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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva piipravou filmi z keratinového hydrolyzatu, chitosanu
a dalSich aditiv s naslednym zhodnocenim jejich vlastnosti. V teoretické ¢asti jsou uvedeny
zakladni informace, které se tykaji keratinu a chitosanu a jejich vlastnosti, tj. slozeni,
struktury, zdroju, z nichz se ziskévaji a jejich vyuziti. V zavéru teoretické ¢asti jsou uvedeny
ptriklady filmi keratin/chitosan v praxi. V praktické ¢asti je popséna piiprava keratinového
hydrolyzatu za pouziti dvoustupnové hydrolyzy. Nasledné byly litim pfipraveny filmy slozené
z keratinového hydrolyzatu, chitosanu, zmekcovadla glycerolu a sitovadla glutaraldehydu.
Vstupni materidly a pfipravené filmy byly testovany pomoci fyzikalné-chemickych zkousek
(rozpustnost, tepelna stabilita, obsah dusiku a popelovin) s ndslednym statistickym
vyhodnocenim.

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

ABSTRAKT

This master thesis deals with a preparation of films from keratin hydrolyzate, chitosan and
other additives with subsequent evaluation of their properties. In the theoretical part basic
information about keratin and chitosan and their attributes such as the composition,
the structure, the sources from which they are obtained and their use are present. At the end
of the theoretical part, there are examples of keratin/chitosan films in practice. The practical
part describes preparation of the keratin hydrolyzate by two-stage hydrolysis. Then films
consisting of keratin hydrolyzate, chitosan, plasticizer glycerol and crosslinking agent
glutaraldehyde were prepared. Input materials and prepared films were tested by using
physical-chemical tests (solubility, thermal stability, amount of nitrogen and ash) with
statistical evaluation.

Keywords: keratin, hydrolyzate, chitosan, films
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UvVoD

Keratin je vlaknita bilkovina, kterd se nachdzi v epidermalni vrstvé savcl a mezi jeho
hlavni zdroje patii vina, pefi a vlasy. Je odolny vici fyzikdlnim a chemickym faktorim
a je nerozpustny. Diky pficnym spojenim polypeptidovych fetézct disulfidovymi vazbami
je obtizn¢ zpracovatelny a nemtize tak byt dostatecné vyuzit. Vznika tak velké mnozstvi
nezadouciho odpadu, ktery se Casto likviduje a to i presto, ze keratin je biokompatibilni
a biodegradabilni. Pomoci rtiznych hydrolyz lze ziskat keratinovy hydrolyzat, se kterym
se jiz da dale pracovat. Pomoci hydrolyzy se odd¢li peptidové a disulfidové vazby a keratin
jiz lze rozpustit. Keratinovy hydrolyzat tak nachazi své uplatnéni ve spousté odvétvi,
predevsim ve farmaceutickém, kosmetickém nebo potravinaiském prumyslu.

Chitosan je jedineCny biopolymer, ktery kromé¢ biokompatibility a biologické
rozlozitelnosti vykazuje vynikajici vlastnosti. Diky tomu nabizi chitosan jedinecnou
prilezitost pro rozvoj biomedicinskych aplikaci, zejména v tkanovém inzenyrstvi.

Spojeni keratinu a chitosanu ma diky jejich specifickym vlastnostem a relativné nizkymi
naklady velky potencial pfi vyvoji nové generace biomateriali.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KERATIN

Keratin fadime mezi vlaknité strukturdlni bilkoviny, znamé jako skleroproteiny, které
nalezneme v pfirod¢€. Je pfitomen u savcil, plazl, ptakl a ryb, témét ve vSech cCastech téla,
vcetné kopyt, rohtli, kozeSiny, viny, kiize, pefi a zobakl. Keratin je bran za jedinou latku,
ale je to sm¢s bilkovin a enzymu. Jeho funkce je mechanickd a ochranna. [1, 2, 3]

Tento Siroce pouzivany nerozpustny protein se nachazi ve sttednich vldknech. Tvofti hlavni
¢ast cytoplazmatickych epitélii a epidermalnich ptidavnych struktur, jako jsou vlasy, vina,
rohy a nehty. Nalezneme jej pouze v epitelidlnich buiikach a je charakterizovan témito
jedine¢nymi vlastnostmi:

- odolny vuci fyzikalnim a chemickym faktoram prostredi;

- nerozpustny ve vodé, ve slabych kyselinich a zasadach, organickych
rozpoustédlech;

- necitlivy na napadeni béZnymi proteolytickymi enzymy, jako je trypsin nebo
pepsin;

vvvvvv

strukturnich proteind. [1, 2, 4]
1.1 Slozeni

Keratiny, stejn¢ jako  vSechny  bilkoviny, jsou slozeny =z  pfirozené
se vyskytujicich aminokyselin v rizném poctu a sekvenci. Tyto aminokyseliny jsou
spojeny peptidovymi vazbami (-CO-NH-). Aminokyselinova sekvence keratinu ovlivituje
vlastnosti a funkce keratinového vlakna. Navic pozice specifické aminokyseliny v fetézci
muze ovlivnit celou trojrozmérnou architekturu keratinové molekuly. [5, 6]

Keratin se vyznaCuje vysokym obsahem aminokyselin jako glycin, alanin, serin a valin.
Také obsahuje ve své struktufe menSi mnoZstvi methioninu, lysinu a tryptofanu.
NejvyznamnéjS$imi slozkami (7 — 12 %) jsou cystin a cystein. Jsou to aminokyseliny
obsahujici siru. Chemicka aktivita keratinu je do zna¢né miry zavisld na cystinu, ktery
prochazi hydrolyzou, oxidaci a redukci (tab. 1). [7]

Aminokyseliny jsou klasifikovany jako iontové nebo neiontové, polarni nebo nepolarni.
Cystein a cystin (obsahujici sulfidové a disulfidové vazby) jsou odpovédné za vytvareni
kovalentnich vazeb. Vodikové vazby jsou vytvofené neiontovymi polarnimi
aminokyselinami, jako je threonin, histidin nebo glutamin. Iontové polarni aminokyseliny,
kyselina glutamov4, arginin a lysin jsou odpovédné za iontové vlivy. Jako ptiklad
nepolarnich aminokyselin mtizeme uvést methionin, prolin nebo fenylalanin. [7]
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Tabulka 1 — Aminokyselinové slozeni keratinu z vlny a ptaciho peti na 100 g bilkovin

SloZeni Ov¢i vina [g] Ptaci peri [g]

Cystein 12,72 7,80
Histidin 0,70 0,20
Serin 9,40 14,10
Threonin 6,76 4,10
Tyrosin 5,80 1,40
Arginin 10,40 3,80
Kyselina aspargova 7,27 5,60
Kyselina glutamova 15,27 6,90
Lysin 3,30 0,60
Alanin 4,40 8,70
Fenylalanin 3,80 3,10
Glycin 6,50 13,70
Isoleucin - 3,20
Leucin 11,30 8,30
Methionin 0,70 0,10
Prolin 6,75 9,80

Valin 4,72 7,80

1.2 Rozdéleni

Existuje n€kolik zdroju a typi keratinu. Bylo zjiSténo, ze keratiny z lidského a hovéziho
zdroje jsou si podobné a to s ohledem na naboj, velikost a imunoreaktivitu. V zévislosti
na podilu aminokyselin s obsahem siry jsou keratiny klasifikovany jako ,mekké*
a,tvrdé.

e Mc¢ekké keratiny maji mensi obsah cystinu a mensi odolnost vii¢i chemickym
faktoriim. Nachdazeji se ve stfednich vlaknech a jsou uspotfadany ve volné¢ nabitych
svazcich a jsou odpovédné za mechanickou odolnost epitelialnich bunék.

e Tvrdé keratiny maji vysoky obsah cystinu a vysokou chemickou odolnost.
Nachazeji se v uspotfadanych polich matric v chlupech, nehtech, drapech a zobacich
a prispivaji k pevné struktufe epidermalnich vrstev. [1, 2, 4, §]

Keratiny Ize rovnéz klasifikovat jako a-keratiny nebo B-keratiny (obr. 1).

e o-keratiny jsou vlaknité a obsahuji Sroubovicovou strukturu s mikrovldkny
zapusténymi v amorfni keratinové matrici a zarovnanymi vlakny podél osy.
Poskytuji vlaknu houZevnatost.

e [-keratiny se syntetizuji ve formé pevnych struktur (drapy, zobédky) a z toho plyne,
7e maji vynikajici chemickou odolnost a mechanickou pevnost. [2, 4]
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Obrazek 1 — Struktura a-helixa a B-listi keratinu

1.3 Zdroje keratinu

Obvyklé komeréni zdroje keratinu jsou zivocisné odpady z dribeziho primyslu,
zpracovani masa a kiize. Vyuzivad se ve velkém mnozstvi v textilnim a krmivarském
pramyslu, dale pak v kosmetickém, obalovém nebo farmaceutickém pramyslu
a v neposledni fadé¢ také v zemédélstvi na vyrobu hnojiv. [9]

1.3.1 Vlna

Vlna je pfirodni bilkovinné vlakno a tvofi jej az 95 % keratinu. Surovy material
je z chlupaté ¢asti klize ovcei, koz, kralik a velbloudu a slouzi jako tepelné izolace. Poté
se z ni vyrabi textilni tkanina. Sklada se z prvkl uhliku, vodiku, kysliku, dusiku a siry.
S vyjimkou velkého obsahu siry je elementarni slozeni typické pro bilkoviny. Keratinovy
protein obsahuje cystin (disulfidové vazby), (obr. 2), a solné mustky mezi fetézci, které
zajiStuji stabilitu a pevnost vldken z viny. [10]

Obrazek 2 — Disulfidové vazby mezi polymernimi fetézci

Vlna sestava hlavné z a-keratinti, které jsou relativné robustni a nerozpustné v tradi¢nich
rozpoustédlech kvili pfitomnosti disulfidovych vazeb.
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Obrazek 3 — Struktura vlakna viny Merino s primérem 20 pm

1.3.2  Pefi

Peti obsahuje az 90 % keratinu s primérnou molekulovou hmotnosti 10 kDa. Tvofi vné&jsi
kryti ptakd, odlisné pro kazdy druh, nékdy dokonce poddruh a pohlavi, odliSujici stavajici
ptaky od jinych Zijicich skupin a umoziujici jim 1état. Pefi pokryva téméf celé télo ptaki
akrom¢ letu pomahd pfi tepelné izolaci a hydroizolaci jejich tél. Odhaduje se,
ze celosvétové se vyprodukuje vice nez 8,5 miliardy tun. Pefi je tvofené v drobnych
folikulech v kiiZzi a je tvofeno piedev§im [B-keratinovymi bilkovinami (obr. 4). Odpady
z pefi se pouZzivaji pfi vyrobé krmiva s nizkou vyzivou. Mohou byt také pouzity k vyrobé
kompoziti na bazi polyethylenu a jako vyztuze s kratkymi vldkny pro kompozitni
materidly s matrici jako je napf. polymethylmethakrylat. Ve formé prasku je pouZivano
v kosmetice, natérech, kultivaci bun¢k. [11, 12, 13]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

Ny A
.-'.-'} el 4.# Fial .{' _._,f. / {

¥ A AR 117/

it

Obrazek 4 — Pefi

1.4 Vyuziti keratinu

1.4.1 Keratinovy hydrolyzat

Keratiny maji velmi stabilni strukturu a vykazuji vysokou chemickou a predevSim
mechanickou odolnost a to je hlavni pfekdZkou v nativnim zpracovani keratinu. Diky
tomu jsou velmi odolné proti degradaci a je obtizné je rozlozit, coz vede k jejich
nedostate¢nému vyuZziti. Abychom ziskali keratinovy hydrolyzat, je dulezité narusit
disulfidické mistky. Toho docilime hydrotermalni upravou, kterd se provadi za vysokého
tlaku a vysokych teplot za pouziti kyselin nebo zasad. [14]

Pro piipravu hydrolyzatu mtizeme vyuzit alkalické, kyselé, enzymové hydrolyzy nebo
jejich kombinaci. [14, 15]

Po extrakci se keratinovy hydrolyzat dale vyuZziva pro vyrobu prasku, gell, povlaki, folii,
vlaken nebo pén. [16]

1.4.2 Keratinové filmy

Jednou zmetod ptfipravy keratinovych filml je metoda liti z rozpoustédla. Diky této
technologii ziskdme jednotnou distribuci tloustky a vysokou ¢istotu filmu.

