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ABSTRAKT

Tato diplomova prace pojednava o smésich keratinového hydrolyzatu s chitosanem a jejich
pouziti pro ptipravu tablet. Teoreticka Cast je zamétfena na ov¢i vinu, jako zdroj keratino-
vého materialu, keratin, metody hydrolyzy, chitosan a smési KH a chitosanu. Prakticka
¢ast se zabyva ptipravou keratinového hydrolyzatu z ov¢i viny alkalicko-enzymovou hyd-
rolyzou s t€innosti 65,2 %. Naslednou dialyzou bylo ziskano asi 20,5 % KH. Z keratino-
vého hydrolyzatu byly pfipraveny smési (naplanovany a vyhodnoceny metodou faktoro-
vych pokustt) s chitosanem (10 — 15 %), glycerolem (30 — 40 %), kyselinou askorbovou (2
%) a glutaraldehydem (0,5 %). Ze smé&si byly tablety pfipraveny odlévanim a nasledné byl

sledovan vliv slozeni na rozpustnost a uvolnovani vitaminu C.

Kli¢ova slova: keratin, hydrolyza, chitosan, tablety

ABSTRACT

This master thesis deals with mixtures of keratin hydrolysate with chitosan and their use
for tablet preparation. The theoretical part is focused on sheep wool as a source of keratin
material, keratin, methods of hydrolysis, chitosan and mixtures of KH with chitosan. The
practical part deals with preparation of keratin hydrolysate from sheep wool by alkaline-
enzymatic hydrolysis with an efficiency of 65.2 %. Approx. 20.5 % of KH was obtained by
subsequent dialysis. Mixtures (planned and evaluated by factorial tests) from keratin hy-
drolysate with chitosan (10 — 15 %), glycerol (30 — 40 %), ascorbic acid (2 %) and glutar-
aldehyde (0.5 %) were prepared. Tablets were prepared from these mixtures by casting.

Their solubility and ascorbic acid amount released in time were studied.

Keywords: keratin, hydrolysis, chitosan, tablets
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UvVOD

Ov¢i vina je material, ktery se hojn¢ vyuziva diky své kvalité v textilnim pramyslu, kdy pfi
jeho zpracovani vznika velké mnozstvi odpadu, ktery je potieba dale zpracovavat. Jedna se
o material bohaty na keratin, jenz obsahuje velké mnozstvi disulfidovych vazeb, které zpt-
sobuji jeho nerozpustnost ve vodé¢ a také odolnost proteolytickym enzymim. Kvili tomu
jsou keratiny téZce zpracovatelné a také malo vyuzivané. Jejich zpracovatelnost 1ze zlepsit
rozStépenim dlouhych molekul keratinu pomoci hydrolyzy. Hydrolyzou se ziskavaji kera-

tinové hydrolyzaty vyuzivajici se v kosmetice, medicing, potravinafstvi nebo zeméd¢lstvi.

Keratin je fibrilarni protein, ktery je hlavni slozkou nejen ovéi viny, ale také vlast, Stétin,
peti, kopyt apod. Je to mechanicky velmi odolny protein, jenz je ve vod¢ nerozpustny.
Odolava jak proteolytickym enzymiim, tak fyzikalnimu a chemickému plisobeni prostredi.
Keratin mé dv¢ struktury, a to a-keratin a B-keratin. Keratinové hydrolyzaty Ize ziskat, jak
jiz bylo feceno vyse, hydrolyzou, a to alkalickou, enzymovou, kyselou, redukéni a oxidac-

ni, nebo jejich kombinaci.

Keratiny a keratinové hydrolyzaty nalézaji v dneSni dob& mnoho moZnosti aplikaci. Lze je
vyuzit v 1ékatstvi, zem&d€lstvi, potravinarstvi, ale také v kosmetice. Je mozné je vyuzit pii
tvorbé filmi, které slouzi v 1ékafstvi, ale také jako obalovy materidl v potravindiském
primyslu. Dalsi aplikaci jsou napf. scaffoldy a vldkna nalézajici uplatnéni predevSim ve
tkanovém inZenyrstvi. Tyto materialy se aplikuji také ptfi mikroenkapsulaci, napt. 1é¢iv, pfi

vyrobé kosmetickych ptipravk, ale také pti prodluzovani vlasi.

Chitosan je deacetylovany chitin, jenZ je biokompatibilni a biodegradabilni materiél
s antimikrobialni aktivitou. Hojné se vyuzivéa ve farmacii a mediciné€ pti dermélnim a pero-
ralnim podavani 1é¢iv, ve tkanlovém inZenyrstvi, v potravinarském a kosmetickém priimys-

lu, nebo pii Gpraveé vody.

Keratinovy hydrolyzat a chitosan se vyuzivaji k pfipravé smési, ze kterych se nasledné
pfipravuji napf. nanokompozitni hydrogely, scaffoldy nebo membrany. Smési lze vyuzit
v lékatskych aplikacich, jako systémy pro transport 1é¢iv, k hojeni ran nebo ve tkanovém
inZenyrstvi. Lze je aplikovat také v kosmetickém, potravinaiském nebo zemédélském pri-

myslu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VLNA

Vlna je typickym ptikladem keratinového materialu, jehoz vlakna jsou hojné¢ vyuzivana
v textilnich aplikacich. Cisté vlakno vlny obsahuje asi 82 % keratinu s vysokym obsahem
aminokyseliny (AMK) cystein. Dale obsahuje pfiblizn¢ 17 % bilkovinného materialu, na-
zyvany ,,nekeratinovy* material, ktery ma vyrazné niz§i obsah cysteinu nez keratinova
sloZka viny. Zbylé 1 % zahrnuje slozku materialu skladajici se z lipidi a malého mnozstvi

polysacharidu. [1 — 3]

Vldkna viny, o priméru pfiblizné¢ 20 um, se skladaji z kortexu a kutikuly. Kortex, nebo
také kuira, tvofi vnitini prostor a kutikula, zvana pokozka, tvoii obal vnitiniho prostoru. To,
z ¢eho se vIinéné vlakno sklada, je zndzornéno na obrdzku 1. Lze vidét, ze mikrofibrily se
skladaji z a-helixt. Mikrofibrily jsou obklopeny matrici a jejich sklddanim dojde
k vytvoteni makrofibril, které jsou obklopeny bunéénou membranou, kterou dale obklopu-

je kortex (ktra). [1, 4]

- pravotociva a-sroubovice
/"

, komplex bunécnych membran

makrofibrila

matrix
Ctyfi vnéjsi vrstvy kutikuly

- \7 N
levotocivy \
spiralovy

‘
provazec \

mikrofibrila

para burika a bunéény orto kortex

Obr. 1: Schéma struktury vlédkna viny [1]

Diky velkému obsahu keratinu mé vlna vysokou molekulovou hmotnost. Dale ma vybor-
nou biokompatibilitu (snasenlivost v biologickém prostiedi) a za ur¢itych podminek biode-
gradabilitu (schopnost rozlozit se). Vldkna viny maji také vyborné fyzikalni vlastnosti diky

pritomnosti chemickych skupin na makromolekulach keratinu a jejich uspotadani. [1 — 3]
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2 KERATIN

Keratin je protein (skleroprotein) patfici mezi vlaknité, neboli fibrilarni proteiny. Tato bil-
kovina je soucasti vlasi, kiize, Stétin, viny, rohti, kopyt, pefi apod. Jednd se o chemicky
nereaktivni protein, ktery je mechanicky odolny, ve vod€ nerozpustny. Keratiny maji me-
chanickou a obranou funkci. Zndme 2 struktury keratinu, a to a-keratin nachazejici se u
savcu a dale B-keratin vyskytujici se u plazi a ptaki. Typickym zdrojem keratinu jsou ko-
pyta, rohy, vlna, srst, chlupy, nehty, vlasy, pefi, drapy, zobaky. Keratiny lze rozdé¢lit na
mekké a tvrdé. Mekké keratiny obsahuji mensi mnozstvi siry, nez tvrdé keratiny. Diky
svym vlastnostem, jako je biologicka rozlozitelnost a biokompatibilita, 1ze keratinovy hyd-
rolyzat vyuzivat v mnoha oblastech. PouZzivé se ve form¢ gelu, filmt, perlicek, nanocastic
a mikrocastic, a to ve farmacii, medicing, potravinafstvi a kosmetickém primyslu. [1, 6 —

10]

2.1 Struktura Keratinu

2.1.1 Primarni struktura

Primérni struktura keratinl je dana fetézcem AMK, které jsou spojeny peptidovou vazbou.
Retézce se mohou lisit v poétu a sekvenci AMK a také v polarité a naboji. AMK sekvence
urCuje vlastnosti a funkce keratinového vlakna. Keratiny se sloZzenim li§i podle svého pi-
vodu. Napiiklad keratiny nachazejici se v kiizi skotu, nebo lidské kizi jsou bohaté na
AMK glycin, serin, leucin a kyselinu glutamovou. U savci je slozeni keratind v mékkych a
tvrdych tkanich srovnatelné. Aminokyselinova sekvence dale urcuje jak sekundarni a terci-
arni, tak 1 kvartérni strukturu a povahu vazeb pfi pfipadné interakci s jinymi slozkami cy-

toskeletu. Primarni struktura je zndzornéna na obrazku 2. [1, 11, 12]
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Obr. 2: Primarni struktura [2]

