodnocena pomoci Paretovych diagrami, dale F-
hodnot a p-hodnot. K rozsifeni informaci souvisejicich s vlivem jednotlivych faktord na
vybrané vlastnosti filml byly vytvofeny vrstevnicové diagramy zpracované programem

Minitab 17.

Rozpustnost filml byla testovana po 1 minuté, dale po 10, 30 a 60 minutach. V pribéhu
testovani rozpustnosti bylo zjisté€no, Ze filmy s vétS§im mnoZzstvim chitosanu a glutaralde-
hydu se rozpousti méné, naopak filmy s vétsim mnozstvim glycerolu vice. Zadny z filmu se
nerozpustil Gplné€ ani po 5 dnech rozpousténi. Zvysenim mnozstvim chitosanu z 5 % na 10
% se snizi rozpustnost filmu az o 10 %, zvySenim mnozstvi glutaraldehydu z 0,5 % na 2 %
se rozpustnost filmi snizila v priméru o 2 %. Naopak ptidavkem glycerolu z 50 % na 70 %
se rozpustnost zvysila v priméru o 10 %. Z Paretova diagramu bylo zjisténo, Ze nejveétsi
vliv na rozpustnost ma chitosan, dale glutaraldehyd, a az na tfetim misté glycerol. Ve stej-
ném trendu jako Paretiiv diagram se nachéazely také F-hodnota a p-hodnota. Z F-hodnoty se

také ukazalo, Ze vliv chitosanu je statisticky vyznamny.

Pfi testovani tahovych vlastnosti filma se dospélo k zdvéru, ze s rostoucim mnozstvim

zmékcovadla roste prodlouzeni filmi. S rostoucim mnozstvim chitosanu a glutaraldehydu
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roste napéti v tahu. ZvySenim mnozstvi chitosanu z5 % na 10 % se zvySilo maximalni
napéti priblizn€ o 0,15 MPa. NavySenim mnozstvi glutaraldehydu z 0,5 % na 2 % se zvysi-
lo maximalni napéti v tahu az o 0,85 MPa. Naopak ptidavkem glycerolu z 50 % na 70 % se
prodlouzeni pfi maximalnim napéti zvysilo z 2,50 % na 4,51 %. Z Paretova diagramu bylo
zjisténo, Ze nejvetsi vliv na maximalni napéti v tahu ma chitosan, dale glutaraldehyd, a na
poslednim misté glycerol. F-hodnota a p-hodnota byly ve stejném trendu. Z F-hodnoty se

rovnéz ukézalo, Ze vliv chitosanu je opé¢t statisticky vyznamnym.

Z DSC kiivek bylo mozné posoudit, ze u filma s vétSim mnozstvim glutaraldehydu se mir-
né posunula teplota skelného pfechodu smérem k vy$§im hodnotdm. ZvétSenim mnozstvi
glutaraldehydu z 0,5 % na 2 % se teplota skelného piechodu posunula smérem k vys$im
hodnotdm pfiblizné o 25 °C. S rostoucim mnoZzstvim chitosanu se posunula smérem
k vy$$im hodnotam také teplota degradace. ZvétSenim mnozstvi chitosanu z 5 % na 10 %
se hodnota teploty degradace zvysila ptiblizné az o 40 °C. Z Paretova diagramu bylo zjisté-
no, ze na teplotu degradace ma velky vliv glutaraldehyd. Obdobné informace ndm poskytla

1 F-hodnota a p-hodnota.

Zaveérem lze konstatovat, ze chitosan méa vyznamny vliv na vlastnosti keratinovych filma.
Zvysuje mechanické vlastnosti filmi tykajici se pevnosti a soudrznosti. Nicmén¢ filmy jsou
naopak mén¢ poddajné a ohebné. S rostoucim mnoZstvim chitosanu se snizuje prodlouzeni
v tahu, a také rozpustnost filma. V ptipad¢ teploty degradace je vliv chitosanu pievysen
vlivem glutaraldehydu. Vyznamny vliv na rust teploty degradace smérem k vys$sim hodno-
tdm ma pouze kombinace chitosanu a glutaraldehydu, kterd dokonce svym vlivem pievysu-

je vliv samotného glutaraldehydu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Arg Arginin

Gly Glycin

Asp Kyselina asparagova

Leu Leucin

Val Valin

Ser Serin

DSC Diferen¢ni snimaci kalorimetrie
T Teplota skelného prechodu

3D Trojrozmérny prostor

PA6 Polyamid 6

PVAL  Polyvinylalkohol

PVP Polyvinylpyrrolidon

PEO Polyetylenoxid

KLU Kilo lipazovych jednotek
4-FPBA 4-formyl-fenyl-kyselina borita

kDa Kilodalton
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