Jako prvni je dulezitd pfiprava keratinového hydrolyzatu neboli redukované formy
keratinu. Zdroj keratinu, vlna ¢i pefi, se promyje, vyCisti a rozemele na mald vlakna.
Poté probiha hydrolyza, dialyza a nasledné se ziska prasek keratinového hydrolyzatu.

Z prasku keratinového hydrolyzatu a vody ziskame kapalny keratinovy hydrolyzat, ktery
se dale smisi s dalSimi aditivy, napt. se zmékcovadlem (glycerolem), ktery filmu doda
pruznost a zlepsi vlastnosti filmu. Poté se filmotvornd disperze vylije na hladkou desku
anecha se vysusit pii pokojové teploté. Pro sloupnuti vysuSeného filmu se deska
na kratkou dobu zahfeje. Ziskdme transparentni, pomérné silny, flexibilni a biologicky
rozlozitelny film (obr. 5). [16]
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Obrazek 5 — Schéma vyroby filmu litim rozpoustédla
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2 CHITOSAN

Chitosan (2-amino-2-deoxy-[1—4]-B-D-glukopyranan) je pfirodni polymer, polysacharid
Chitin, vychozi material pro chitosan, je po celuléze druhym nejrozsifenéjSim pfirozené
se vyskytujicim polysacharidem. Chitin je dilezitou soucasti bunécné stény hub, skeletti
korysti a hmyzu. Chitosan je N-deacetylovany derivat chitinu, linedrni a polokrystalicky
polysacharid slozeny z glukosaminovych a N-acetylglukosaminovych jednotek spojenych
B- (1 — 4) glykosidickymi vazbami. [17, 18, 19]

Chitosan je bily az svétle Cerveny pevny prasek, zabarveni se li§i v zavislosti
na podminkach zpracovéani a mnozstvi zbytkovych pigmentt. [17, 20]

CH,OH

OH o

NH,

Obrazek 6 — Vzorec chitosanu

Pokud je frakce glukosaminovych jednotek vétsi nez 50 %, je polymer obecné nazyvan
chitosanem a pocet glukosaminovych jednotek se nazyva stupent deacetylace (DDA).
Chitin je na druhé stran¢ pojem, kdy jsou jednotky N-acetylglukosaminu vétsi nez 50%
a pocet acetamidoskupin se nazyva stupenl acetylace (DA). Pokud DDA chitinu dosédhne
piiblizné¢ 50% nebo vice (v zévislosti na pivodu polymeru a podminkach zpracovani)
je rozpustny ve vodném kyselém prostfedi. Chitosan je nerozpustny ve vodném roztoku
nad pH 7, ve své krystalické form&. AvSak ve zfedénych kyselinach (pH < 6)
protonizované volné aminoskupiny na glukosaminu usnadiiuji rozpustnost polymerni
molekuly. V kyselém prostiedi se polysacharid pfevede na polyelektrolyt, to znamena, Ze
polymer obsahuje pozitivné nebo negativné nabité ionizovatelné skupiny. [17, 18, 20, 21]

2.1 Vlastnosti

Chemicka povaha chitosanu poskytuje spoustu moznosti pro kovalentni a iontové
modifikace, které umoziluji rozsahlé ptizpisobeni biologickych a mechanickych vlastnosti
zdravotnickych prostfedkli na bazi chitosanu. Na rozdil od rostlinnych vldken obsahuje
chitosan pozitivni iontové naboje, které davaji schopnost chemicky se vazat s negativné
nabitymi tuky, lipidy, proteiny, cholesterolem, makromolekulami a kovovymi ionty.
Kombinaci chitosanu a jednoduchych aldehydt vznika pii hydrogenaci N-alkylchitosan.
Ptitomnost objemnych substituentli oslabuje vodikové vazby mezi fetézci chitosanu, proto
N-alkylchitosan bobtnd ve vodé navzdory hydrofobnosti alkylovych fetézct. N-alkyl



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

chitosan si zachovava schopnost tvorby filmu chitosanu. Pfitomnost urcitych funkcnich
skupin jako -OH a —NH> v molekulach chitosanu poskytuje zaklad pro interakce s jinymi
polymery a biologickymi molekulami. [17, 22]

Chitosan je druhym nejrozsifenéjSim ptirodnim biopolymerem po celuléoze z hlediska
dostupnosti v rozsahu vice nez 10 gigatun (1 x 10'%) ro¢né. Chitosan je netoxicky,
biologicky odbouratelny polymer s vysokou molekulovou hmotnosti a velmi podobny
celuloze, rostlinné vlakning. V zévislosti na zdroji a postupu piipravy miize mit jeho
molekulova hmotnost rozsah od 300 do 1000 kDa s DDA od 30 % do 95 %, i kdyZ pouze
polymery s vice nez 50 % DDA jsou oznacovany jako chitosan. Funk¢ni vlastnosti
chitosanu, jako je tvorba filmu, antimikrobidlni aktivita a pouziti jako zahustovaci ¢inidlo
souvisi s jeho molekulovou hmotnosti a DDA. Tyto dva parametry jsou velmi dilezité,
protoze ovliviiuji potencialni aplikace chitosanti v riznych oblastech. Naptiklad chitosan
s nizkou molekulovou hmotnosti ma nizkou viskozitu, kterda omezuje jeho aplikace
a oligomery chitosanu pak netvoii folie. Kromé toho je antimikrobialni uc¢inek chitosanu
siln€j$i, pokud je molekulova hmotnost vys$si nez 100 kDa a pokud ma vysokou DDA. [17,
18, 20]

2.1.1 Chemické vlastnosti

Chemické vlastnosti chitosanu jsou déany reaktivnimi aminoskupinami, linearni
polyaminovou strukturou, dostupnymi reaktivnimi hydroxylovymi skupinami a schopnosti
chelatovat mnoho iontii prechodnych kovi. [19]

2.1.2 Biologické vlastnosti

Mezi biologické vlastnosti chitosanu patii predevS§im biokompatibilita, a to diky svému
pfirodnimu sloZeni, ¢imZ je tedy bezpecny a netoxicky. M4 regenera¢ni u€inek na pojivoveé
tkan¢ a funguje jako tlumici ¢inidlo centralni nervové soustavy. Pisobi jako hemostatikum,
fungistatikum a je protinadorovy a imunoadjuvantni. [17, 23]

2.1.3 Modifikace chitosanu

7 farmaceutického hlediska byla modifikacim polymerti vénovéna velka pozornost.
Chitosan je jediny kationtovy polysacharid v ptirod€ pochazejici z biomasy. Jeho jedine¢né
fyzikéalné-chemické a biologické vlastnosti poskytuji vice vyuziti nad jinymi polymernimi
biomateridly ve farmaceutickych a biomedicinskych aplikacich. Nicménég, chitosan
vykazuje urcitd omezeni ve své reaktivit¢ a zpracovatelnosti. Specifickd rozpustnost
ve vod¢ je hlavnim omezujicim faktorem pii jeho aplikaci. Byly proto zkoumdany
povrchové modifikace chitosanu pro usnadnéni rozpustnosti a dalSich vlastnosti
pro prilom ve vyuziti. Modifikace povrchu je technikou ke zlepSeni fyzikalné-chemickych
vlastnosti polymerti. Chitosanového biopolymeru lze dosdhnout chemickou modifikaci,
fyzikélnimi interakcemi (anorganickymi kompozity a polyelektrolytickymi komplexy)
a dal§imi metodami. Ackoliv samotny chitosan nabizi pro 1é¢ebné ucely nekteré vynikajici
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chemické vlastnosti, lze dosdhnout wurcitych specidlné pozadovanych vlastnosti,
jako je zamérovani na specifické tkané€, fizené podavani 1€ki a zvySena antimikrobidlni
ucinnost chemickou modifikaci chitosanového fetézce. [17, 24]

Chitosan nabizi nékolik vyhod v biomedicinskych aplikacich, a to predevSim
biokompatibilitu a biologickou odbouratelnost, ale také je netoxicky, nekarcinogenni
a neimunogenni. Vzhledem k jedine¢né polykationické povaze, fizené biodegradabilité,
biokompatibilité, netoxicit¢ a biologicky resorbovatelné povaze ma chitosan Siroké
uplatnéni v 1€katskych oborech pro aplikace, jako je genova terapie (dodavani 1ékli nebo
genll), obvazy na rany, tkanové inzenyrstvi, krevni antikoagulanty, hypocholesterolemické
latky, antitrombogenni ¢inidla, biomateridly regenerace kosti a antimikrobidlni latky.
Kromé toho se chitosan pouzivad v jinych priimyslovych oborech, jako jsou kosmetické
ptipravky, papir a buni€ina, ¢isténi odpadnich vod a potravinafské a krmné ptidatné latky.
Chitosan je vhodnym kandidatem pro systémy baleni potravin diky vynikajici schopnosti
vytvaret film a bariérovym vlastnostem plynti v suchych podminkéch. [17, 25]

2.2 Zdroje

Chitosan je ziskany alkalickou hydrolyzou chitinu ze skeleti korysi a hmyzu
a z bunécnych stén hub (obr. 7). [17]
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Obrazek 7 — Zdroje chitosanu
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2.3 Zpracovani a vyroba chitosanu

Zpracovani chitinu/chitosanu zahrnuje drceni a suSeni svrchnich schranek z mékkyst
(napft. krevety, krabi, humti nebo jiné vhodné druhy korysi). Toto zpracovani schranek ma
za nasledek velké mnozstvi odpadnich materiala, které potencialné kontaminuje naSe
zivotni prostiedi, a proto je tento odpad dale zpracovavan na chitin nebo jeho cennéjsi
derivat, chitosan. [17, 26]

Produkce chitosanu zahrnuje kyselou Uupravu (odvapnéni), alkalickou upravu
(deproteinizaci), odbarvovaci proces a typickou deacetylaci se silnymi alkaliemi pti vysoké
teplot¢ a tlaku nebo enzymatickymi procesy. Ve vyrobnim procesu existuje nékolik
faktort, které zptisobuji variabilitu ve fyzikalné-chemickych vlastnostech chitosanu, jako
je alkalickd koncentrace, doba inkubace, pomér slozek reakéni smési, atmosféra, teplota,
zdroj chitinu (vCetné polymorfismu), velikost ¢astic, N-deacetylace podminek a pouziti
jednotlivych nebo vicestupiiovych N-deacetylacnich procesii. Ackoliv se metody produkce
chitinu a chitosanu mohou li8it, vSechny z nich vzdy =zahrnuji deproteinizaci
a demineralizaci schranky z korys$t. Existuje fada faktort, které ovliviiuji mnozstvi chitinu
ptitomného v plasti, napt. typ schranky (krevety, krab, humr). [17, 23]

Komeréni chitosan ma obvykle DDA v rozmezi 70-95 %. Charakterizace relativniho
podilu N-deacetylovanych skupin nebo obsahu NH> je velmi dulezitd pfi hodnoceni
ucinnosti deacetylacniho procesu chitinu, jako i vhodnosti pro jakoukoli jinou chemickou
modifikaci a Iékatské pouziti. Vzorky chitosanu mohou vykazovat rtizné charakteristiky,
pokud jde o stupeni deacetylace a rozlozeni molekulové hmotnosti, coz nasledné definuje
jeho aplikaci a ovlivituje konecné vlastnosti. [17]

2.4 Pouziti

Vsestranné vlastnosti chitosanu umoznuji jejich snadné zpracovani na filmy, nanocastice,
perlicky, mikrocastice, nanovlakna a membrany (obr. 8). [17, 23]
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Obrazek 8 — Vyuziti chitosanu
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2.4.1 Filmy a povlaky

Chitosan je pro svou specifickou rozpustnost, vSestrannou chemickou funkénost a dobrou
schopnost vytvaret film dobrym aditivem pro tvorbu filmi a povlakd. Filmy a povlaky
maji dobré mechanické vlastnosti, jsou pruzné, obtizné se trhaji, maji stredné propustné
vlastnosti pro vodni paru a vykazuji dobrou nepropustnost kysliku a jako antimikrobidlni
¢inidlo kontroluji enzymatické hnédnuti v ovoci. Maji tak dvoji ulohu, a to jako bariéra
a antimikrobialni vrstva. [24, 27]

Chitosanové filmy nebo povlaky lze snadno pfipravit z roztoku technikami,
jako je stiikani, méaceni, odlévani roztoku nebo valcovani. [22]

2.4.2 Priklady filmi nebo povlakii

Nanostruktury chitosanu se dobte disperguji v biopolymerech a maji potencial byt pouzity
jako antimikrobidlni ¢inidla v biologicky odbouratelnych obalech potravin nebo mtzou byt
antimikrobidlni  U¢inky  chitosanovych  nanostruktur kombinovédny s  jinymi
antimikrobidlnimi latkami. Antimikrobidlni filmy na bazi chitosanu, které se skladaji
z chitosanu a polyvinylalkoholu, byly pfipraveny metodou odlévéni roztoku a bylo zjisténo
efektivni prodlouZeni skladovatelnosti rajcat. [25]