2.1.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura je ddna konformacemi a-helix a B-sklddany list. Tyto konformace
jsou znazornény na obrazku 3. Stabilizujicim prvkem u konformace a-helix nachazejici se
predevsim u savct jsou vodikové mustky, a to mezi —CO a —NH skupinami. Polypeptidové
fetézce se v tomto piipade staci prevazné do pravotocivé Sroubovice. U konformace -
skladaného listu jsou polypeptidové fetézce sefazeny rovnobézné a stejn€ jako u konfor-
mace a-helix i zde jako stabiliza¢ni prvek ptsobi vodikové miistky mezi —CO a —NH sku-

pinami. [1, 11, 12]
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Obr. 3: Konformace a-helix, B-sklddany list a zndzornéni AMK jednotek [3]
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2.1.3 Terciarni struktura

Terciarni struktura keratinu ma podobu heterodimeru, ktery sestava ze dvou rtiznych fetéz-
cl, a to z kyselého a zésaditého. Tato struktura udava uspotradani polypeptidovych fetézcu
v prostoru. Retézce jsou spojeny disulfidovymi mustky, Van der Waalsovymi silami a
elektrokovalentni vazbou. Kromé téchto vazeb mohou mezi polypeptidovymi fetézci plso-
bit také hydrofobni interakce. Tercidrni struktura urcuje nasledné uspotradani celé molekuly

v prostoru. [1, 11, 12]

2.1.4 Kbvartérni struktura

Keratiny jsou schopny tvofit keratinova vlakna s komplexni kvartérni strukturou, vcetné
tvorby tetrameru (protofilament) a oktameru (protofibril, nebo také superhelix). Skladanim

protofibril dojde k vytvoteni mikrofirily. Nasledn€ z mikrofibril vznikaji makrofibrily. [4]

Kvartérni strukturou se rozumi pisobeni polypeptidovych fetézcii mezi sebou navzajem.
Vzijemnym pusobenim dojde k vytvofeni vys§iho molekularniho celku. Stabilizacnim
prvkem u této struktury jsou hydrofobni sily, disulfidové, vodikové a iontové vazby, tedy

jak kovalentni, tak nekovalentni vazby. [1, 11, 15]

2.2 Vlastnosti keratinu

Keratin je nerozpustny protein ve vod¢, v kyselinach a zasadéach i v organickych rozpous-
tédlech. Je biodegradabilni, biokompatibilni a odolny vici proteolytickym enzymim, che-

mickému a fyzikalnimu plisobeni prostredi. [5]

Keratiny se skladaji z AMK. Maji vysoky obsah kyseliny glutamové, serinu a cysteinu. To
je odliSuje od ostatnich proteint. Ve srovnani s kolagenem keratin obsahuje vyrazné¢ méné

prolinu a glycinu. V AMK slozeni keratinu se nenachdzi hydroxyprolin. [10, 11]

Fyzikaln&-chemické vlastnosti keratinli, molekulovd hmotnost a isoelektricky bod, urcuji
fyzikalni vlastnosti v epitelidlnich bunikach a tkanich. Ke stanoveni fyzikalné-chemickych
vlastnosti je tieba rozstépit disulfidové vazby pomoci rozpoustédel mocoviny a redukénich
¢inidel (napf. merkaptoethanol). Narusenim disulfidovych vazeb dojde k rozpusténi kerati-
nu a nasledné se separuji podle molekulové hmotnosti a isoelektrického bodu pomoci jed-
no a dvourozmérné gelové elektroforézy. Rozdilnost v molekulové hmotnosti a isoelek-
trickém bodu jsou z diivodu riizného poctu fosforylovanych a glykosylovanych aminokyse-

linovych zbytkt. [4]
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Molekulova hmotnost keratinu, nachazejiciho se u savcti, se pohybuje v rozmezi od 40 do
70 kDa. Isoelektricky bod (pI) se 1isi u jednotlivych typt keratinti z divodu jejich rozdil-
ného AMK slozeni. pl se u keratinti pohybuje v intervalu ptiblizn¢ od 4,7 po 8,5, kdy hod-

nota pl zalezi na tom, ze které tkan¢ byl keratin ziskan. [4]
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3 KERATINOVE HYDROLYZATY

Keratinové hydrolyzaty (KH) vznikaji diky rozstépeni peptidovych a disulfidovych vazeb,
které se nachazi v keratinu, pomoci procesu zvaného hydrolyza. Keratin se podrobuje to-
muto procesu z toho divodu, ze je sdm nerozpustny, obtizné zpracovatelny a také tézce
degradovatelny [6]. Dale lze jako nevyhodu keratinu uvést to, Ze je nestravitelny z divodu

nemoznosti jeho Stépeni enzymy trypsinem nebo pepsinem. [1, 17]

Jak jiz bylo feceno, KH se ziskavaji hydrolyzou. Existuje n¢kolik typit hydrolyzy — alka-
licka, enzymova, kyseld, redukéni nebo oxida¢ni. V nekterych ptipadech se vyuziva také
kombinace jednotlivych typt hydrolyzy. Vhodnou kombinaci je napt. enzymova a alkalic-

ka hydrolyza. [6]

3.1 Alkalicka hydrolyza

V ptipadé¢ alkalické hydrolyzy se jedné o nejstarsi zptisob provedeni §tépeni peptidovych a
disulfidovych vazeb v keratinu. Pfi alkalické hydrolyze se vyuZzivaji roztoky hydroxidd, jez
maji vysoké koncentrace. Pokud tyto hydroxidy plisobi soucasné¢ s vysokou teplotou, lze

dosahnout az 100 % pfemény nerozpustného keratinu na keratinovy hydrolyzat. [7]
p

Pti rozkladu zdroje keratinu (vlna, peti) lze pouzit az 12 % roztoku NaOH za teploty varu.
Za téchto podminek dochéazi ke zméné AMK slozZeni a sniZzeni obsahu dusiku u hydrolyza-
ti. Hydrolyzaty ziskané touto metodou maji nizkou molekulovou hmotnost a vysoky obsah

popelovin. [§]

U alkalické hydrolyzy mizeme také vyuZit mikrovinného ohtevu, kdy za soucasného pou-
ziti roztoku hydroxidu draselného a hydroxidu sodného lze hydrolyzovat vinu i s kazi,
¢imz dojde k zisku jak hydrolyzati keratinu, tak kolagenu [9]. Dal§i moznosti je pfiprava
KH pomoci roztoku NaOH za piisobeni teploty 60 °C, kdy Ize ziskat KH s nizkou moleku-
lovou hmotnosti, a to v intervalu od 6,5 do 20 kDa [10]. Pro alkalickou hydrolyzu Ize pou-
zit 1 jinych alkalickych roztokti, nez vySe zminénych. Pfi ziskdvani KH touto metodou by
byla G¢innost vyssi pfi pouziti alkalickych roztokl s vyssi koncentraci za plisobeni vysSich

teplot. [7]
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3.2 Kysela hydrolyza

Pti provadéni kyselé hydrolyzy se pouzivaji roztoky o vysoké koncentraci z davodu velké
odolnosti keratinovych materiali. Keratinovy material se rozemele na prasek a smicha se
s kyselinou sirovou. Tato smés se ohfeje na teplotu 70 °C po dobu 24 hod. Po uplynuti této
doby se sm¢s ohfeje na teplotu 130 °C a pfi této teploté se smes udrzuje po dobu 4 hodin.
Poté se ptida deionizovana voda, smés se ochladi na pokojovou teplotu a pH smési se
upravi na hodnotu 7. Po filtraci se ziska kapalny KH. Takto ziskané hydrolyzaty se pouzi-

vaji ke zvySeni produktivity pti vyrobé kyseliny citronové. [11]

3.3 Enzymova hydrolyza

Jedna se o velmi ¢asto pouzivany zptisob hydrolyzy. Pti této hydrolyze dochézi k piisobeni
enzymu, a to nejéastéji proteinazy nebo keratinazy. Tyto enzymy produkuji bakterie (napf.
rodu Bacillus a Streptomyces) a houby [7]. Vyhodou této metody je malé davkovani enzy-
— 7 dni, slozita prace s bakteriemi, vysoka cena enzymu a udrzovani reak¢nich podminek
[12]. Pi1 enzymové hydrolyze se rozemlety keratinovy materidl smichéd s roztokem soli,
nasleduje vytemperovani na urcitou teplotu a uprava pH. Poté se k reakéni smési piidaji
kultury bakterii. Pro ukonceni hydrolyzy musi dojit k inaktivaci bakterii a enzyml pomoci
zmény teploty nebo pH [7]. U enzymové hydrolyzy jsou vyuzivany napiiklad bakterie
Amycolatopsis keratiniphila D2. Tento typ bakterii je vhodny pro enzymovou hydrolyzu
pii teploté 40 °C, kdy enzym produkovany t€émito bakteriemi ma nejvyssi u€innost [13].
Pti pouziti kultury bakterii Acremonium chrysogenium je optimalni teplota enzymové hyd-

rolyzy 55 — 60 °C. [14]