Chitosan je také vyuzivan jako ,,zeleny* ochranny povlak. Chitosanovy povlak pisobi jako
zdsobnik kationtového inhibitoru koroze Ce** kviili komplexaci Ce** s chitosanovymi
aminoskupinami, coz zabranuje jeho nekontrolovatelnému a rychlému vyluhovani. Tyto
povlaky poskytuji aktivni ochranu proti korozi hlinikové slitiné. Vlastni obnovitelnost
»zelenych® ochrannych povlakl na bazi chitosanu je jednim z jejich dileZitych vlastnosti.
Tyto kompozice vykazuji pii vystaveni plisobeni ultrafialového zéafeni samoregulacni
vlastnosti. KdyZ je poSkozena oblast vystavena 120 W fluorescenéni UV lampé€ pfi vinoveé
délce 302 nm pro zéafeni 15-30 min, poskozend oblast zmizi. D&e se tak po vystaveni
pusobeni UV zéfeni, kdy se chitosanové ty€inky rozbiji a navzijem se pfilepi pres
poskozenou oblast. Samoobnoveni poskozeného materidlu je vyvolano ohfatim materidlu
na teplotu mezi 40 a 200 ° C po dobu 5 sekund az 30 minut. [27]

Povlaky a filmy na bazi chitosanu a jeho N, O-karboxymethyl derivati se pouzivaji
ke snizeni ztrat vody, vzduchu a bakterii u broskvi, japonskych hrusek, ploda kiwi, jahod,
paprik, okurk®, bananti a manga. N, O-karboxymethyl-chitinové filmy byly schvaleny
v né¢kolika zemich, aby uchovaly ovoce po dlouhou dobu. Aplikace naneseni
chitosanového filmu na ovoce li¢i naptiklad zpomalila zmény obsahu anthocyanint,
flavonoida a celkovych fenolickych latek. Zpomalila zvySeni aktivity polyfenol oxidasy
a Castecné inhibovala zvySeni peroxidazové aktivity. [24]

Spojeni chitosanovych folii s Cesnekovym olejem vede ke zvySeni antimikrobidlni
ucinnosti proti urcitym bakteriim. Pouziti ¢esneku do f6lii zavisi na druhu potravin, u nichz
neni ovliviiovana chut’ pouzité potraviny. [29]

Chitosan je polykationické povahy s aktivni aminoskupinou a hydroxylovymi funk¢énimi
skupinami a pouzivd se hlavné jako antimikrobidlni a antibakteridlni cinidlo
ve stomatologii. Pfilnavost ustnich bakterii na povrchu zubu vede k tvorbé plaki.
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Predpokladda se, ze adheze mezi bakteriemi a povrchem zubl je zpusobena
elektrostatickymi a hydrofobnimi interakcemi. Pozitivné nabité aminové skupiny derivata
chitosanu mohou aktivné hrat proti témto interakcim a zabranit tvorb¢ plaku. [1]

2.4.3 Porézni nanovlaknové membrany

Vyroba prvnich chitosanovych vldken byla uvedena v roce 1926 a byla vyrobena mokrym
zvlaknovanim z roztoku kyseliny octové. V poslednich letech je mokré zvldknovani neboli
elektrospinning (ESP) vSestrannou technikou pro vyrobu vldken s primérem neckolik
nanometrti az mikrometra v zavislosti na podminkach zpracovani. ESP vyuziva vysokého
napéti k vytvoteni elektricky nabité trysky polymerniho roztoku nebo taveniny, ktera mtize
vést k tvorbé rohoze z vldken. Tyto vldkna maji vysokou porovitost, vysokou specifickou
plochu povrchu a jsou schopné napodobit pfirozenou extracelularni matrici, coz z nich déla
velky pftislib aplikaci biomateriald. Chitosanové (nano) vlakna jsou idealni aplikaci
pro pfipravu obvazl na rany a tkanové inzenyrstvi. Nicméné, chitosan je polyelektrolyt
v kyselém prostiedi a jeho elektrospinning je obtizny. Béhem ESP dochézi k odpudivym
sildm mezi nabitymi polymery v disledku pouziti dilezit¢ho elektrického pole. Tento jev
omezuje tvorbu nekone¢nych vldken a Casto vede k tvorbé ¢astic. Chitosan (nano) vlakna
byly aspésné vyrobeny z kyseliny trifluoroctové a dichlormethanu. OvSem nejjednodussi
zpusob vyroby chitosanovych (nano) vldken je elektrospinovani chitosanu ve smési
s jinym polymerem (PEO, UHMWPEO). [29]

2.4.4 Nosiée léku na bazi chitosanu

Hlavni vlastnosti chitosanu jsou stupeil acetylace a molekulovd hmotnost, a ty ovliviiuji
jeho pouziti jako matricové molekuly pro dopravu lé¢iva, a také jeho rozpustnost ve vodé
a hydrofobni vlastnosti. Chitosan je ve vodnych rozpoustédlech za neutralnich a zasaditych
podminek malo rozpustny. Jeho rozpustnost se v§ak v kyselych podminkach zvétSuje
pfedevSim protonaci aminoskupin. Chitosan také vykazuje fadu vlastnosti, které zvySuji
jeho uzitecnost jako nosice léku. Je to dostupnost funkénich skupin, které usnadiuji
chemické modifikace a také biologicka rozlozitelnost. Nejb&éznéj$i zplsoby pouzité
pro chitosan jsou metody zalozené na emulzi, koacervaci, iontové zelatinaci a dalSich. [21]

2.4.5 Chitosan a jeho derivaty v tkafiovém inZenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi zahrnuje navrh polymernich struktur pro modulaci bunééného ristu
a diferenciace. Struktura pouzivana pro tkanové inZenyrstvi vyzaduje pro jejich fungovani
urcité biologické a mechanické vlastnosti, podobné ptirodni extracelularni matrici (ECM).
Funkce oznacené jako diilezité pii vyrobé struktur pro tkanové inZzenyrstvi:

1) pfitomnost vzdjemné propojenych poérit vhodnych rozmérG pro podporu integrace
a vaskularizaci tkani;
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2) tizena biologickd odbouratelnost a biologicka resorbovatelnost, tak aby odpovidala
nahradé tkané;

3) ptitomnost pifiznivych povrchovych chemikalii pro modifikace a podporu bunécné
vazby, diferenciace a proliferace;

4) optimalni mechanické vlastnosti, které jsou podobné zamyslenému misté implantace;
5) nizkou az zanedbatelnou toxicitu;
6) snadné vyrobni postupy pro dosazeni pozadovanych tvart a velikosti.

Struktury zalozené na chitosanu jsou vzhledem k jejich strukturni podobnosti
s glykosaminoglykany v ECM a jejich schopnost formovat je do struktur s podobnymi
morfologickymi a mechanickymi vlastnostmi vynikajici alternativou pro aplikace
tkanového inzenyrstvi. [30]
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3 FILMY KERATIN/CHITOSAN

Keratin a chitosan nenajdeme spolecné jako smési v prirod¢€, ale specifické vlastnosti
kazdého z nich mohou byt pouzity k vyrobé syntetickych smési, které poskytuji jedinecné,
strukturalni a mechanické vlastnosti. [31]

3.1 Priprava a charakterizace filmi

Keratin-chitosanovy kompozitni film byl pfipraven litim smichaného roztoku obou
biopolymerii v 75% kyselin¢ octové. Ptestoze keratinovy film bez ptisady je velmi kiehky,
po pfidani 10 az 30 hmot. % chitosanu byla vytvofena silnd a ohebna folie (konecna
pevnost: 27-34 MPa, kone¢né prodlouZeni: 4-9%). Pfidanim glycerolu (20 hmot. %) byla
dodana keratinovému filmu flexibilita (konecna pevnost: 1 MPa, kone¢né prodlouzeni:
28%). Dalsi ptridavani chitosanu ke keratinovému filmu obsahujicimu glycerol zvysilo
kone¢nou pevnost na 9 az 14 MPa, ale zaroven mélo jen maly vliv na konecné
prodlouZeni. To oznacuje, Ze mechanické vlastnosti keratinového filmu jsou nastavitelné
vhodnym pfidanim chitosanu a glycerolu. [31]

Piiprava kompozitniho filmu keratin-chitosan a jeho mechanické vlastnosti

Keratinovy hydrolyzat byl pfipraven ponofenim viny do vodného roztoku mocoviny, SDS
a 2 - merkaptoethanolu. Smés byla pti zahfivdna a michdna a poté se zfiltrovala. Filtrat
byl dialyzovan za pouZiti celulozovych membran. Vznikly keratinovy hydrolyzat se michal
s chitosanem, ktery je rozpustny ve vod¢ za kyselého pH. Vzhledem k tomu, Ze keratin
viny je kysely protein, jehoZ izoelektricky bod zaostieni (pl) je mezi 4,9 a 6,1, je pak
vysrazen ve slab& kyselém prostfedi. Proto byly keratin a chitosan rozpustény v 75%
kyseliné octové a poté smichany do homogenniho roztoku. Smés se odlije
na polyproylenovou formu a vysusi za vzniku transparentniho filmu. Tloustka ziskanych
filmt byla v priméru 0,01-0,02 mm. Vysledny film byl obarven s Coomassie brilantni
modrou (CBB), kterd se obecné pouzivd k barveni proteinli. Zbarveni se objevilo
homogenné na filmu, coz naznaCovalo, Ze keratin a chitosan byly dokonale smichany.
Obarveni je slabsi s rostoucim obsahem chitosanu. [31]

Vzorky filmi ve tvaru obdélniku byly méfeny rychlosti 20 mm/s pii 25 °C a pii 65 %
relativni vlhkosti. Z péti nezavislych méfeni byla vypocitana kone€nd sila, maximalni
prodlouzeni a Youngliv modul. Kdyz byl obsah chitosanu mens$i nez 5 hmotn. %,
kompozitni film byl pfili§ kiehky, pro métfeni jeho mechanickych vlastnosti podobné jako
u cCistého keratinového filmu. Film pfipraveny z keratinu smichaného s 10 hmotn. %
chitosanu byl pomérné pruzny a pevny. Dalsi zvySeni obsahu chitosanu dalo jen malou
zménu v konecné sile a prodlouzeni, nicméné doslo k mirnému zvyseni Youngva modulu,
coZ naznacuje, Ze piidani chitosanu zpiisobilo, Ze film byl tuzsi. V ptipadé, ze byl film
doplnén o 20 hmotn. % glycerolu vzrostla jeho pruznost a zdroven poklesla pevnost. [31]

Pro bobtnani byl vzorek filmu ptipraven ve tvaru ¢tverecku a ponoien do octového pufru
(pH 4,0), destilované vody (pH 6,3) nebo pufru Tris-HCI (pH 8,9) pii pokojové teplote,
do doby, dokud film nedosahl konstantni hmotnosti. Po nabobtnédni byla kazda folie suSena
a podrobena méfeni mechanickych vlastnosti. [31]
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Kontakt keratinového filmu obsahujiciho glycerol s vodou znovu zptisobil kiehkost folie
kvili rozpusténi glycerolu ve vod¢€. Samostatny chitosanovy film byl rozpustén pii pH 4,0
a 6,3 a nebylo tak mozné stanovit jeho mechanické vlastnosti, zatimco nabobtnani pii
pH 8,9 neovlivnilo konenou pevnost akoneéné prodlouzeni filmu. Bobtnani filmu
obsahujici chitosan pii pH 8,9 pievede acetatovou sl aminoskupin chitosanu na volnou
formu. Nicméné eliminace naboje na chitosanovém fetézci nema zadny vliv na konecnou
pevnost a kone¢né prodlouzeni filmu. Na druhé strané keratin-chitosanovy kompozitni film
siudrzoval svou pevnost a pruznost posuzovanou maximalni pevnosti a kone¢nym
prodlouzenim po nabobtnani v daném rozsahu pH. Takze keratin-chitosanovy kompozitni
film mél ve srovnani se samostatnymi keratinovymi a chitosanovymi filmy podstatné lepsi
odolnost proti pusobeni vody. [31]