3.4 Redukéni a oxidacni hydrolyza

Diky redukéni hydrolyze muzeme rozlozit az 80 % keratinového materialu. Naptiklad
umisténim keratinového materidlu do smési 2-merkaptoethanolu, mocoviny, ethylendia-

mintetraoctové kyseliny a pufru, kdy dochazi ke st€peni disulfidovych vazeb. [15]
Analogickym postupem redukéni hydrolyzy je oxidacni hydrolyza, pti které oxidacni €ini-
dla, jejichz ionty obsahujici siru (napf. S,0s>), rozkladaji disulfidové vazby obsazené

v keratinovém materialu [16]. Tato metoda hydrolyzy mlze byt provedena ve smési 8M
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roztoku mocoviny, 0,5M roztoku Na,S;0s a 0,2M roztoku dodecylsulfatu sodného. Pti
pouziti této smési k oxidacni hydrolyze se pracuje za teploty 100 °C. [27, 28]

3.5 Kombinovany zpiisob hydrolyzy

Kombinovaného zpiisobu hydrolyzy se vyuziva za ucelem zvySeni vytéznosti pti rozkladu
keratinového materidlu na keratinovy hydrolyzat. Vhodnou kombinaci je alkalickd a en-
zymova hydrolyza. V prvnim kroku se ke keratinovému materialu ptida alkalicka slouce-
nina a nasledné se po upravé pH pfida vhodny enzym. Déle je mozné kombinovat oxidacni
a enzymovou hydrolyzu. V tomto pfipadé na keratinovy material ptisobi oxidaéni ¢inidlo a

nasledné se vazby v keratinu §tépi enzymy. [3, 29]

Moznym provedenim kombinovaného zplisobu hydrolyzy je také pouZiti enzymu Savinase
16.0LEX v roztoku sodné¢ho pufru obsahujici hydrogensiti¢itan sodny a dodecylsulfat sod-

ny. Pfi vyuziti dodecylsulfatu sodného byla zjisténa vyssi aktivita enzymu. [17]
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4 APLIKACE KERATINU A KERATINOVYCH HYDROLYZATU

Keratinové hydrolyzaty se diky svym vlastnostem vyuzivaji v mnoha odvétvich primyslu.
Pouzivaji se v I€karstvi, zemedélstvi, potravinafstvi a v posledni dobé se vyuziva piede-
v§im v kosmetice. Pti pouziti KH do konkrétni aplikace je tfeba znat jejich vlastnosti - roz-
pustnost, tepelna stabilita, schopnost vytvofit film, nebo reologické vlastnosti. KH se kom-
binuje s dalSimi materidly, jako je napf. chitosan. Samotny KH i jeho smési se vyuzivaji

v mnoha aplikacich. [18]

4.1 Keratinovée filmy

V poloving 90. let minulého stoleti byly poprvé ptipraveny keratinové filmy. Tyto filmy,
pripravené pouze z keratinu, byly pro praktické pouziti nevyhodné z diivodu jejich kieh-
kosti. Proto se zacalo vyuzivat glycerolu jako zmékcovadla, coz zajistilo, ze folie mély
lepsi vlastnosti, a to pfedev§im prihlednost, pruznost a biodegradabilitu. Biologicka rozlo-

zitelnost byla zajisténa lepSim rozpusSténim z divodu pridavku zmekcéovadla. [26, 32, 33]

V roce 2002 doslo ke zlepSeni keratinovych filma diky pfidani glycerolu a chitosanu. Pfi-
danim chitosanu do smési ur€ené pro piipravu folii bylo dosazeno zlepSeni mechanickych

vlastnosti. Takto pfipravené filmy vykazovaly antibakteridlni vlastnosti. [33, 34]

Keratinové filmy jsou vyuZivany nejen pro lékaiské potieby, ale také jako obalovy materi-
al pro potravinaisky primysl. Filmy slouZi jako obalovy materidl na driibez, ryby a maso.

[19]

4.2 Keratinové scaffoldy a vlakna

Keratiny jsou schopny samovoln¢ vytvaret trojrozmérné struktury. Proto se zacaly vyuzi-
vat k vyvoji scaffoldd (tkanové ,leSeni‘) pro tkanové inzenyrstvi. Scaffoldy byly vytvoreny
lyofilizaci (suSeni mrazem) vodnych roztokii keratinu, ¢imz byla vytvofena tuha a tepelné
stabilni struktura. Tkanové ,leSeni‘ na bazi keratinu je vhodné pro pouZiti v této oblasti

z divodu své biokompatibility a biodegradability. [20]

Dale se z keratinu mohou piipravovat také vlakna, kterd jsou vyuzivana pro biomedicinské
aplikace. Tato vlakna maji velikost v rozmérech nano az mikrometra a jsou nahodné uspo-
fadany. Pro zvySeni mechanickych vlastnosti téchto vldken se keratin kombinuje s polye-

thylenoxidem (PEO). Kombinuje se vodny roztok keratinu a prasek PEO v rtiznych pomé-
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rech, aby doslo k tvorbé materialt, které maji rizné chemické, fyzikdlni, reologické, me-
chanické a tepelné vlastnosti. Z vlaken na bazi keratinu a PEO se ziskéavaji netkané textilie,
jez slouzi jako podpora adheze a rtstu bunék, material podporujici hojeni ran nebo jako

scaffold ve tkanovém inzenyrstvi. [33, 36 — 38]

4.3 Keratinové membrany

Kize slouzi jako ochrana téla proti mechanickému poskozeni nebo biochemickym ¢ini-
dlam. Pfi jejim poSkozeni neni schopna regulovat teplotu, zajistit transport tekutin nebo
zabranit bakterialni infekci. K regeneraci kiize, nebo také jinych tkani, se tedy pouzivaji
keratinové membrany, které podporuji rist tkané. Membrany jsou biokompatibilni, struk-
turné pevné a propustné pro biomolekuly, jako jsou hormony nebo Zziviny. Keratinové
membrany lze pouzit pfi 1écbé popélenin, parodontdlnich onemocnéni, kosti nebo zubd.

[21]

4.4 Vyuziti keratinovych hydrolyzati v zemédélstvi

Diky vysokému obsahu proteinu a esencidlnich AMK, se KH s oblibou vyuZzivaji jako kr-
mivo nebo ptipadné aditivum do krmnych smési. Jejich vyhodou je snadné zpracovani a
nizka cena. KH pro tyto aplikace se ziskavaji enzymovou hydrolyzou keratinu. Jako krmi-
vo v minulosti slouZila keratinovd moucka, coZ byl rozemlety keratin za vysoké teploty a
tlaku. Nevyhodou takovéto piipravy byla ztrata AMK tryptofanu nebo methioninu. [40 —
42]

Diky vysokému obsahu dusiku slouzi KH jako hnojiva nebo rlstové stimulatory. Diky
rizné rozpustnosti té€chto piipravki je zajisténo postupné uvolnovani dusiku do pidy. Hyd-
rolyzou lze za pouziti hydroxidu draselného a kyseliny fosfore¢né ziskat KH obsahujici 1

dalsi latky prospésné pide, a to draselné a fosfore¢né ionty. [22]

4.5 DalSi vyuziti keratinovych hydrolyzati

Dal$i moZnosti vyuziti KH je mikroenkapsulace. Pro pfipravu mikrokapsuli se vyuZzivaji
vodné roztoky KH. Nejcastéji enkapsulovanymi latkami jsou oleje, barviva, ochucovadla,
vin¢ nebo 1é¢iva. Mikroenkapsulace se Casto provadi ultrazvukovou vibraci. Tento proces
ptipravy mikrokapsuli se sklada z emulzifikace a chemického sitovani proteinovych mole-

kul. Mikrokapsule se pfipravuji z vodného roztoku, rozpoustédla (napi. isopropylfenol) a
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latky uréené k enkapsulaci. U této smési probiha diky ultrazvukové sond¢ sonifikace, ¢imz
vznikne suspenze, kterd je odstfedéna. Po odstfedéni je separovana horni vrstva, jez obsa-

huje mikrokapsule, a nékolikrat se promyje vodou. [19]

Keratinové hydrolyzaty se déale vyuzivaji v kosmetice jako prostfedek k oSetfeni poskoze-
nych vlasti nebo pokozky. Pouzivaji se pro jejich schopnost utvoftit prostredi, které zajisti,
ze nedochdzi ke ztratdm vody ve vlasech a kuzi. Z KH se vyrabi kosmetické ptipravky.
Napft. Sampony, kondicionéry, laky na vlasy, nebo pletové krémy. Diky keratinovému hyd-
rolyzatu mohou byt také prodluzovany a zahustovany vlasy. KH zde tvofi spoj ptirodnich

vlast a vlasti napojovanych. [35, 43]
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S CHITOSAN

Chitosan se ziskava z chitinu, coz je linearni polysacharid vyskytujici se v télech clenovct
(korysi, krevety, ...), v bunécné stén¢ hub a ve vnéjsi kostte hmyzu [23]. Chitosan je tedy
deacetylovany derivat chitinu, neboli (1—4)-2-amino-2-deoxy-f-D-glukan (obr. 4). Chi-
tosan je charakterizovan jednou aminoskupinou v pozici C2 a dvéma hydroxylovymi sku-
pinami v pozicich C3 a C6. Jedna se o funk¢ni a reakéni jednotky. U chitosanu existuji 4
krystalické polymorfy, mezi které patii tendonové forma, forma II a L2 (hydratované po-
lymorty) a nehydratovand forma. Hydratovana forma ve vod¢ snadno tvofi rozpustné soli
s organickymi a minerdlnimi kyselinami. Nehydratovana forma vznika diky zahtivani hyd-

ratovaného chitosanu nad teplotu 200 °C. [24]