Zaveér

Kompozitni film pfipraveny ze smési keratinu a chitosanu vykazoval vynikajici vlastnosti
v porovnani s keratinovymi a chitosanovymi filmy. Pfi experimentu byl pouzit chitosan
jako prisada keratinového filmu k posileni mechanickych vlastnosti. Chitosan dava
keratinovému filmu pevnost a pruznost. Ve srovnani s chitosanovym filmem byl keratin-
chitosanovy kompozitni film mékky. Keratin-chitosanovy kompozitni film vykazoval
zlepSené vodéodolné vlastnosti. Chitosanovy film se rozpustil v kyselém pH a intenzivné
se nabobtnal dokonce 1 pfi neutralnim pH, coZz mélo za nasledek kiehkou folii po vysuSeni,
zatimco keratin-chitosanovy kompozitni film vykazoval u téchto podminek potlacené
nabobtnani a mechanické vlastnosti byly stejné jako ptfed nabobtnanim. Pti alkalickém pH
chitosan nevykazoval Zadné nabobtnani a naopak keratin-chitosanovy film nabobtnal vice,
nez keratinovy film. Mechanické vlastnosti obou kompozitnich vrstev chitosanu a keratin-
chitosanu zlistalo po nabobtnani v alkalickém stavu stejné. Bylo také prokdzano,
ze kompozitni film z keratinu a chitosanu vykazuje antibakteridlni aktivitu podobnym
zpusobem jako chitosanovy film a je dobrym substratem pro vytvareni bunéénych struktur.
[31]
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3.2 Nanokompozitovy hydrogel keratin-chitosan / n-ZnO pro

antimikrobialni 1é¢bu a hojeni ran

Soucasné aplikovatelné obvazy na rany maji mnoho nevyhod (tuhost, neporéznost, nizkou
mechanickou ucinnost, nezajisténa baktericidni aktivita). Proto byly vyrobeny poérovité
obvazy keratin-chitosan / n-ZnO (KCBZNs) prostfednictvim zafazeni nano-ZnO
do hydrogelu keratin-chitosan. Funk¢éni skupiny a povrch obvazovych materidltt byly
charakterizovany riiznymi metodami, napi. Fourierovou transformacni infracervenou
spektroskopii (FT-IR) nebo skenovaci -elektronovou mikroskopii s rentgenovou
spektroskopii. Navic mechanickd, baktericidni bio-kompatibilita nanokompozitu
byla hodnocena tak, aby vykazovala svou uc¢innost pro biologické aplikace. [32]

Zaneseni rany infekci z okolniho prostiedi je i pies pouzité obvazy velkym problémem.
Reseni téchto problémi je vyuZiti nanokompozitnich materiali na bazi hydrogelu, které
maji v§echny zékladni vlastnosti, naptiklad zachovani mokrého povrchu zranéni, umoznuji
prenos vzduchu, udrzuji obstrukci bakterii, maji kompatibilitu s krvi, jsou netoxické
a ekologicky bezpecné. [32]

Vyroba nanokompozitnich obvazt Keratin-Chitosan / n-ZnO

Keratinovy praSek byl extrahovan z lidskych vlasi pomoci NaxS v destilované vode¢.
Ptipraveny dialyzovany roztok byl potom lyofilizovan, aby se ziskal keratinovy préasek.
Ten byl smichan s vodou za vzniku roztoku keratinového hydrolyzatu a k nému byl pfidan
roztok chitosanu. Smésny roztok polymeru se uvolnil plynem, pfenesl do Petriho misky,
zmrazil se pii teploté¢ -80 °© C a lyofilizoval se za vzniku keratin-chitosan hydrogelu.
Nanocastice oxidu zine€natého byly vyrobeny pomoci techniky sol-gel. Byl pfipraven
roztok vody se Zn (02CCH3): a vody s NaOH. Tyto roztoky soli byly promichény.
Nasledné byl vysrazeny n-ZnO promyt methanolem, aby se odstranil vedlejSi produkt
a dehydratoval se pii 100 ° C. [32]

Vytvoteny n-ZnO byl nasledné dispergovan ve vod¢. Roztok n-ZnO se nalije do keratin-
chitosan hydrogelu a za neustalého michéani se udrzuje po dobu 2 hodin. Jednotny keratin-
chitosan / n-ZnO nanokompozit byl pfenesen do Petriho misky, zmrazil se pii -30 °C
a lyofilizoval se za vzniku nanokompozitnich bandazi keratin-chitosan/n-ZnO (KCBZNs).
[32]

Porovitost, mechanické vlastnosti, biodegradace a bobtnani

Porovitost je zdkladnim rysem, ktery zvétSuje vnéjSi objem bunck, ktery je dileZitym
kritériem pro implantaty tkanového inZenyrstvi. Bylo zjiSténo, Ze porovitost keratin-
chitosanového hydrogelu a obvazu KCBZN byla zvySena po pfidani n -ZnO. VSechny
vyrobené banddze mély porovitost 71-83 %. Byla hodnocena mechanickd ucinnost
vyrobeného keratin-chitosanového hydrogelu a obvazti KCBZN. Keratin-chitosanovy
hydrogelovy vzorek vykazoval tahové napéti 0,15 MPa, které bylo dostate¢né pro tkaninu
pokryvajici rany. Navic zaclenéni n-ZnO pomérné zlepSilo mechanické napéti
azna 0,31 MPa, coz bylo zpisobeno rozhranim mezi hydrogelovou matrici a n-ZnO. Proto
ziskané dusledky potvrdily, ze obvazy KCBZN mély dostateCnou pevnost k tomu,
aby odolaly sile, kterd na né ptsobi. [32]
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Statistika ubytku hmotnosti odhalila omezeny degrada¢ni charakter obvazu KCBZN.
Vsechny vyrobené obvazy prokazaly ubytek hmotnosti 10 az 14 % (1 den), 35 az 42 %
(3 dny) a 59 az 64 % (7 dnlt) pii biodegradaci. Pfiblizn€ 36 % prvotni hmotnosti obvazl
zustalo 1 po 7.dni in vitro biodegradace. Bobtnani keratin-chitosanového hydrogelu
a obvazti KCBZNs bylo zkoumano po inkubaci 1, 3 a 7 dni ve fosfatovém pufru (PBS).
Kreatin-chitosanovy hydrogel a obvazy KCBZN vykazovaly srovnatelné hodnoty bobtnani
i po pfidéni n-ZnO. Z tohoto divodu se ukdzalo, ze zaclenéni n-ZnO do keratin-
chitosanové matrice nema vliv na bobtndni hydrogelovych bandazi. [32]

Zavér

Keratin—chitosan/n-ZnO nanokompozitové (KCBZNs) hydrogely byly uc¢inné¢ formovany
lyofilizacni technikou. Banddaz KCBZN vykazovala vysokou porovitost, ktera by vedla
ke zvétSeni bun€k fibroblastii. Diky u¢innému spojeni s n-ZnO byla potvrzena dobra

antibakterialni aktivita, pevnost v tahu a biodegradabilita. Celkové tyto vysledky mohou
vést k vyuziti hydrogeltt KCBZNs jako prvotiidni aplikace pro hojeni ran. [32]
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3.3 Vliv UV zafeni na vlastnosti keratin/chitosanovych filmu

V ¢lanku byly studovany mechanické, tepelné a povrchové vlastnosti chitosanu
a keratinového hydrolyzatu s chitosanem a byl srovndvan vliv UV zafeni na tyto
vlastnosti. [33]

Chitosan byl rozpustén v kyseliny octové a roztok byl odlit na sklenéné desky. Po odpateni
rozpoustédla byly vzorky filmu suseny na vzduchu pii pokojové teplote. Keratin byl ziskan
z kuteciho pefi. Pefi bylo roziezdno na malé casti, promyto destilovanou vodou
a precisténo postupnou extrakci v ethanolu, smési ethanol/etheru (50/50) a etheru a poté
byl material suSen. Keratinovy hydrolyzat byl pfipraven ponofenim peii do vodného
roztoku mocovinu, dodecylsulfatu sodného a 2-merkaptoethanolu. Smés byla michana,
filtrovana a nasledné dialyzovana v celul6zové membrané€. Ziskany roztok byl lyofilizovan.
Roztok hydrolyzath keratinu byl ziskdn rozpuSténim mnozstvi keratinového prasku
ve vodé. Polymerni smési byly pfipraveny smichanim vhodnych objeml hydrolyzati
keratinu a chitosanu v kyselin€ octové. Kone¢né sloZeni smési bylo 5%, 15% a 30% (w/w.)
keratinu ve smési chitosan/keratin. Polymerni folie byly ziskdny odlitim roztoki
na sklenéné desky. Po odpateni rozpoustédla se vzorky daly vysusit. [33]

Vysusené folie byly ozafovany pomoci rtutové lampy pii pokojové teploté pii vinové
délce 254 nm. Intenzita ozafeni byla 26 W / m? a ve vzdalenosti 5 cm od svételného zdroje.
Bylo zjisténo, ze u neozaienych chitosanovych folii neni ve spektru zadny absorpcni pas.
Pro neozéatené keratinové filmy byla pozorovdna absorpéni pasma pifi 278 nm,
coz je ucinek absorpce aromatickych aminokyselin v keratinovych fetézcich. Maly pas
pfi 278 nm jsme pozorovali také u chitosanovych filma obsahujicich keratin. [33]

Byly méfeny kontaktni uhly t#i kapalin: diiodometanu, formamidu a glycerolu
na chitosanovych filmech pfi konstantni teploté (22 °C) za pouziti goniometru vybaveného
systétmem analyzy tvaru kapky. Kontaktni uthel je méfitko nekovalentnich sil mezi
kapalinou a prvni monovrstvou materidlu. V pfipadé silného mezifdzového rozdilu
se kapalina rozptyli na pevnou latku a osusi ji. Na zaklad¢ kontaktu miZe byt vypocitana
hladina volné plochy. Povrchova energie chitosanovych filml se zvysila po vystaveni
ucinkiim UV zéfeni. Po 8 hodinach UV zafeni se hladina volné plochy pro chitosan témet
zdvojnasobila. Vzrist polarity na povrchu chitosanovych filmi je pravdépodobné
zpusoben fotografickou destrukci glykosidickych vazeb a tvorbou karboxylovych skupin.
Obecné se disperzni slozka pftili§ neméni, ale polarni slozka povrchu se zvySuje s dobou
ozéafeni v chitosanovych filmech. Mensi nez v chitosanu byly pozorovany zmény hodnot
polérni ¢asti povrchové energie u chitosan/keratinovych filmii. To naznacuje, Ze smési jsou
méné citlivé na fototransformaci. [33]

Byl také sledovan linearni narist sily, prodlouzeni vzorku do doby neZ praskne. To bylo
vyjadieno jako % prodlouzeni vzorku z piivodni délky vs. prodlouzeni studovanych vzorki
s ohledem na UV zafeni, linedrni oblast tahové kiivky napéti a prodlouzeni poskytuje
hodnotu Youngovu modulu E, kterd davé inherentni tuhost materidlu. U vysledki
zavislosti mechanickych vlastnosti a casu UV zéfeni pro chitosan a keratinové filmy bylo
zjiSténo, Ze ozafované chitosanové folie, stejné jako filmy s chitosanem/keratinem maji
mensi hodnotu maximalni pevnosti v tahu nez je hodnota pted UV zafenim. Konecné
procento prodlouzeni je vys$i u neozafenych chitosanovych filmi a chitosanovych filmt
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obsahujici 5 % a 15 % keratinu. Pro chitosanové filmy obsahujici 30 % keratinu po ozareni
byl zaznamenan nartist hodnoty prodlouzeni. Maximalni pevnost v tahu a Youngiv modul
vSech studovanych filmi se snizily vlivem UV zdfeni. Zmény v mechanickych
vlastnostech ukazuji, ze k fotodegradaci chitosanu dochazi v pfitomnosti keratinu. Bylo
pozorovano zvySeni prodlouzeni vzorku po ozafovani pro chitosan obsahujici 30%
keratinu, coz muze byt zpiisobeno fotodegradaci polymeru s tvorbou malych molekul,
které ptsobi jako zmékcovadlo. [33]

Filmy zaloZené na smési chitosan/keratinu vykazuji obecné mensi pevnost v tahu, mensi
prodlouzeni pii pretrzeni a mensi Youngiv modul nez filmy s chitosanem. Povrchové
a mechanické vlastnosti chitosan/keratinovych filma, jako je smacivost, mez pevnosti
v tahu, prodlouzeni pii pretrzeni a Youngiv modul jsou citlivé na ptasobeni UV zafeni.
ZhorSeni mechanickych vlastnosti chitosan/keratin filmi po UV zéfeni jsou vysledkem
prevazné fotochemickych zmén jako je zesiténi a rozdéleni fetézcti. Kontaktni uhel méfeni
a hodnoty povrchové volné energie ukazaly, ze vlhkost chitosanovych filmt byla zménéna
UV zéifenim. ZvySeni polarity vzorkl signalizuje uUc€innou fotooxidaci na povrchu
pii UV zéfeni. UV zafeni na chitosan/keratinové smési muze poskytnout materialu vyssi

tepelnou stabilitou nez u chitosanu. [33]
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4 CILPRACE

Prvnim cilem prace bylo ziskat keratinovy hydrolyzat dvoustupnovou alkalicko-
enzymovou hydrolyzou.

Druhym cilem prace bylo z piipraven¢ho keratinového hydrolyzatu, chitosanu a dalSich
aditiv zhotovit filmy.

Poslednim cilem bylo vyhodnoceni vlastnosti jednotlivych filmt na zakladé odlisného
slozeni. Planovani a vyhodnoceni experimenti probihalo na zakladé metody faktorovych
pokusti.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

32

II. PRAKTICKA CAST
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5 PRIPRAVA KERATINOVEHO HYDROLYZATU

5.1 Pouzité materialy, chemikalie a zarizeni

Jako vstupni material pro piipravu keratinového hydrolyzatu byla pouzita ov¢i vina typu
Merino z obce Nevsova od soukromého chovatele.

Mezi chemikalie, které byly pouzity, patii enzym Lipex 100T, enzym Savinase Ultra 16L,
5M NaOH, Ca(OH)2, Na2S>03-5 H,0, H3BOs3, Tashirtv indikator, HCI, HoSO4, NaxS>03,
tableta katalyzatoru, glycerol, glutaraldehyd, chitosan firmy Sigma — Aldrich.

Chitosan

Byl pouzit vysokomolekularni Chitosan 419419 od firmy Sigma-Aldrich ve formé prasku.
Stupeint deacetylace 75 %. [34]

Enzym Lipex 100T

Je kapalny enzymovy ptipravek obsahujici lipazu vhodnou pro pouziti v detergentnich
ptipravcich. Vyrdbi se ponofenou fermentaci geneticky modifikovaného mikroorganismu,
kdy enzymovy protein neni sdm o sobé modifikovan, ale po fermentaci se enzym odd¢li
od produkéniho organismu a Cisti. Rozkladd jedlé tuky a oleje na mastné kyseliny
a glycerol. Je u¢inny v neutrdlnich az alkalickych podminkich (optimalné pii pH 10)
a dosahuje Sirokého teplotniho rozmezi 30-60 °C. Pouziva se v Cisticich prostfedcich
pro odstranéni tukl a skvrn na bazi oleje [35].

Enzym Savinase Ultra 16L

Je kapalny nebo praskovy enzymovy pfipravek obsahujici protedzu vhodnou pro pouZiti
v prostiedcich s vysokym pH a s nizkou teplotou pii zpracovani. MlZe hydrolyzovat
vétsinu peptidovych vazeb v molekule proteinu. Vytvoii se peptidy a aminokyseliny, které
jsou rozpustény nebo dispergovany v promyvaci vodé€. Je aktivni v celé oblasti zajmu pH
pro vétSinu pouziti detergentli, konkrétné pH 8-12 (optimalné pii pH 10). Pracuje mezi
20— 60 °C, optimalni teplota je 55 °C. PouzZiva se v pracich prostfedcich k odstranéni
skvrn na bazi protein [36, 37].

Mezi pouzité pristroje a pomiticky patii zavarovaci hrnec DOMO, nozovy mlyn Fritsch,
odstfedivka Universal 32 Hettich, suSarna Memmert, analytické vahy KERN, magneticka
michacka RCT Basic IKA, Parnas-Wagnerova destilaéni aparatura, muflovd pec
Labotherm 9/11Nabertherm, pH metr WTW 526 Sigma — Aldrich, TGA TA Instruments
Q50, laboratorni sklo SIMAX, PA tkanina, celul6zova membrana.
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5.2 Postup prace pripravy keratinového hydrolyzatu

5.2.1 Uprava a odtuénéni viny

V prvnim kroku bylo potieba upravit surovou vinu. Z viny byly odstranény necistoty, poté
byla vlna nastiihdna na mensi casti, byla vyprana ve vlazné vod¢ a podruhé byla
opét proprana ve vlazné vodé s trochou myciho prostfedku pro odstranéni dalsich necistot,
a to po dobu nezbytné¢ nutnou pro odstranéni myciho prostiedku. Nasledn¢ bylo potieba
zkontrolovat pH, popiipad¢ jej upravit na pH 8 5M NaOH kvili odtu¢néni viny.
Odtu¢néni bylo provedeno enzymaticky ptfidinim enzymu Lipex 100T. Enzymu bylo
pridano 1 %, vztazeno na hmotnost suché viny. Odtu¢iiovani probihalo ve vodé, v poméru
vlna:voda 1:50, v susarné pii teploté 40+2 °C po dobu 24 hodin.

Po uplynuti 24 hod se odtu¢nénd vlna opé€t proplachla vodou a v horkovzdusné susarné
vysusila pii teploté 80 °C (obr. 9).

Vysusena vina byla pomleta v nozovém mlyné s velikosti ok sita 1 mm (obr. 10).

Obrazek 9 — Promytd, odtucnénd, vysusena vina
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Obrazek 10 — Pomleta vina

5.2.2 Rozklad viny

Ptiprava keratinového hydrolyzatu probihala dvou-krokové alkalicko-enzymovym
zpusobem ve vyhtivané nadobé¢, obr. 11.

V prvnim kroku probihala alkalickd hydrolyza. K celkové navazce 800 g pomleté viny
bylo ptfidano 16 litri vody a tolik Ca(OH)2, aby vznikl 0,6% roztok. Hydrolyza poté
probihala za neustalého michani pfti teploté 80 °C po dobu 48 hodin. Po uplynuti této doby
pfimo navazovala enzymova hydrolyza.

V druhém kroku byl pfidan enzym Savinase Ultra 16L. Pred jeho pfidanim je dilezité
snizit teplotu na 60 °C a zkontrolovat, poptipad¢ upravit pH na hodnotu 9. Enzymu
se pfidalo 5 % vztazené na navaZzku vlny. Hydrolyza probihala za neustdlého michani
pfti teploté 60 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti doby hydrolyzy bylo z4sadni inaktivovat
enzym. Dé&je se tak na konci hydrolyzy pti zahtati kapalné faze na 95 °C po dobu 10 minut.
Poté byla smés zchlazena na 50 °C (obr. 12).
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Obrazek 11 — Zatizeni pro ptipravu keratinového hydrolyzatu

Obrazek 12 — Konec alkalicko-enzymové hydrolyzy
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5.2.3 Separace

Po dvoukrokové hydrolyze bylo nutné¢ oddélit nerozlozeny zbytek viny od kapalné faze.
Separace sestavala ze dvou krokd, prvni doslo k filtraci, podruhé k odstfedéni. Kapalna
faze byla filtrovana ptes 16 vrstev PA tkaniny, kde velikost ok v PA tkaniné byla 150 um,
a odstfedéni probihalo 10 minut pii rychlosti 4000 otacek za minutu.

Po dokonceni odstfedéni byla tuhd faze vysusena (obr. 13) a kapalna faze byla ptipravena
k dialyze.

Obrazek 13 — Pevny nerozlozeny podil po hydrolyze

5.2.4 Dialyza

Dialyza byla provedena pfes celulézovou membranu, jejiz propustnost byla 12kDa.
Keratinovy hydrolyzat byl nalit do membrany (viz obr. 14), kterd byla vloZena
do destilované vody. Pomér keratinového hydrolyzatu a destilované vody je 1:10.

Dialyza probihala 7 dni pfi pokojové teploté, piicemz po 24, 48 a 96 hodinach dochézelo
k vyméné destilované vody.

Obrazek 14 — Celul6zova membrana naplnéna kapalnym keratinovym hydrolyzatem
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5.2.5 Vznik prasku keratinového hydrolyzatu

Kapalny hydrolyzat byl po 7 dnech dialyzy vylit na plech a nasledn¢ vlozen do suSarny
na 60 °C. Po odpateni vody byl ziskan vysuSeny zbytek, ktery byl ve tieci misce rozetfen
na prasek, viz obr. 15.
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b’l a )

Obrézek 15 — Vznik praSku keratinového hydrolyzéatu

5.3 Priprava filmi

Z prasku keratinového hydrolyzatu a vody byl pfipraven vodny roztok keratinového
hydrolyzatu o koncentraci 15 %, to odpovidalo 4,6 g hydrolyzatu na 25,4 g vody. Ptiprava
vodného roztoku probihala ptfi michani a teplot¢ 55 °C do uplného rozpusténi prasku.
Poté se pridal glycerol, ktery ma funkci zmek¢ovadla a smés se dostate¢n¢ promichala.
Nasledné bylo nutné zkontrolovat pH hodnotu, popiipad¢ ji opravit na hodnotu pH 5,5.
Tato hodnota pH je dulezitd pro pfidani dalsi slozky filmu, chitosanu, ktery se pfi této
hodnoté rozpousti. Po pfidani chitosanu se smés opét promicha. Jako posledni je do smési
pfidan glutaraldehyd, ktery mé funkci sitovadla. Pomér uvedenych slozek je uveden
v tab. 2

Vznikla smés byla vylita do pfipravenych silikonovych formicek a vlozena do exsikétoru,
ze které¢ho byl odsdn vzduch za ucelem odstranéni vzduchovych bublin, na pfiblizné
30 min. Poté se formicka s filmem vlozila do susarny na teplotu 40 - 45 °C.

Statistickou metodou faktorovych pokust 2° na dvou trovnich minimalni a maximalni
hodnoty s jednim stfedovym pokusem bylo navrzeno slozeni filmi. Byly sledovany tyto
faktory ptidavkl A — chitosanu, B — glycerolu a C — glutaraldehydu. Mnozstvi jednotlivych
slozek bylo procentudlné vztazeno na navazku hydrolyzatu.
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Tabulka 2 — Slozeni jednotlivych filma
Keratinovy Veda Ch;(/:s]an* Gl)[foc/igol* Glutal['zl/i(]iehyd*
Film ¢. | hydrolyzat
L] ] Faktor A Faktor B Faktor B

1 10 40 5

2 10 40 0,5

3 10 60 5

4 10 60 0,5

5 4,6 25,4 20 40 5

6 20 40 0,5

7 20 60 5

8 20 60 0,5

9 15 50 2,75

* v v J 4
Vztazeno na suSinu navazky hydrolyzatu

5.4 Analytické zkousky

5.4.1 Stanoveni suSiny prasku keratinového hydrolyzatu

Stanoveni se provadélo dvakrat. Do koZeluZskych misek se na analytickych vahach navazil
priblizné 2 g vzorku a vlozily se do suSarny, ve které byla teplota 103 °C. SuSeni probihalo
dobu 2 hodin. Po uplynuti doby se misky vytdhly, nechaly se vytemperovat v exsikatoru
a nasledné se zvazily.

Obsah suSiny se vypocita dle vzorce:

mq, = hmotnost vzorku po suSenim [g]
mo= hmotnost vzorku pred susenim [g]
S = obsah susiny [%]

= 700

mo
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5.4.2 Stanoveni obsahu popelovin

Stanoveni obsahu popelovin se provadélo dvakrat u kazdého vzorku.

V prvni fazi se musely piezihat kelimky z kfemenného skla a nasledné se v exsikatoru
nechaly vychladnout. Po vychladnuti se zvézily prazdné misky na analytickych vahach
a poté se misky opét navazil spolu se vzorkem o navazce cca 1 g. Miska se vzorkem byla
zahfivana nad kahanem, pisobenim ohné doSlo ke spéaleni az do zuhelnaténi. Nasledn¢
byla miska se vzorkem na dobu 90 minut vloZena do muflové pece o teploté 650 °C.
Po daném case se misky umistily do exsikatoru, ve kterém se pozvolna temperovaly,
a po vychladnuti byla zvazena hmotnost popelovin.

Stanoveni obsahu popelovin se vypocita dle vzorce:
n
P=-2100
n

n,= hmotnost vzorku popele [g]

n = hmotnost vzorku pred stanovenim [g]
P = obsah popelovin ve vzorku [%]

5.4.3 Mikrochemické stanoveni dusiku — Mikro-Kjeldahlova metoda

Stanoveni se provadélo u kazdého vzorku dvakrat.

Na analytickych vahach bylo do mineraliza¢ni banky navazeno cca 0,2 g vzorku, 5,6 ml
96% H>SO4 a 20 ml 0,02M HCI. Ke smési byla pfidana tableta katalyzatoru. Smés byla
mineralizovana pfi teploté 480 °C asi 1 az 1,5 hodiny do celkového vyceteni (obr. 16).