Diky volnym aminoskupindm ma chitosan velmi dobré vlastnosti, jako naptiklad biokom-
patibilita, biodegradabilita, antimikrobialni aktivita, nizkd imunogenita a v neposledni fad¢
také netoxicnost [44, 45]. Jeho hydrofobni, aniontové a kationtové vlastnosti, mohou byt
fizeny modifikaci jinymi funkénimi skupinami. Vzhledem k témto vlastnostem je hojné
vyuzivan ve farmacii, medicin€, kosmetice, pfi €isténi vody nebo pii konzervaci potravin.
Vzhledem k vy$§i mife rozpustnosti v organickych rozpoustédlech a vod¢ je pro biologické
aplikace je chitosan vhodnéjsi nez chitin. V aplikacich se vyuziva se formé& nanovldken,

nanocastic, mikrocastic, gelii, membran, perlicek a scaffoldi. [7, 46]
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Obr. 4: Strukturni vzorec chitinu a chitosanu [25]
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5.1 Vyuziti chitosanu

Chitosan se diky svym vlastnostem, jako napiiklad biokompatibilita, biodegradabilita a
vynikajici mechanicka pevnost, vyuzivd ve farmacii a v oblasti mediciny jako nahrada
kostnich stépti, hydrogely pro hojeni ran, pro cilené dodavani 1ékt nebo v tkanovém inze-
nyrstvi. Dal$i uplatnéni chitosanu je v kosmetice, potravinafstvi, nebo agrochemii. [47 —

49]

Molekulova hmotnost, stupeni acetylace a schopnost enkapsulace jsou vlastnosti, diky kte-
rym je chitosan vyuzivan jako matrice pro transport léciv. Pfi transportu 1é¢iv chitosan
zajist'uje fizené uvolnovani a cileni 1é¢iva. Chitosan se vyuziva pti podavani 1é¢iv ve forme
hydrogeld. Hydrogely se mohou aplikovat peroralné, rektalné, do o¢i, nebo do dychaciho
ustroji [26]. Rozpousti se v kyselych az neutralnich roztocich. Je mukoadhezivni, diky
¢emuz se vyuziva pii ptipravé 1ékl obsahujici antibiotika, analgetika nebo antiseptika. De-
gradaci chitosanu zajisStuji enzymy lysozym a chitindza, nebo také kyselé prostiedi. [47,
50]

5.2 Medicina a farmacie

Peroralni podavani 1é¢iv

Pii perordlnim podavani 1éciva slouzi hydrogely na bazi chitosanu jako matrice s fizenym
uvoliovanim. Zajisti transport 1é€ivé latky do specifickych mist, jako je ustni dutina, Zalu-
dek nebo tenké a tlusté stievo. V ptipad¢ transportu 1éciva do dutiny Ustni 1ze 1&¢it stomati-
tidu (zanét dutiny Ustni), periodontalni onemocnéni (onemocnéni dasni), plisnové a virové
infekce a také rakovinu ustni dutiny. Hydrogely se dale pouzivaji pro cileni napt. kla-
rithromycinu, coZ je antibiotikum urceno k lécbé bakteridlnich onemocnéni dychaciho
ustroji nebo zZaludecnich potizi zpiisobenych patogenni bakterii Helicobacter pylori. Dale
mohou byt podavany léCiva jako inzulin, nifedipinum, metronidazolum, tetracyklin,
amoxicillin nebo theophyllin. Studie in vivo dokazuji, ze 1é€ivo ma prodlouZenou dobu

uvolnovani a ptisobi antibakterialng. [26]
Dermalni podavani 1é¢iv
Pfi dermélnim podavani 1é¢iv se vyuzivaji membrany nebo néplasti na bazi chitosanu. Tyto

ptipravky maji fizené uvolnovani 1é¢iva a také pfedem stanovenou rychlost uvoliovani.

Jsou ptipravovany kombinaci chitosanu se Skrobem a glutaraldehydem. Dal$i moznou lat-
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kou ptidavanou do téchto membran a néplasti je kurkumin, ktery slouzi v 1é¢b¢ diabetes I1.
typu, pii snizovani rizika vzniku Alzheimerovy choroby, nebo pfi redukci hmotnosti. [49,

51, 52]
Aplikace do oci

Pti aplikaci kapek do o¢i je hlavnim problém retence v oku. Proto jsou oftalmické piiprav-
ky aplikovany pomoci hydrogeli, které zajisti, ze 1é¢ivo je Casové v delsim kontaktu
s rohovkou. Termosenzitivni hydrogely pfipravené z chitosanu a B-glycerol fosfatu vyka-
zovaly zlepSeni transkornedlni propustnosti oproti vodnym roztoklim 1é¢iva, minimalizaci
vedlejSich ucinkt a také méné Castou aplikaci 1é¢iva. Dalsi teplotné citlivé hydrogely, slo-
zené z chitosanu a poly—N—isopropylakrylamidu, jsou pfipravovany pro dodavani 1é¢iva
timolol maleate. [26]

DalSi mozné aplikace 1é¢iv

Dalsi moznou aplikaci 1é¢iva je aplikace do nosu. Pfi podani 1éCiv do nosu lze taktéz vyuzit
pro zlepSeni uvolfiovani 1é€iva hydrogely na bazi chitosanu. Hydrogely umoznuji lepsi
absorpci 1é¢iv, protoze usnadnuji transport vétSich molekul ptes povrch sliznice. Lécivou

latkou miize byt u téchto hydrogell aciklovir. [26]

Déle mohou byt 1é¢iva pomoci hydrogelt aplikovana per rektum. Tato moznost nabizi al-
ternativu intraven6znimu a injekénimu podavani 1éciv. Vyhodou je lokalni zacileni 1€kt
k organtim. Uvolnovani 1é¢iv v tomto ptipad¢ ovliviiuje viskozita hydrogelt. [26]

Tkanové inZenyrstvi

Tkanové inZzenyrstvi (TI) zajiStuje transplantaci nebo regeneraci posSkozenych tkani nebo
organt. V TI je pro své vlastnosti hojné vyuzivan chitosan. V této oblasti se vyuzivaji chi-
tosanové hydrogely podporujici agregaci a proliferaci bun¢k. Chitosanovy hydrogel obsa-
hujici rutin (rostlinny glykosid) 1ze pouzit jako injektovatelné obvazy pro hojeni ran. Dalsi
moznou kombinaci pro tvorbu hydrogelu zajist'ujiciho hojeni ran je karboxymethyl chi-

tosan s vodnym roztokem zelatiny. Hydrogely na bazi chitosanu a glycerolfosfatu lze pou-

Zit pro regeneraci nervove soustavy. [49, 53, 54]
Dalsi mozné vyuziti v mediciné a farmacii
Diky svym vlastnostem je chitosan vyuZzivéan také jako material pro chirurgické stehy, zub-

ni implantaty, nahradu ki@ize, nebo pro kontaktni cocky, dialyza¢ni membranu, obvazy na

rany, 1é¢bu popalenin a poskozenych kosti, nahrada kloubnich chrupavek a slach. [53, 55]
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5.3 Kosmeticky primysl

Chitosan se vyuziva v kosmetice napft. do ptipravkl na vlasy, jako jsou Sampony, barvy na
vlasy, spreje na vlasy a vlasova tonika. Diky schopnosti interagovat s vlasovym keratinem
tvofi transparentni elastické folie na vlasech, ¢imz jsou vlasy jemnéjsi, pevnéj$i a méné
Casto dochazi k jejich poSkozeni. Diky absorpci chitosanu a chitosanovych derivati pod
vinovou délku 400 nm se také vyuzivaji v pé¢i o pokozku, konkrétné¢ v opalovacich kré-

mech, nebo dale jako hydrata¢ni krémy pro pokozku. [27]

5.4 Potravinarsky priamysl

V potravinaistvi se chitosan a jeho derivaty vyuzivaji pro antimikrobidlni a antioxidacni
vlastnosti. Protoze je chitosan citlivy na vlhkost, kombinuje se s jinymi biologicky odbou-
ratelnymi polymery. Ve formé folii, kapsli nebo sackl se aplikuji na potraviny, jako je
maso nebo ovoce a zelenina, ryby a motské plody. Tyto obaly zabrafuji mikrobialni kon-
taminaci potraviny. Obaly jsou jedlé, prodluzuji trvanlivost potraviny a jsou bezpecné.
Aplikuji se také pro Cisténi a regulaci kyselosti v ovocnych néapojich, zlepSeni aroma po-

travin, zahuSténi a zlepSeni textury potravin, nebo ke stabilizaci barev. [57, 58]

5.5 Uprava vody

Chitosan se dale pouziva jako koagulant pifi Upravné povrchové vody. Jako koagulant je
schopen odstratiovat huminové latky a sniZovat zakal. Skodlivé latky jsou z vody odstra-
novany diky protonizaci AMK v kyselém prostfedi. Tim chitosan ziska kladny ndboj a
vaze na sebe zaporn¢ nabité latky, kterymi jsou necistoty. Dochdzi k jejich destabilizaci,
seskupovani, ¢imz tvoii vétsi utvary, jez lze riznymi metodami separovat z vody, a to
napf. sedimentaci nebo filtraci. Upravu vody pomoci chitosanu koagulaci ovlivituji fyzi-

kalni a chemickeé vlivy, jako pH, teplota nebo samotné sloZeni upravované vody. [28]
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6 SMESI KERATINU A CHITOSANU

V riznych oblastech mediciny se aplikuje diky dobrym vlastnostem, jako je biodegradabi-
lita a biokompatibilita, keratin. Jeho aplikace jsou vSak omezené kvili jeho nezptlisobilosti
odolavat mechanickému namdhani. Pro zlepSeni téchto vlastnosti byly vyvinuty kompozity
z keratinu a dal$ich pfirodnich polymert, jako jsou proteiny a polysacharidy. Mezi protei-
ny pouzivané pro tvorbu téchto kompozitii patii kolagen nebo Zelatina. Z polysacharidi
jsou to celuldza, kyselina hyaluronovéa, nebo chitin, a to predevsim v deacetylované podo-

b¢ — chitosan. [29]

Smési keratinu s chitosanem podporuji adhezi a rist bun€k, vyuzivaji se v 1ékarskych apli-
kacich k hojeni ran, jako systémy pro transport 1é¢iv, povlaky nebo pro tkanové inzenyr-
stvi. Dale se mohou aplikovat v potravinafském, zemédélském nebo kosmetickém primys-

Tu. [29]

Z téchto smési se pripravuji napt. filmy, které mohou slouzit v I¢kaistvi pii hojeni ran.
V 75 % kyseliné octové jsou postupné rozpusStény chitosan a keratin. Z ptipraveného roz-
toku jsou odlévany folie. Aby folie nebyly kiehké, ptidavaji se ke smeésim zmékcovadla,
jako napfiklad glycerol. Pfidavkem chitosanu a glycerolu Ize ovlivnit mechanické vlastnos-
ti odlévanych folii. V ptipadé 5 hm. % ptidavku chitosanu byly filmy velmi kiehké, jejich
flexibilita byla vylepSena vétSsim piidavkem chitosanu — 10 hm. % a také ptidavkem glyce-

rolu. [30]

6.1 Keratin-chitosanové membrany

Vyse zminéné smési z keratinu a chitosanu Ize pouzit pro pfipravu membran urcenych pro
podporu hojeni ran. Takovyto kompozit by mohl vykonavat synergické funkce téchto po-
lymerti, jako mechanickd pevnost, biodegradabilita a biokompatibilita, lepsi adheze a proli-
ferace bunc¢k. Smési urcené pro tuto aplikaci jsou zesitovany pomoci UV zatreni. UV zafte-
ni plsobi na smés po dobu 15 min, poté se vzorky susi na tmavém misté po dobu 16 az 24
hodin. Membrany jsou po vysuSeni transparentni a maji nazloutlou barvu. Jejich povrch je
hladky, bez defekti. Tyto membrany mohou byt vyuzivany v Iékafstvi jako material pro

vyrobu obvazili na rany a dalsi aplikace. [31]
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6.2 Nanokompozitni hydrogel

V dnesni dob¢ vyuzivané kryti na rany ma nevyhody v tom, ze kryti se muze lepit na ranu,
je tuhé a nezajist'uje baktericidni aktivitu. Pro vylepSeni kryti ran proto byly vyvinuty hyd-
rogely na bazi keratinu a chitosanu s nanocasticemi oxidu zine¢natého. Jedna se o biokom-
patibilni kompozitni porézni obvaz zajist'ujici rychlejsi hojeni rany a baktericidni aktivitu.

[32]

Keratin pro tuto aplikaci byl ziskavan z lidskych vlasti. Dialyzovany roztok keratinu byl
vysuSen lyofilizaci, ¢imz byl ziskdn keratinovy hydrolyzat v podobé prasku. Dale byly
pripraveny nanocastice oxidu zine¢natého, a to technikou sol-gel. Byly pfipraveny roztoky
Zn(0,CCHj3) ve vodé a NaOH ve vodé. Po dikladném promichéani byly tyto roztoky smi-
chéany, ¢imZ doSlo k vysrazeni nanoc¢astic ZnO. Tyto nanocastice byly dikladné promyty

methanolem za u¢elem odtranéni veskerého vedlejsiho produktu. [32]

Tento hydrogel byl pfipraven ze smési keratinu a chitosanu, do niz byly pfidany nanoc¢asti-
ce oxidu zinec¢natého. Jeho lyofilizaci vznikl hydrogel urceny pro kryti ran. Vznikly hyd-
rogel byl vysoce porézni, coz zajistilo riist bunék. Diky pfitomnosti nanoc¢astic ZnO byl
hydrogel antibakteridlni, pevny v tahu a biodegradabilni. Vyzkumy potvrdily schopnost
tohoto hydrogelu podpofit hojeni ran, ale také hojeni popalenin. [32]

6.3 Keratin-chitosanovy scaffold

Scaffold na bazi keratinu a chitosanu je porézni kompozitni material slouzici pro hojeni ran
a regeneraci kiize. Tento biomaterial je antibakterialni a cytokompatibilni. Keratin pro tuto
aplikaci byl extrahovéan z viny redukéni hydrolyzou, a to pomoci smési dodecylsulfat sod-
ného (SDS), mocoviny a 2-merkaptoethanolu za teploty 60 °C po dobu 12 hodin. Ziskany
roztok keratinu byl poté dialyzovan. Dialyzovany roztok keratinu byl odlity do kadinek a
do roztokt byl dispergovan chitosan. Byly ziskany keratin-chitosanové smési o koncentra-
ci chitosanu 50, 100, 200, 400, 600 a 1000 pg/ml. Smési byly odplynény a nality do kulti-
vacnich destic¢ek, v nichz byly lyofilizovany pfi teploté -80 °C po dobu 48 hodin. Poté byly
vzorky promyvany PBS (pufrovany fyziologicky roztok) a deionizovanou vodou a nasled-
n¢ vysusSeny. Stejnym zplisobem byly piipraveny také Cisté porézni keratinové a chitosa-

novée scaffoldy pro srovnani jejich vlastnosti. [33]

Cisty chitosanovy scaffold vykazoval vyrazné vétsi prodlouZeni, pevnost a Youngtiv mo-

dul proti Cistému keratinovému scaffoldu. Pfi koncentraci chitosanu 50 pg/ml v roztoku
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keratinu byly mechanické vlastnosti podobné ¢istému keratinovému scaffoldu. S navyso-
vanim koncentrace chitosanu dochédzelo ke zlepSeni mechanickych vlastnosti. Vysledky
v této studii ukézaly, ze ptidavek chitosanu do keratinového scaffoldu zaruci zlepsSeni je-

jich mechanickych vlastnosti diky jeho mechanické pevnosti. [33]

Dale byla u téchto typia scaffoldd testovana jejich antibakterialni aktivita. Scaffold vytvo-
feny pouze z chitosanu vykazoval nejvetsi antibakterialni aktivitu. Vzorek tohoto scaffoldu
byl ponofen do bakterialni suspenze (S. aureus a E. coli) po dobu 2 hodin, kde doslo ke
sniZzeni poctu bakterii. Keratin-chitosanové scaffoldy taktéz vykazovaly antibakteridlni

aktivitu, a to predevsim od koncentrace chitosanu vyssi nez 400 pg/ml. [33]

Ptidavkem chitosanu ke keratinu doslo ke zmén¢ morfologie scaffoldu, snizila se hydrofili-
ta, porozita, bobtnavost a také doSlo ke zpomaleni degradace danych scaffoldii. Se zvySuji-
ci se koncentraci chitosanu byly vylepSeny mechanické vlastnosti i jeho antibakteridlni
aktivita. Nejlepsi adheze bunck a jejich proliferace byla u koncentrace chitosanu 400
pug/ml. Vyvinuté scaffoldy Ize diky jejich vlastnostem vyuzit pfi hojeni ran a regeneraci

kize. [33]
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II. PRAKTICKA CAST
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7 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo posoudit vliv slozeni smési z keratinového hydrolyzatu
s chitosanem a dal$imi aditivy na rozpustnost a uvoliiovani aktivni slozky z pfipravenych

tablet.

Prvnim dil¢im cilem této diplomové prace byla Gprava ov¢i viny. Vina byla odtu¢néna,
namleta na nozovém mlyné. Z takto upravené ovCi viny byl pfipraven alkalicko-

enzymovou hydrolyzou keratinovy hydrolyzat, ktery dale slouZil pro ptfipravu tablet.

Druhym dil¢im cilem byla pfiprava smési naplanovana faktorovymi pokusy s jednim stie-
dovym bodem. Sledovanymi faktory byly pfidavek chitosanu v rozmezi 10 — 15 % na na-
vazku hydrolyzatu a pfidavek zmék&ovadla v rozmezi od 30 do 40 % na navazku hydroly-

zatu. Takto pfipravené smési byly pouzity na odlévani tablet.