[

Obrazek 16 — Mineralizace

LN ;! =l
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Po ukonceni mineralizace doslo k vychladnuti mineralizatu a mineralizat byl natfedén
malym mnozZstvim vody kvuli rozpusténi pevnych ¢astic. Nasledné byl mineralizat pielit
do 50 ml odmérné bariky, ktera se doplnila vodou po rysku.

Do nalevky Parnas-Wagnerovy destilacni aparatury se odebralo pipetou 25 ml vzorku
a ptidalo 20 ml roztoku smési Na>S;03 + NaOH. Destilace probihala 20 minut od varu.

Obrazek 17 — Aparatura Parnas-Wagnerovy destilace

K roztoku NH3 a H3BOs se pridalo nékolik kapek Tashirova indikatoru a nazelenaly roztok
se titroval 0,02M HCI do riizového zbarveni, obr. 18.

Obrazek 18 — Zmeéna zbarveni roztoku
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Mnozstvi dusiku ve vzorku bylo uréeno dle vzorce:

V.c.14,007. 100. 2

N = —
n. 1073

V = spotreba HCI pri titraci [ml]

¢ = moldrni koncentrace HCI [mol.l" ]
n = navazka vzorku [g]

N = mnozstvi dustku ve vzorku [%]

5.4.4 Zkouska rozpustnosti

Z kazdého hotového filmu se vzaly Ctyfi vzorky o rozmérech cca 1x1 cm a zvazily
se na analytickych vahach. Zvéazila se také sklenéna vazenka, do které¢ se potom vlozil
vzorek, a opét se vazenka spolu se vzorkem zvazila. Nasledné se vaZenka se vzorkem
naplnila 30 ml vody (obr. 19) a postupné po 30, 60, 120 a 240 minutach byla z vazenek
odlévana voda. Vazenka byla vloZena do suSarny na 80 °C a po vysuSeni byla vloZena
do exsikatoru kvili vytemperovani. Poté se vazenka se vzorkem zvazila na analytickych
vahéch.

Obrazek 19 — VaZenka se vzorkem pro stanoveni rozpustnosti

Rozpustnost vzorku filmu byla urcena dle vzorce:

=™ 100

my

my = hmotnost vzorku po rozpustnosti [g]
my= hmotnost vzorku pred rozpustnosti [g]
R = rozpustnost [%]
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5.4.5 Termogravimetricka analyza TGA

Na ptipravenych filmech byla provedena termicka zkouSka TGA (Termogravimetricka
analyza) (obr. 20).

Zkouska byla provedena u vSech filml, kdy meétfeni bylo v rozmezi teplot od 30 °C
do 800 °C, rychlost ohfevu byla 20 °C/min a navazka vzorki se pohybovala okolo 25 mg.
Celé méteni se uskutecnilo v inertni dusikaté atmosféfe s pritokem dusiku 100 ml/min.

Obrazek 20 — PHstroj pro méfeni TGA

5.4.6 Statistické vyhodnoceni pokusi

Vzniklé filmy se skladdaji ze zakladni slozky keratinového hydrolyzatu, chitosanu,
zmé&kcovadla glycerolu a sitovadla glutaraldehydu. Uvedené slozky byly pro vznik filmu
zaddny vruzném poméru, Kazda ztéchto slozek ma jiné vlastnosti, které ovliviiuji
technologické podminky a zpracovani. Statistické vyhodnoceni nam pomadha zjistit vliv
sledovanych faktord na vlastnosti bez provadéni dalsich zkousek.

Sledovali jsme tyto vlastnosti filma: rozpustnost po 1 hod, obsah popelovin, obsah dusiku
a teplotu degradace. Experimenty byly naplanovany a vyhodnoceny metodou faktorovych
pokusii 23. Sledovaly se tfi vybrané faktory (mnozstvi piidaného A — chitosanu, B —
glycerolu, C — glutaraldehydu) na dvou trovnich minimalni a maximalni hodnoty s jednim
sttedovym pokusem. Vysledky byly vyhodnoceny v programu Minitab 18.

Z dostupnych dat byly vyhodnoceny Paretovy diagramy, regresni rovnice a vrstevnicové
diagramy [38].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Priprava hydrolyzatu

Na obr. 21 vidime postupny ubytek materidlu v jednotlivych stupnich piipravy
keratinového hydrolyzatu.

MnozZstvi viny pred 8 O O g

hydrolyzou

MnoZstvi rozloZené 6 1 1 ) 7 g

viny po hydrolyze

MnozZstvi

nerozloZeného
pevného podilu, 1 8 8 3 g
ktery zistal na PA b

tkaniné

Ubytek po dialyze 44 6 ’ 2 g

Mnoistvi ziskaného
keratinového 1 65 5 g
priasku b

Obrazek 21 — Hmotnosti ubytek viny pii pfipraveé hydrolyzatu

Vyté€znost viny po hydrolyze byla 76,5 %.

Celkova vytéznost hydrolyzatu z viny po hydrolyze a dialyze byla 20,7 %. Dle obrazku
¢. lze vidét, Ze nejvEtsi ztrata byla pii dialyze. Skrz membranu totiz dochazi k vyplavovani
kratSich fetézct keratinu z keratinového hydrolyzatu a nizkomolekularnich latek mensich
nez 12 kDa do vody. Vznik vétSiho mnozstvi kratSich fetézci muze ovlivnit pouzity
zpusob hydrolyzy nebo také technologické podminky (vysoka teplota, vysoka hodnota pH
roztoku, doba).

Dalsi pficinou, ktera se mohla podilet na ztrat€ kapalného hydrolyzatu je mozny Unik
do vody pies konce membrany, které nebyly dostate¢né utésnény. Béhem dialyzy dochazi
k pnuti v membrané¢ v disledku mirného zvySovani tlaku.
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7 FILMY

Cast filma slozenych z keratinového hydrolyzatu, chitosanu, glycerolu a glutaraldehydu
jsou znazornény na obr. 22.

Obrazek 22 — Ukazka ptipravenych filmt

Filmy byly po vysuseni vyrazn¢ kiehké. Filmy ¢. 1, 3, 5, 7, 9 byly vyjmuty z formicek
ale pii vy$s$i deformaci dochdzelo také k prasknuti. Kiehkost filmu je ddna rozdilnym
mnozstvim glutaraldehydu, glycerolu a chitosanu. Napt. v prvni skupiné¢ uvedenych filmu
je ptidavek sitovadla 5 % a u druhého je ho jen 0,5 %. Pii vétsim pfidavku sitovadla je
sice film pevnéjsi, ale za to kiehci. Nevyhodou pfipravenych filmt byl také vysoky obsah
bublin, které vznikly pfi michani roztoku.

Filmy se liSily barevnym odstinem, ty které byly pfipraveny s niz§Sim obsahem
glutaraldehydu byly svétlejsi.
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7.1 Vysledky analytickych zkouSek

Keratinovy hydrolyzat

U keratinového hydrolyzatu bylo provadéno stanoveni suSiny, stanoveni obsahu dusiku
a stanoveni obsahu popelovin.

Dale se také stanoveni obsahu dusiku provadélo u neodtu¢néné viny, nedialyzovaného
prasku a chitosanu (tab. 4).

Stanoveni obsahu popelovin se provadélo u nedialyzovaného vzorku (tab. 6).

Tabulka 3 — Stanoveni suSiny prasku keratinového hydrolyzatu

Material Obsah suSiny [%] Obsah vlhkosti [%]

Keratinovy hydrolyzat 97,8 2,2

Toto stanoveni se provadi pro vypocet mnozstvi navazky keratinového hydrolyzatu
pro piipravu 15% roztoku, kdy je potfebné u navazky keratinového hydrolyzatu pocitat
s jeho vlhkosti 2,2 % (tab. 3).

Tabulka 4 — Stanoveni obsahu dusiku

Material Obsah dusiku [%]
Keratinovy hydrolyzat 15,3
Chitosan 6.9
Nedialyzovany 121
keratinovy hydrolyzat ’
Neodtucnéna vina 12,9

Z provedeného méteni vyplyvd, ze nejmensi obsah dusiku vykazuje chitosan.
Je to polysacharid a ty maji minimalni hodnotu obsahu dusiku. Druhy vzorek s nejmensim
obsahem dusiku byl nedialyzovany keratinovy hydrolyzat. Dal§im vzorkem je neodtucnéna
vlna, kterda méa o néco vétsi obsah dusiku nez predesly vzorek. V neodtuc¢néné viné jsou
pfitomny necistoty a tuk, které zvySuji hmotnost vzorku a zarovenl snizuji obsah dusiku.
Nejvétsi obsah dusiku zuvedenych ¢ty vzorkli mé dCisty keratinovy hydrolyzat,
a to z diivodu, zZe se jedna o vyextrahovanou bilkovinu.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

48

Tabulka 5 — Vyhodnoceni stanoveni obsahu dusiku film

Film Obsah N [%]
1 8,5
2 8,5
3 7,6
4 8,4
5 8,0
6 9,4
7 8,2
8 8,6
9 9,3

Dle tabulky 5 Ize odvodit obsah dusiku u filmti od 7, 6 do 9,4 %. Obsah dusiku ve filmech
je mens$i, neZ obsah v samotném keratinovém hydrolyzatu. Neni pozorovana zadna

souvislost mezi piidavky aditiv a vysledkem analyzy s obsahem dusiku.

Tabulka 6 — Stanoveni obsahu popelovin

keratinovy hydrolyzat

Material Obsah popelovin [%]
Keratinovy hydrolyzat 5,2
Nedialyzovany 12.8

Dialyzovany keratinovy hydrolyzat obsahuje méné popelovin nez ten nedialyzovany.

Dtvodem je €isténi v prabehu dialyzy.
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Tabulka 7 — Vyhodnoceni stanoveni obsahu popelovin ve filmech

Film

Obsah popelovin[%]

1

3,6

3,6

3,7

3,5

3,8

3,8

3,6

3,7

o | R [ XS A W N

3,5

Tabulka 7 ndm znazorfiuje obsah popelovin ve filmech. Ten se pohybuje v rozmezi 3,5 —
3,8 % obsahu popelovin. Je to pfiblizné¢ o 2 % popelovin mén¢ nez obsahuje samotny
keratinovy hydrolyzat.

Zkous$ka rozpustnosti

U vSech filmi byly provedeny zkouSky rozpustnosti po 30, 60, 120 a 240 minutach,
vyhodnoceni je uvedené v tab. 8.

Tabulka 8 — Vyhodnoceni zkousky rozpustnosti vzorku filmi

Film MnozZstvi nerozpusténého materialu [%] po
30 min 60 min 120 min 240 min
1 79,6 69,1 48,2 39,2
2 82,5 77,7 47,5 33,0
3 86,6 57,6 38,2 32,1
4 74,3 62,1 58,1 35,6
5 81,1 62,1 35,5 27,0
6 82,8 72,6 39,7 36,7
7 77,8 61,7 54,3 443
8 69,1 52,7 45,4 40,8
9 75,2 62,6 27,6 29,4
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Rozpustnost film{
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Graf 1 — Rozpustnost vzorka filmi po 30, 60, 120 a 240 min

a) Vliv glutaraldehydu na rozpustnost filmt

Kazda dvojice filmu (1-2, 3-4, 5-6, 7-8) obsahovala 5 a 0,5 % glutaraldehydu. Pfi mensim
obsahu glutaraldehydu by se m¢l film rychleji rozpoustét. U prvni dvojice filmi se tak d&je
jen v ptipad¢ rozpustnosti po 1 hod. U ostatnich ¢ast je rozpustnost téméf stejnd. U druhé
dvojice filmi je patrné minimdalni sniZeni rozpustnosti filmi pii Casech delSich
nez 1 hodina. Rozdil v rozpustnosti mezi filmem obsahujicim 0,5 % glutaraldehydu
a filmem s 5 % glutaraldehydu je patrny pii vSech €asech jen u filma 5 a 6, kde jsou ovSem
rozdily také minimalni. U posledni dvojice filmu je tento trend pfesné opacny opét vSak
jen s malou zménou mezi filmy. Z vysledkti experimentd nelze usuzovat na vyrazny vliv
ptidavku sitovadla pro zlepSeni odolnosti proti vodé.

b) Vliv glycerolu

Obsah glycerolu ve filmech byl 40 a 60 %. V piipadé vySSiho obsahu zmékcovadla,
by mé¢lo dochdzet k vétsi rozpustnosti. Napf. u filmu 5 a 7 je stejné mnozstvi
glutaraldehydu a chitosanu arozdilné glycerolu. Filmu s vétSim obsahem glycerolu
se rozpustilo vice nez toho s mensim obsahem, ale pouze po 30 minutach a 1 hodin¢. Vliv
vyssiho ptidavku glycerolu je tedy viditelny pouze u filmi 1 a 3 v casech delSich nez
1 hodina. Nejednoznaénost vysledkii mize vyt zptisobena rozdilnou plochou a tloustkou
filmd, ze kterych se poté rozdiln€ rychle uvoliiuje zmékcovadlo do vody.

c) Vliv chitosanu

Pridavek chitosanu by mél pozitivné ovliviiovat rozpustnost filml. Filmy, s vétSim
obsahem chitosanu by tedy mély byt odolnéjsi nez ty, které obsahuji chitosanu méné.
Tento vysledek je patrny u filmi 3 a 7 kde mame stejné mnozstvi glycerolu
a glutaraldehydu a mnozstvi chitosanu je 10 a 20 %. Film €. 3 se v delSich ¢asech rozpousti
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snaze nez film ¢. 7. U zbylych filmt nedoSlo ke splnéni tohoto pfedpokladu a filmy
s vys$S§im obsahem chitosanu se rozpoustély stejné nebo vice nez filmy s obsahem niz§im.
Je tedy mozné, Ze obsah chitosanu 20 % je jiz nadkritickd hodnota, pfi niz nedochazi
ke zlepSeni, ale ke zhorSeni vlastnosti filmi. Pro dikladnéjsi studium tohoto vlivu by bylo
tieba provést dalsi analyzy s §irsi skalou piidavkl chitosanu.