Ttetim dil¢im cilem této prace bylo stanovit vliv sloZzeni smési na rozpustnost a uvolilovani

vitaminu C z tablet ve vodném prostredi.
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8 MATERIALY A POSTUP PRACE

8.1 Materialy

Vstupnim materialem pro ziskani keratinového hydrolyzatu byla ov¢i vina typu Merino od
soukromého chovatele. Dale byl na ptipravu smési spolu s keratinovym hydrolyzatem pou-
zit chitosan s vysokou molarni hmotnosti od 310 do 375 kDa. Ze smési byly nasledné pfi-

praveny tablety.

8.2 Pristroje, pomiicky, chemikalie

Z ptistroji a pomucek byly vyuzity nozovy mlyn Fritsch, zavafovaci hrnec Domo s micha-
cim zafizenim, odstfedivka Hettich Rotina 35, susarna Memmert, analytické vahy Kern,
pH metr, laboratorni sklo Simax, PA tkanina, celul6zova membrana Sigma-Aldrich ur¢ena
pro dialyzu, mineralizacni aparatura, Parnas-Wagnerova destilaéni aparatura, muflova pec
Nabertherm (Labotherm L9/11), susarna Vacucell 55 Comfort, silikonova forma na tablety,
programovatelny zdroj Novex Model-3540, minicela Novex Xcell I, suSici sestava Novex,

celofanové folie, Invitrogen 10-20% tricine polyakrylamidovy gel EC6625.

Z chemikalii byly pouzity enzym Lipex 100T, Savinase Ultra 16 L, NaOH, Ca(OH),,
H;POy, glycerol bezvody p.a., glutaraldehyd, kyselina askorbova (vit. C), roztok Na,S,03 a
NaOH, jod, jodid draselny, HCI, H,SOy, roztok Skrobu, H;BO3, Tashirtv indikéator, tableta
katalyzatoru, proteinovy standard s Sirokou distribuci molarnich hmotnosti (6,500-200,000
Da), pufry Running Buffer 10X a Sample Buffer 2X, 2-merkaptoethanol, ledova
CH3;COOH, methanol, barvivo Briliant Blue G.

8.3 Priprava keratinového hydrolyzatu

8.3.1 Uprava viny

Keratinovy hydrolyzat byl ptfipravovan z ov¢i viny. Vina byla nejprve zbavena necistot,
nastfihdna na mensi kousky a nasledné vyprana ve vlazné vod¢€. Poté bylo tfeba vinu vy-
prat s mycim prostfedkem. Aby vlna neobsahovala myci prostfedek, bylo dale nutné ji vy-

pirat vlaznou vodou az do uplného odstranéni myciho prostredku.
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8.3.2 Odtué¢néni enzymem Lipex 100T

Vlna byla po kompletnim vyprani myciho prostfedku umisténa do destilované vody. Pomér
pro vinu a vodu byl 1:50. Pfed pfidanim enzymu bylo pH upraveno na hodnotu 8, a to po-
moci 20 % NaOH. Po tpravé pH bylo pfidano 1 % enzymu Lipex 100T. MnoZstvi enzymu
bylo vztazeno na hmotnost suché viny. Odtu¢novani viny probihalo 24 hodin, a to pfi tep-
lot¢ 40 °C. Béhem odtuciiovani bylo potieba smés viny a vody nékolikrat promichat. Po
uplynuti doby 24 hodin byla vlna vyjmuta z vody a promyta ¢istou destilovanou vodou.

Nasledné se promyta vlna vysuSila v horkovzdusné susarné pfi teploté 103 °C.

8.3.3 Rozklad viny a separace

Pted zapocetim rozkladu viny bylo potfeba ji pomlet na nozovém mlyné s velikosti ok sita
1 mm. Rozklad viny, ktery byl proveden v zavafovacim hrnci Domo s michacim zafizenim

(obr. 6), probihal ve dvou stupnich.

Obr. 5: VIna po odtu¢néni a namleti

V prvnim stupni bylo navaZzeno 800 g namleté viny (obr. 5) a pfidano 16 I destilované vo-
dy. Ke smési bylo piidano 96 g hydroxidu vapenatého a nasledovala hydrolyza pii teploté
80 °C po dobu 48 hodin.
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Obr. 6: Zavarovaci hrnec Domo s michacim zafizenim vyuZity pro rozklad viny

Po uplynuti doby 48 hodin bylo potieba snizit teplotu hydrolyzy na 60 °C, upravit pH na
hodnotu 9. Bylo upraveno 10 % kyselinou fosfore¢nou. Po upraveni pH bylo pfidano 5 %
enzymu Savinase Ultra 16 L na navazku viny, tedy 40 g. Poté pokrac¢ovala hydrolyza 24
hodin pfi teploté¢ 60 °C. Po 24 hodinach byl inaktivovan pouzity enzym zahiatim teploty
kapalné faze na 90 °C po dobu 10 minut.

Poté nésledovala separace nerozlozené¢ho zbytku viny (obr. 7). Bylo vyuZito filtrace pies
16 vrstev PA tkaniny, jejiz velikost ok byla 150 um. Nerozlozeny zbytek viny byl vysusen
pfti teploté 103 °C a nésledné zvazen. Z hmotnosti nerozlozeného zbytku viny byla dopoci-
tana ucinnost hydrolyzy. Aby doslo k uplnému odstranéni nerozloZeného zbytku viny, byla
kapalnéd faze odstfed’ovana pii 4000 ot/min po dobu 6 minut. Po odstfedéni byl ziskany

keratinovy hydrolyzat dialyzovan.
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Obr. 7: NerozloZzeny zbytek viny po vysuSeni

8.3.4 Dialyza

Pti dialyze bylo 500 ml keratinového hydrolyzatu nalito do celul6zové membrany (obr. 8).
Membrana s keratinovym hydrolyzatem byla poté umisténa do 5 I destilované vody. Dialy-
za probihala pfi pokojové teploté 7 dni, pficemz byla voda ménéna po 24, 48 a 96 hodi-
nach. Po dialyze byl kapalny keratinovy hydrolyzat nality na plech a umistén do horko-
vzdusné susarny vyhtaté na teplotu 65 °C. Poté, co byl keratinovy hydrolyzat vysuSen na

prasek, byl rozetfen ve tfeci misce (obr. 9).

Obr. 8: Celul6zova membrana s kapalnym keratinovym hydrolyzatem
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Obr. 9: Keratinovy hydrolyzat po vysuSeni a rozetfeni ve tfeci misce

8.3.5 Vytéznost hydrolyzy a dialyzy

V tab. 1 jsou uvedeny vysledky alkalicko-enzymové hydrolyzy. Pti hydrolyze bylo rozlo-

zeno 65,2 % odtucnéné ovci viny, piicemz 34,8 % ovei viny nebylo rozlozZeno.

Tab. 1: Tabulka vysledkl vytéZznosti a ztrat po hydrolyze a dialyze

m [g] m [%]
Navazka viny na hydrolyzu 800,0 100,0
MnozZstvi rozlozené viny 521,5 65,2
MnozZstvi nerozloZeného podilu 278.5 34,8
Keratinovy hydrolyzat - po vysuSeni* 107,0 20,5
Ubytek po dialyze* 414,5 79,5

*vztazeno na mnozstvi rozloZené viny

Po alkalicko-enzymové hydrolyze byla provedena dialyza, jejiZz vytéZnost byla 20,5 %,
zatimco ubytek po dialyze byl 79,5 %. Velky ubytek keratinového hydrolyzatu byl zptso-
ben tim, Ze celul6zovd membréna pouzitd pro dialyzu je schopné propustit kratsi fetézce
KH a také nizkomolekuldrni latky s mensi molekulovou hmotnosti nez 12 kDa a popelovi-

ny.
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9 ANALYTICKE ZKOUSKY

9.1 Stanoveni suSiny

U vysuSeného keratinového hydrolyzatu byla provedena zkouska na stanoveni obsahu su-
Siny. Stanoveni bylo provedeno dvakrat. Pro stanoveni obsahu suSiny byly pouzity koze-
luzské misky. Do téchto misek bylo na analytickych vahach navazeno 1 g KH. Misky
s materidlem byly vlozeny do horkovzdusné susarny, kde byla teplota 103 °C. Vzorky byly
suSeny po dobu 4 hodin. Poté byly kozeluzské misky vyjmuty ze susarny, ulozeny do exi-

katoru a po vychladnuti byly zvazeny.

Dle vzorce (1) vypocitdme obsah suSiny:

m
s=-"1.100 (1
my

S ... obsah susiny [%]
my ... hmotnost vzorku pfed vysusenim [g]

m; ... hmotnost vzorku po vysuseni [g]

9.2 Stanoveni obsahu popelovin

Pro stanoveni obsahu popelovin v odtu¢néné viné a keratinovém hydrolyzatu byly pouzity
zihaci kelimky z kfemenného skla a muflova pec. Stanoveni bylo provedeno u KH i OV
dvakrat. Kelimky byly vyzihany, nasledné ochlazeny v exikatoru a poté zvazeny. Do vyZi-
hanych kelimkl byl na analytickych vahach navazen vzorek, a to ptiblizné¢ 1 g. Kelimky
byly poté se vzorkem umistény nad kahan, kde doSlo ke spaleni vzorku. Po spaleni vzorku
byly kelimky umistény do muflové pece na 90 minut, kde byla teplota 650 °C. Po stanove-
ném case byly kelimky vyjmuty z muflové pece a ochlazeny v exikatoru. Po ochlazeni
byly i se spalenym vzorkem zvazeny. Obsah popelovin se vypocita dle vzorce (2).

m
P=—2.100 (2)
mo

P ... obsah popelovin ve vzorku [%]
my ... hmotnost vzorku pted spalenim [g]

m; ... hmotnost vzorku po spéleni [g]
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9.3 Mikrochemické stanoveni dusiku

Stanoveni dusiku u vzorkl odtu¢néné viny a keratinového hydrolyzatu bylo pomoci Micro-
Kjeldahlovy metody. Tato metoda spociva v mineralizaci vzorku a nasledné destilaci mine-

ralizatu. Stanoveni bylo provedeno u KH i OV dvakrat.