V ptipadé, ze vysledky neodpovidaji danym ptedpokladim, mohou pak byt ovlivnény

chybou meéfeni, nestejnou tlouStkou a rozmérem vzorki anebo piitomnosti bublin,
vzniklych pti ptipravé roztoku filmu.

Termogravimetricka analyvza TGA

Pii termogravimetrické analyze TGA, byly testovany puvodni vstupni materiadly filmu
anasledn¢ filmy z nich ptipravené (graf 2, 4, 5). Pomoci této analyzy dokdzeme zjistit
teplotu, pfi niZ dochazi k degradaci materialu. Pfi teploté uvedené v tab. 9 dochdzi
k prvnimu rychlému tbytku hmotnosti vzorku, coz znaci degradaci vzorku.

100
90 R
80
70
60
50
40 \
30 ,

20 o=

Hmotnost (%)

10
0
25 100 175 250 325 400 475 550 625 700 775 850
Teplota (°C)
e Chitosan Vina Dialyzovany vzorek Nedialyzovany vzorek

Graf 2 — Zavislost hmotnosti na teploté pro dané vzorky

Z grafického znazornéni 2 vycteme, Ze vSechny Ctyii vzorky ztraci svoji hmotnost
piiblizné okolo 100 °C, kdy dochazi k odpatfovani vlhkosti a poté k samotné tepelné
degradaci vzorkl dochazi ptiblizné pti 250 °C. Nejrychleji a nejvic ztraci na své hmotnosti
chitosan, poté je to vlna a téméf totoZnou rychlost a ztratu hmotnosti dosahly dialyzovany
a nedialyzovany vzorek.
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Graf 3 — Zavislost hmotnosti a derivace hmotnosti na teploté pro film ¢. 3

Z grafu 3 vycteme, Ze vzorek filmu €. 3 za€ne ztracet na hmotnosti pfiblizné okolo teploty
100 °C, kdy se za¢ina odpatovat povrchova vlhkost, ale mize taky dochdzet k odpatovani
glutaraldehydu s tabulkovym bodem varu 101 °C. Prvni pik je v rozsahu 133 az 200 °C.
Pravé tento pik jsme si stanovili jako kritickou hodnotu teploty, pii které dochazi k tepelné
degradaci, ale také mtize dochéazet k degradaci kratSich fetézci keratinu nebo k odpatrovani
glycerolu, ktery ma bod varu 182 °C. Pfi druhém piku derivace od teploty 225 - 290 °C
dochazi k nejprudsimu poklesu hmotnosti, az na 21 %. Dusledkem je zifejmé rozklad
chitosanu a zbylych keratinovych fetézcu.

Derivace hmotnosti (%/°C)
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Graf 4 — Zavislost hmotnosti na teploté pro filmy ¢. 1 — 4
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Graf 5 — Zavislost hmotnosti na teploté pro filmy ¢. 5 —9

Grafy 4 a 5 znazornuji, ze vSech 9 filmii maji v zavislosti na zvysujici se teplotu témér
totozny prubéh ztraty ubytku hmotnosti. V prvni fazi dochdzi k odpatovani vlhkosti a poté
k samotné tepelné degradaci vzorkd.
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Tabulka 9 — Teploty degradace

Film Teplota degradace [°C]
180
163
187
158
155
156
166
175
165

—

o (0| X (&N DA W N

Tabulka 9 nam znazornuje teploty degradace. Ty se pohybuji od 155 do 187 °C. U filmu
1,2, 3, 4, u kterého je obsah chitosanu 10 % lze konstatovat, ze teplota degradace zalezi
na pridavku glutaraldehydu, ktery je u filmi 1 a 3 5%. Jsou zde vyssi teploty degradace
nez u filmi 2 a 4, kde je pridavek glutaraldehydu 0,5 %. U ostatnich filmu, které obsahuji
chitosan 20 %, je trend opacny. Teploty degradace u filmi s niz§im ptidavkem
glutaraldehydu vykazuji vyssi teploty.
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8 STATISTICKE VYHODNOCENI

8.1 Vyhodnoceni jednotlivych faktori pro obsah dusiku

Pomoci Paretova diagramu byl posuzovan vliv jednotlivych faktorti a jejich kombinaci
na obsah dusiku. Z nize uvedeného obrazku je patrna velmi nizka statistickd vyznamnost
nami vybranych faktora.
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Obrazek 23 — Paretliv diagram pro obsah dusiku

Obsah dusiku (obr. 23) ve filmech byl nejvice ovlivnén glutaraldehydem, nasledné
na kombinaci vSech tfi slozek (chitosan, glycerol a glutaraldehyd). Dale jednotlivymi
slozkami glycerolu a chitosanu a kombinaci chitosan-glutaraldehyd. Naopak nejméné
filmy ovliviiuje kombinace chitosan-glycerol a glycerol-glutaraldehyd.

Regresni rovnice obsahu dusiku

Regresni rovnice popisuje priabéh experimentu a dokdze predikovat vysledky v piipadé
nami vymezenych hodnot. Piesnost této rovnice je pomérné nizka, coz muze byt
zpusobeno velmi malym vlivem jednotlivych faktort na vysledek analyzy.

% N = 6,00 +0,274 A +0,039B +1,39C - 0,00422 A*B - 0,108 A*C -0,0273 B*C
+0,00193 A*B*C

R?*=76,57 %



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Vyhodnoceni obsahu dusiku podle vrstevnicovych diagramil je zndzornéno na obrazcich
C. 24 az 26.
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Obrazek 24 — Vrstevnicovy diagram — Vliv obsahu Glutaraldehydu a Chitosanu na obsah
dusiku

Na obrazku 24 mizeme vidét, Ze obsah dusiku se bude pohybovat od 7,6 — 8,0 % ve dvou
oblastech, v prvni oblasti pii mnozstvi glutaraldehydu 1 aZz 5 % a mnoZstvi chitosanu

10az 12 % nebo v druhé oblasti pfi mnozstvi glutaraldehydu 4 az 5 % a mnoZstvi
chitosanu 18 az 20 %. Naopak bude-li obsah glutaraldehydu 0,5 — 2,7 % a chitosanu
cca 13,8 — 17,8 % vzroste obsah dusiku na vice jak 8,8 %.
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Obrazek 25 — Vrstevnicovy diagram - Vliv obsahu Glycerolu a Chitosanu na obsah dusiku
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Z obrazku 25 je patrné, ze pokud bude mnozstvi glycerolu v rozmezi 55 — 60 %
a chitosanu 10 — 20 %, bude obsah dusik mezi 7,6 - 8,0 %. Maximalni obsah dusiku, mezi
8,8 a 9,2 %, budou vykazovat hodnoty glycerol od 47 — 52 % a chitosanu pfiblizné
od 14 do 18 %.
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Obrazek 26 — Vrstevnicovy diagram - Vliv obsahu Glycerolu a Glutaraldehyd na obsah
dusiku

Obrazek 26 znazoriuje, ze minimalni obsah dusiku, méné jak 7,6 %, je dan piidavkem
60 % glycerolu pti ptidavku glutaraldehydu pfiblizné 4 — 5 %. A naopak pro maximalni
hodnoty obsahu dusiku vyplyva mnozstvi glycerolu 45 — 50 % pti 0,5 % glutaraldehydu.
Pti zvySovani ptidavku glutaraldehydu (od 1 — 2 %) se mnozstvi glycerolu zvysi na 53 %.

Shrnutim vysledkd analyzy vrstevnicovymi diagramy pro obsah dusiku ve filmech
je zjisténi, ze na vysSi obsah dusiku mé nejvice vliv obsah chitosanu okolo 15 %.
Minimalni obsah dusiku byl zjistén pii ptidavcich glycerolu kolem 60 % a glutaraldehydu
4-5%.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

8.2 Vyhodnoceni jednotlivych faktori pro obsah popelovin

Vliv jednotlivych faktorti a jejich kombinaci na obsah popelovin byl posuzovan podle
Paretova diagramu. Z obr. 27 je patrné, ze zadny z faktori nedosahuje hodnoty kritické
vyznamnosti.
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Obrézek 27 — Paretiiv diagram pro stanoveni obsahu popelovin

Na obsah popelovin mé nejmensi vliv chitosan. Ostatni slozky, jak jednotlivé nebo
v kombinaci, ovliviiuji obsah popelovin podobné.

Regresni rovnice obsahu popelovin

Pro obsah popelovin 1ze pomoci regresni rovnice piedvidat vysledky 1 v ptipad¢ dosazeni
mezi ndmi vymezené hodnoty.

% Popelovin = 3,872 +0,0001 A -0,0112B -0,450 C +0,00049 A*B+ 0,0359 A*C
+0,01089 B*C - 0,000883 A*B*C

R?=97 %
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Vyhodnoceni statistické analyzy vlivua jednotlivych faktori na obsah popelovin
vrstevnicovymi diagramy lze vyc¢ist z obrazka ¢. 28 az 30.
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Obrazek 28 — Vrstevnicovy diagram - Vliv obsahu Glutaraldehydu a Chitosanu na obsah
popelovin

Na obrazku 28 vidime minimalni obsah popelovin pfi mnoZzstvi 3 — 5 % glutaraldehydu
a chitosanu v rozmezi 13 — 20 %. Pokud zmenSime mnozstvi glutaraldehydu na 0,5 —
1,5 % a ptidavek chitosanu na piiblizné 18 — 20 %, bude obsah popelovin od 3,7 do 3,8 %.
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Obrazek 29 — Vrstevnicovy diagram — Vliv obsahu Glycerolu a Chitosanu na obsah
popelovin
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Obrazek 29 nam ukazuje, ze ptidavek glycerolu od 50 — 60 % a chitosanu od 12 — 20 %
snizuje obsah popelovin na 3,4 — 3,5 %. Ke zvySovani obsahu popelovin dochazi
u pridavku glycerolu v rozmezi od 40 — 45 % a chitosanu od 15 do 20 %. Maximalnich
hodnot je poté dosazeno pii ptidavku glycerolu 40 % a chitosanu 20 %.
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Obrazek 30 — Vrstevnicovy diagram — Vliv obsahu Glycerolu a Glutaraldehydu na obsah
popelovin

Pomoci analyzy uvedené na obrazku 30 miiZeme konstatovat, Ze pro nejmensi obsah
popelovin, od 3,3 do 3,4 %, je ptidavek glycerolu 57 — 60 % a glutaraldehydu pfiblizné
5 %. Naopak vyssi obsah popelovin je ddn obsahem glutaraldehydu od 0,5 az 5 %
a obsahem glycerolu od 40 — 45 %.

Z vrstevnicovych diagramil tedy vyplyva, Ze mensi obsah popelovin bude u piidavku
chitosanu okolo 10 %, glycerolu 60 % a glutaraldehydu od 3 do 5 %.
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8.3 Vyhodnoceni jednotlivych faktori na rozpustnost po 1 hod
Prostfednictvim Paretova diagramu byl posuzovan vliv jednotlivych faktorG a jejich

kombinaci na rozpustnost po 1 hod. Ke statistické vyznamnosti se nejvice blizi vliv
mnozstvi glycerolu (obr. 31).