V prvnim kroku bylo navadzeno 0,2 g vzorku do mineraliza¢ni banky, bylo ptfidano 5,6 ml
kyseliny sirové, 20 ml 0,02N HCI a tableta katalyzatoru. Mineraliza¢ni baiika byla umisté-
na na topnou desku (obr. 10) a mineralizace probihala pfi teploté 480 °C do uplného vyce-

feni vzorku. Po ochlazeni byl mineralizat zfedén malym mnozstvim destilované vody a po

rozpusténi pevnych ¢astic prelity do 50 ml odmérné banky a doplnén po rysku.

lastr .~
U 5

4, .
.

Obr. 10: Mineraliza¢ni aparatura

Ve druhém kroku probéhla destilace ziedéného mineralizatu. Do Parnas-Wagnerovy desti-
la¢ni aparatury (obr. 11) bylo odpipetovano 25 ml vzorku a ptidano 20 ml roztoku Na,S,0;
a NaOH. Ptedestilovany vzorek byl jiman do 15 ml kyseliny borité. Destilace probihala 20
minut od pocatku varu. Po skonceni destilace bylo ke vzorku pfidéno par kapek Tashirova

indikétoru a nasledné se roztok titroval 0,02N HCI do rizového zbarveni (obr. 12).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

39

Obr. 12: Vzorek pred titraci a vzorek po titraci

Dle vzorce (3) se vypocita obsah dusiku:

N=V-c-14,007-100-2 3)
m
N ... obsah dusiku ve vzorku [%]
V ... spotiteba HCI pfi titraci [ml]
¢ ... molarni koncentrace HCI [mol.I"']

m ... hmotnost vzorku [mg]
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9.4 Stanoveni molarni hmotnosti elektroforézou
Stanoveni molarni hmotnosti bylo provedeno SDS — PAGE elektroforézou (obr. 13).

Priprava vzorku

120 mg KH bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody. Cast roztoku byla ve vialkach zie-
déna s pufrem a merkaptoethanolem v poméru 5:4:1. Vialky byly nésledn¢ vlozeny do ka-

dinky a zality vrouci vodou. Ve vrouci vodé byly po dobu 2 min.

Vyvijeni gelu

Deska s gelem obsahujici jamky byla oplachnutd vodou pro odstranéni uchovavaciho roz-
toku a umisténa do cely Novex Xcell II tak, ze vznikly dvé komory pro pufr. Do téchto
komor byl nalit pufr tak, aby byly zaplaveny jamky. Poté byl do jamek nadédvkovan vzorek
(20 pl) a standard. Vyvijeni geli probihalo 90 min pfi limitnim napéti 125 V, limitnim
proudu 80 mA a limitnim vykonu 5 W.

Ustalovani a barveni geli

Gel byl v Petriho misce zality roztokem kyseliny octové v methanolu a byl tfepan 1 hodinu
na tfepacce. Poté byl promyty methanolem a nabarven roztokem brilantni modfi. Po nabar-

veni gelu byl opét promyty methanolem.

SuS$eni gelu

Odbarveny gel byl proplachnuty 25% methanolem a zality suSicim roztokem. Nésledné byl

umistén mezi celofanové folie a vysusen.

Obr. 13: Minicela Novex Xcell II a programovatelny zdroj Novex Model-3540
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9.5 Vysledky analytickych zkousSek

V tabulkach nizZe jsou uvedeny vysledky analytickych zkousek, které byly provedeny u
keratinového hydrolyzatu a ov¢i viny. Vysledné hodnoty téchto zkousek mezi sebou kore-

sponduji.

Tab. 2: Obsah suSiny a vlhkosti ve vzorku keratinového hydrolyzatu

Obsah suSiny [%] | Obsah vlhkosti [%]

Keratinovy

+ +
hydrolyzit 95,6 £0,2 4,4+0,2

V tab. 2 jsou uvedeny vysledky zkousky stanoveni suSiny u pfipravené¢ho keratinového
hydrolyzatu. Stanoveni obsahu suSiny bylo provedeno dvakrat, primérna hodnota obsahu
susiny byla 95,6 %. Obsah su$iny byl stanovovan pro ptipravu smési z KH — slozky smési

byly piepocitdvany na susinu KH.

Tab. 3: Obsah popela ve vzorku keratinového hydrolyzatu a odtuénéné ovci ving

Obsah popela [%]

Keratinovy
+
hydrolyzat 6,404
Odtucnéna 15403
vina

Vysledky zkousky stanoveni popela jsou uvedeny v tab. 3. Tato zkouska byla u vzorku KH
1 OV provedena dvakrat, ptficemz primérna hodnota obsahu popelovin u KH byla 6,4 %, u
OV byl primérny obsah popelovin 1,5 %. U nedialyzovanych hydrolyzati byva obsah po-
pelovin vyssi (obvykle kolem 15 %), je tedy patrné, ze dialyzou byla odstranéna podstatna
¢ast popelovin z KH [64, 65]. U naSeho vzorku KH je vyssi z toho diivodu, Ze obsahuje 1
anorganické latky z hydrolyzy. Obsah popelovin by bylo moZné snizit delSim casem dialy-

zy nebo Castejsi vymeénou vody pii tomto procesu.
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Tab. 4: Obsah dusiku ve vzorku keratinového hydrolyzatu a odtu¢néné viny

Obsah dusiku [%]

Keratinovy
+
hydrolyzat 15,0£02
Odtucnéna 163402
vina

Obsah dusiku byl stanovovan ve vzorcich keratinového hydrolyzatu a odtu¢néné viny. Sta-
noveni probéhlo u danych vzorkli 2x a vysledky jsou uvedeny v tab. 4. Primérny obsah

dusiku u KH byl 15 %, u OV 16,3 %.
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PR, 700 kDa

116 kDa
97 kDa

____— 66kDa

—— 55kDa

- — 45kDa
-— 36 kDa

' ———— 29kDa

24 kDa

-
- ————— 20kDa

14 kDa

' —— 6,5kDa

Obr. 14: Gel po ustéleni a barveni, vzorek KH — vlevo, standard — vpravo

Na obrazku 14 Ize vidét vysledek elektroforézy. Vlevo se nachazi vzorek KH, vpravo stan-
dard. Podle intenzity vybarveni gelu lze fici, ze dany vzorek KH alkalicko-enzymovou
hydrolyzou obsahoval slozky jak o niz$i molarni hmotnosti, tak o vys$i molarni hmotnosti.
U vzorku KH se nachazi dva intenzivnéji vybarvené pasy, a to v oblasti kolem 6,5 az
20 kDa a kolem 80 az 120 kDa. Z toho 1ze usoudit, Ze v danych oblastech bylo véts§i mnoz-
stvi téchto frakei KH.
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10 PRIPRAVA SMESI A TABLET

Smési pro piipravu tablet byly navrzeny podle faktorovych testd 2° s jednim stiedovym
pokusem. Byly pfipravovany z keratinového hydrolyzatu, chitosanu, vody, glycerolu, kyse-
liny askorbové a glutaraldehydu. Celkem bylo ptipraveno 5 smési, u nichz byl odlisny pfi-

davek chitosanu a glycerolu. Slozeni jednotlivych smési je uvedeno v tabulce 5.

Tab. 5: Slozeni smési pro piipravu tablet

.| SuSina KH | Voda | Chitosan* | Glycerol* Kysehna’ « | Glutaraldehyd*
Smés o o askorbova o
gl [g] [Yo] [Yo] 0 [Yo]
[Yo]

1 10 40
2 15 40
3 10,46 50 10 30 2 0,5
4 15 30
5 12,5 35

* yztazeno na suSinu KH

Smési byly pfipravovany rozpusténim chitosanu ve vodé. K tomu bylo potfeba upravit pH
na hodnotu 5,5. Po rozpusténi chitosanu ve vod¢ byl po mensich davkach pfimichavan
keratinovy hydrolyzat. Pro lep$i rozpousténi KH byl roztok chitosanu ve vod¢ zahtivan na
vodni lazni pii teploté 35 °C. Dal byl ptidan glycerol. Po rozpusténi KH byla tato smés
zahusténa zahfivanim roztoku na vodni lazni (85 °C) na objem 20 ml. Nasledné byla pfi-
déana kyselina askorbova a glutaraldehyd. Poté byla smés ihned nalita do silikonové formy
a umisténa do vakuové susarny na 30 minut. Po uplynuti této doby byly silikonové formy
se smesi (obr. 15) umistény do susarny a byly suSeny pfi teploté 40 °C do druhého dne pro
odpareni vody. Takto pfipravené tablety lze vidét na obr. 16. Tablety byly ptilkulatého tva-

ru, o praméru 9 mm.
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Obr. 16: Pripravené tablety z KH-chitosanové smési