12,71
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Obrazek 31 — Paretv diagram pro rozpustnost po 1 hod

Na rozpustnost filmi ma nejvétsi vliv glycerol, o polovinu méné glutaraldehyd a nejméné
ovliviiuje rozpustnost pridavek chitosanu. Dobry vliv na rozpustnost méd kombinace
glycerolu s chitosanem a také kombinace vSech tii sloZzek. Naopak kombinace
glutaraldehydu s glycerolem nebo chitosanem tolik rozpustnost neovliviiuje.

Regresni rovnice rozpustnosti po 1 hod

I kdyz jsou zadany hodnoty mimo hranice minima a maxima, je mozné je dopocitat touto
niZe uvedenou regresivni rovnici.

Rozpustnost po 1 hod = 82,2 + 1,300 A - 0,521 B - 13,77 C -0,0116 A*B+ 0,730 A*C
+0,2950 B*C - 0,01719 A*B*C

R?=99,40 %
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Vyhodnoceni rozpustnosti po 1 hod je znazornéno na obrazcich €. 32 az 34.
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Obrazek 32 — Vrstevnicovy diagram — Vliv obsahu Glutaraldehydu a Chitosanu
na rozpustnost po 1 hod

Z tohoto obrazku 32 je patrné, Ze nizSich hodnot rozpustnosti a tedy vysSich hodnot zbylé
hmotnosti bylo dosazeno pfi kombinaci obsahu glutaraldehydu mezi 0,5 az 3 %
a mnozstvim chitosanu vys$$im nez 14 %.
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Obrazek 33 — Vrstevnicovy diagram — Vliv obsahu Glycerolu a Chitosanu na rozpustnost
po 1 hod
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Dle obrazku 33 Ize konstatovat, ze u ptidavku glycerolu nad 59 % a chitosanu v celém
rozmezi od 10 do 20 % se rozpusti 40 — 45 % filmu (zGstatek 55 — 60 %). Snizi-li
se ptidavek glycerolu na maximalné 45 % a mnozstvi chitosanu bude vice nez 15 %, snizi
se rozpustnost filmi na 25 — 30 %.
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Obrazek 34 — Vrstevnicovy diagram — Vliv obsahu Glycerolu a Glutaraldehyd
na rozpustnost po 1 hod

Z obrazku 34 lze vypozorovat, jak se se snizujicim se obsahem glycerolu snizuje
rozpustnost filmu. Bude-li mnozstvi glycerolu od 52,5 do 60 % a glutaraldehydu
0d 0,5 do 5 % dochazi k rozpousténi filmt od 40 do 45 %. Snizena rozpustnost filmu,
od 25 — 30 %, bude v pripad¢ obsahu glycerolu v rozmezi 40 — 45 % a glutaraldehydu

od 0,5 do 3 %.

Pomoci vrstevnicovych diagraml byla vyhodnocena rozpustnost filmi po 1 hoding,
z vysledkil 1ze vytvofit zaveér, Ze pro nizsi rozpustnost je vhodny piidavek glutaraldehydu
od 0,5 do 3 %, obsah chitosanu 14 — 20 % a u glycerolu je to obsah kolem 40 — 45 %.
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8.4 Vyhodnoceni jednotlivych faktori pro tepelnou degradaci

V Paretové diagramu (obr. 35) mizeme vidét porovnani vlivu jednotlivych faktora a jejich
kombinaci na tepelnou degradaci. Ani jeden z faktorii neni statisticky vyznamny.

12,71
T
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Obrazek 35 — Paretiiv diagram tepelné degradace

Na tepelnou degradaci vzorkd ma nejvétsi vliv kombinace chitosanu s glutaraldehydem,
ale také jednotlivé slozky. Nejmensi vliv ma kombinace chitosanu s glycerolem.

Regresni rovnice tepelné degradace

Pomoci regresni rovnice je mozné dopocitat hodnoty, pokud by byly zvoleny jiné hodnoty
faktorti, i mimo dané hranice minima a maxima.

TGA = 1599 +094A +1,039B -244C -0,0711 A*B -0,489 A*C -0,178 B*C
+0,02222 A*B*C

R?=99,44 %
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Zhodnoceni teploty degradace statistickou analyzou vrstevnicovych diagrami
je znazornéno na obrazcich ¢. 36 az 38.
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Obrazek 36 — Vrstevnicovy diagram — Vliv obsahu Glutaraldehydu a Chitosanu
na tepelnou degradaci

Z obrazku 36 vycteme, ze pii obsahu glutaraldehydu pftiblizn€ 4 — 5 % a chitosanu 10 —
20 %, dochazi k tepelné degradaci pii 160 — 165 °C. K tepelné degradaci, ke které dochazi
pii 180 — 185 °C, dojde pii obsahu glutaraldehydu v obsahu kolem 1 % a chitosanu 10 —
11,5 %. Obecné lze fici, Ze pii zvySovani obsahu jak glutaraldehydu tak i chitosanu
dochdzi ke snizovani teploty degradace.
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Obrazek 37 — Vrstevnicovy diagram — Vl1iv obsahu Glycerolu a Chitosanu na tepelnou
degradaci
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Z obrazku 37 je patrné, Ze bude-li mnozstvi glycerolu okolo 60 % a chitosanu 10 — 11,5 %,
teplota degradace bude v rozmezi 175 — 180 °C. Naopak teplota degradace mezi 155 —
160 °C bude dosazena mnozstvim glycerolu od 40 do 43 % pii mnozstvi chitosanu 19 —

20 %.
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Obrazek 38 — Vrstevnicovy diagram — Vliv obsahu Glycerolu a Glutaraldehydu

na tepelnou degradaci

Dle obrazku 38 lze konstatovat, Ze pokud se snizi ptidavek glycerolu na 40 - 47 %
a glutaraldehydu bude od ptiblizné 3,8 - 5 % bude teplota degradace v rozmezi 155 —
160 °C. Naopak k tepelné degradaci pti 170 — 175 °C dochazi pii ptidavku glycerolu
v celém rozsahu 40-60 % a zaroven glutaraldehydu do 1 % a soubézné s tim pfi ptidavku

glycerolu od 58 do 60 % a glutaraldehydu v celém rozsahu 0,5 — 5 %.

Z vrstevnicovych diagramil Ize tedy vyvodit zavér, ze nejvysSich teplot dosdhnou filmy
s mnozstvim glutaraldehydu v rozmezi 0,5 — 1 %, mnozstvim chitosanu 10 — 11,5 %

a obsahem glycerolu 50 — 60 %.
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9 ZAVER

Diplomova prace je rozdélena na teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretické Casti jsou
popsany informace o keratinu a chitosanu a moznostech jejich spolecného vyuziti, zejména
pro tvorbu kompozitnich filmda.

V praktické casti je uvedena pfiprava keratinového hydrolyzatu z ov¢i viny. Priprava
zahrnovala upravu viny, rozklad vlny alkalicko-enzymovou hydrolyzou a naslednou
separaci nerozlozeného podilu od kapalné faze. Poté probihala dialyza, pti které¢ dochazelo
k vyplavovani nezadoucich nizkomolekularnich latek. Pomoci dialyzy jsme ziskali Cisty
kapalny keratinovy hydrolyzat, ze kterého jsme po vysuSeni ziskali praSek pro piipravu
filmt. Kromé keratinového hydrolyzatu byly také soucasti filmt chitosan, glycerol
a glutaraldehyd.

Bylo pfipraveno 9 filmi, které mély stejny obsah keratinového hydrolyzatu a obsah
zbylych aditiv byl naplanovéan statistickou metodou faktorovych pokusd 23 na dvou
urovnich (miniméalni a maximdalni) s jednim stfedovym pokusem pomoci programu
Minitab18. Vznikl¢ filmy byly testovany fyzikalnimi a analytickymi zkouskami a vysledky
znich byly poté statisticky vyhodnoceny. Byl sledovan vliv jednotlivych faktord (A —
chitosan, B — glycerol, C — glutaraldehyd) na dané vlastnosti filmti (obsah dusiku, obsah
popelovin, rozpustnost a teplota degradace). Statistickd vyznamnost faktorii byla
vyhodnocena pomoci Paretova diagramu, regresni rovnice a vrstevnicovych diagramd.

Obsah dusiku byl testovan pro vstupni materidly a vSech 9 filma. Ze vstupnich materiali
mél nejmensi obsah dusiku chitosanu 6,9 % a nejvétsi obsah Cisty keratinovy hydrolyzat
15,3 %. U filmt se obsah dusiku pohyboval od 8,0 do 9,4 %. Z téchto vysledkid neni
patrnd zadna souvislost mezi ptidavky aditiv a vysledky analyz. Z Paretova diagramu bylo
zjisténo, Ze ani jeden z faktorti neni statisticky vyznamny. Z podrobné&jSich vrstevnicovych
diagramt bylo zjisténo, ze vEtsi obsah dusiku maji filmy s obsahem chitosanu okolo 15 %,
a niz$i obsah dusiku byl zaznamenan u filmt s obsahem glycerolu 60 % a glutaraldehydu
4-5%.

Obsah popelovin byl provadén u nedialyzovaného a dialyzovaného hydrolyzatu a u vSech
9 filmi. V dialyzovaném hydrolyzatu byl obsah popelovin piiblizné dvakrat mensi.
Dtvodem bylo cisténi hydrolyzatu od nizkomolekularnich slozek v pribéhu dialyzy.
U filma se obsah popelovin pohyboval okolo 3,7 %, coz je o2 % popelovin méné nez
obsahuje samotny keratinovy hydrolyzat. Z Paretova diagramu bylo zjisténo, Ze ani jeden
z faktori nedosahuje statisticky vyznamné hodnoty. Z vrstevnicovych diagramii poté
muzeme konstatovat, ze pro mensi obsah popelovin je vhodny pfidavek chitosanu okolo
10 %, glycerolu 60 % a glutaraldehydu od 3 do 5 %.

Zkouska rozpustnosti filmid byla provedena u vSech 9 filml v intervalech 30 minut,
60 minut, 120 minut a 240 minut. Pro vyhodnoceni statistickou analyzou byla vybrana
rozpustnost po 60 minutich. Rozpustnost jednotlivych film vétSinou neodpovidala
ocekavanym vysledkim, coz mohlo byt zplisobeno velikosti a kvalitou vzorka filmi.
Z Paretova diagramu bylo zji§téno, ze ke statistické vyznamnosti se nejvice blizi vliv
obsahu glycerolu. Pomoci vrstevnicovych diagramt pro vyhodnoceni rozpustnosti filmt
podobé 1 hodiny Ize shrnout, Ze pro sniZeni rozpustnosti je vhodny piidavek
glutaraldehydu od 0,5 do 3 %, chitosanu 14 — 20 % a obsah glycerolu 40 — 45 %.
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Teplota degradace byla testovana pro vinu, chitosan, dialyzovany a nedialyzovany vzorek
a u vSech 9 filmi. U vstupnich materidli dochazelo k prvni ztrat€¢ hmotnosti pii cca
100 °C, kdy dochazelo k odpafovani vlhkosti a k tepelné degradaci dochazelo poté
pti teploté kolem 250 °C. Chitosan ztracel svou hmotnost nejvice a nejrychleji. U vSech
9 filma byl prubéh ztraty hmotnosti stejny a teploty degradace se pohybovaly v rozmezi
od 155 do 187 °C. Lze konstatovat, ze u filmu s obsahem chitosanu 10 % a vétSim
obsahem glutaraldehydu (5 %) a byla teplota degradace vyss$i nez u filmi s obsahem
glutaraldehydu 0,5 %. Pomoci Paretova diagramu bylo zjisténo, ze ani jeden z faktorti neni
statisticky vyznamny, nejbliz se vyznamnosti blizil vliv kombinace chitosanu
a glutaraldehydu. Z vrstevnicovych diagramu bylo zjisténo, Ze pro vyssi teploty degradace
je vhodny ptidavek chitosanu v rozmezi 13 — 20 %, glycerolu 40 - 50 % a glutaraldehydu
od 4 do 5 %.

Zavérem lze konstatovat, ze z keratinového hydrolyzatu s chitosanem Ize pfipravit filmy
za pouziti dalSich aditiv. Pfipravené filmy jsou kiehké i pfi vysokém obsahu chitosanu
a glycerolu, jejich rozpustnost se pohybuje mezi 55 a 75 % po 1 hodin¢ a filmy jsou
stabilni az do teplot mezi 155 a 187 °C. Nejlepsi tepelnou stabilitu vykazoval film ¢. 3,
nejlepsi odolnost proti rozpousténi mél film €. 2. Pro blizsi a detailngjsi studium vlastnosti
ptipravenych filmu by bylo tifeba provést vice opakovani experimentii nebo dalsi zkousky.
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