10.1 Stanoveni rozpustnosti

U ptipravenych tablet byla provedena zkouska rozpustnosti. Tableta piedem zvazena na
analytickych vahach byla umisténa do pfedem zvazené vazenky (obr. 17). K tableté bylo
do vazenky ptidano 50 ml destilované vody. V ptfedem stanovenych ¢asech (5, 10, 15, 20,
30, 40, 50, 70 a 90 min) byla voda z vazenek odebirdna a vazenka se vzorkem byla nésled-
n¢ umisténa do susarny. Po vysuseni byla vazenka vlozena do exikatoru kvili vytempero-
vani a nasledné zvazena na analytickych vahach. Mnozstvi rozpusténé tablety bylo stano-

veno dle vzorce (4). Pro kazdy ¢as byly rozpoustény min. 2 tablety.
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Obr. 17: Vazenka s tabletou pro stanoveni rozpustnosti a mnozstvi uvolnéného

vit. C

Rozpustnost tablety se vypocita dle vzorce (4):

m
R=—-.100 4)
my

R ... rozpustnost [%]
my ... hmotnost tablety pfed rozpusténim [g]

m; ... hmotnost tablety po rozpusténi [g]

10.2 Stanoveni mnozstvi uvolnéného vit. C

Pro stanoveni uvolnéného mnozstvi vitaminu C byla tableta rozpousténa v 50 ml destilo-
vané vody (obr. 17). V pfedem stanovenych casech (5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70 a 90 min)
byla voda odebirana do titra¢nich banék, ve kterych byla po pfidavku 5 ml 2M H,SO4 a
S ml 1% roztoku Skrobu titrovana 0,05 M roztokem jodu. Zbylé tableta byla poté uplné
rozpousténa v 50 ml destilované vody. Po kompletnim rozpusténi tablety byla voda ode-
brana a titrovéna roztokem jodu. Ze zaznamenanych spotieb roztoku jodu bylo poté stano-
veno celkové mnozstvi vit. C obsaZeného v tableté¢ a mnozstvi uvolnéného vit. C béhem

danych cast. Pro kazdy Cas byly rozpousStény min. 2 tablety.
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Hmotnost vit. C v tableté se vypocita dle vzorce (5):

Myjitc = Cp, (V1(12) + Vz(,z)) *Myiec ®)

myj; ¢ ... hmotnost vit. C v tableté [g]
cy, ... koncentrace roztoku jodu [mol/1]
Vi) VZ(IZ) ... spotieba roztoku jodu pfi titraci [ml]

M,it. ¢ ... molarni hmotnost kyseliny askorbové [g/mol]

Hmotnost uvolnéného vit. C z tablety se vypocita dle vzorce (6):

Myicc = Cr, " Vi, * Myiec (6)

Myit, ¢ ... hmotnost uvolnéného vit. C z tablety [g]

¢y, ... koncentrace roztoku jodu [mol/1]
V... spotieba roztoku jodu pfi titraci [ml]

M,it. ¢ ... molarni hmotnost kyseliny askorbové [g/mol]

Mnozstvi uvolnéného vit. C se vypocita dle vzorce (7):

m
Ve =—1-100 )
mg

VC ... mnozstvi uvolnéného vitaminu C [%]
my ... celkovd hmotnost vit. C v tableté [mg]

m; ... hmotnost uvolnéného vit. C z tablety [mg]

10.3 Vysledky stanoveni rozpustnosti a uvolnéného mnozstvi vit. C

V tabulce 6 jsou znazornény vysledky zkousky rozpustnosti. V jednotlivych ¢asech byly
rozpoustény 2 tablety, v tabulce niZe jsou uvedeny primérné hodnoty mnozstvi rozpusténé

tablety. Grafické znazornéni vysledku této zkousky je na obrazku 18.
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Tab. 6: Vyhodnoceni zkousky rozpustnosti u jednotlivych smési

MnoZstvi rozpusténé tablety [%o]
Cas rozl?ouéténi Smés 1 Smés 2 Smés 3 Smés 4 Smés 5
[min]

5 80=+1,6 13,5+3,8 16,7+£2,0 | 6,7+45 |145+2,1
10 21,5+3,4 | 238+1,7 18,8+0,3 | 17,7+0,7 | 26,7 +4,0
15 224+£32 | 239+0,2 | 247+0,9 |233+1,3|28,1+1,1
20 332+33 | 283+1,0 | 299+1,5 |31,7£0,4 |429+0,1
30 504+7,7 | 35515 | 48,0£42 |413£14|505+1,5
40 72,1+£3,6 | 58,1+£0,8 | 689+72 |545+2,6|58,5=+1,8
50 81,9+3,6 | 66,5+3,8 | 758+42 |64,1+1,0|774+0,2
70 90,6+1,0 | 702+34 | 88,3+04 | 78,1+£3,2|82,7+2,3
920 923+1,3 | 83,634 | 89,3+09 | 86,2+2,7|86,7+1,3

100
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50

e=fll=Smeés 2

Mnoistvi rozpusténé tablety [%]

Smés 3

Smés 4

=== Smeés 5

10 15
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Obr. 18: Graf zavislosti mnoZstvi rozpusténé tablety na Case rozpousténi
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Z uvedenych vysledkti vyplyvd, Ze mnozstvi rozpusténé tablety se zvySujicim se Casem
rozpousténi rostlo. Na rozpousténi tablety mél vliv obsazeny chitosan a glycerol. Dle pied-
obsahem glycerolu (40 %), méla rozpoustét nejlépe. Tento jev lze vidét pouze u Casii roz-
pousténi vyssich nez 30 min. Nejméné by se méla rozpoustét tableta ze smési 4 obsahujici
15 % chitosanu a 30 % glycerolu. Toto lze pozorovat pouze u kratkych cast rozpousténi (5
a 10 min) a poté u Casii rozpousténi 40 a 50 min. Jak Ize vidét ve vySe zminéném grafu,
tableta nebyla v ¢ase 90 min zcela rozpusténa. Pro kompletni rozpusténi tablety je potieba
pokracovat v rozpousténi jesté asi 30 minut. Z aplika¢niho hlediska se smés 4 jevi jako

nejlepsi z toho divodu, Ze jeji kiivka je témef linedrni a ma minimalni odchylky.

V tabulce 7 jsou zndzornény vysledky zkouSky uvoliiovani vit. C. V jednotlivych ¢asech
byly rozpoustény 2 tablety, v tabulce nize jsou uvedeny prumérné hodnoty mnozstvi uvol-

néného vit. C. Grafické znadzornéni vysledki této zkousky je na obrazku 19.

Tab. 7: Vyhodnoceni zkousky uvoliiovani vit. C

Mnozstvi uvolnéného vit. C [%]
Cas rozp ousténi Smés 1 Smés 2 Smés 3 Smés 4 Smés 5
[min]
5 426+04 | 340+1,0 | 36,9+0,3 |31,5+£0,7| 34,0£1,0
10 48,7+4,1 | 45,7+ 1,8 | 43,104 |40,7+1,0| 43,1 £2,0
15 498 +3,1 | 552+0,0 | 48,8+6,2 [46,8+2,0| 47,9+0,2
20 50,0+0,0 | 57,5+1,2 | 50,0£0,0 {48,2+0,1| 59,1 +0,0
30 63,109 | 64,8+26 | 59,7+1,5 [545+1,0| 61,0+ 1,4
40 702+03 | 655+1,7 | 673+£1,0 |61,2+0,5| 67,8 +1,7
50 73,0+1,5| 742+0,1 | 75,1 +£2,6 |73,1+£0,0| 69,0 +4,9
70 76,014 | 77,1+3,0 | 752+3,1 |732+£1,2| 74,5+0,7
90 82,7+1,8 | 842+21 | 784+34 |78,0+1,6| 79,6+2,7
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Obr. 19: Graf zavislosti mnoZstvi uvolnéného vit. C na ¢ase rozpousteéni

Jak je mozné vidét v grafu na obrazku 19, mnoZstvi uvolnéného vitaminu C se zvySovalo
se zvysSujicim se casem rozpousténi. Dle predpokladu mélo k nejvétsimu mnozstvi uvolné-
ného vit. C dochdzet u smési 1 obsahujici 10 % chitosanu a 40 % glycerolu. K tomu do-
chézi pouze v ptipad¢ rozpousténi tablety po dobu 5, 10 a 40 min. V ¢ase 5 min bylo uvol-
néno 42,6 % vit. C, v ¢ase 10 min 48,7 % a v Case 40 min bylo uvolnéno 70,2 % vit. C.
Naopak ptedpokladu o nejmensim mnozZstvi uvolnéného vit. C odpovidaji tablety ze smési
4 s obsahem chitosanu 15 % a glycerolu 30 %. Pouze u ¢asu rozpousténi 50 min nedoslo
k uvolnéni nejmensiho mnozstvi vit. C. U tablet ze smési 4 doslo k uvolnéni 31,5 % vit. C
v ¢ase 5 min. V ¢ase 20 min doslo k uvolnéni 48,2 % vit. C. 78 % uvolnéného vit. C bylo u
¢asu rozpousténi 90 min. Jak je patrné z grafu na obrazku 19, nebylo dosazeno stoprocent-

niho uvolnéni vit. C z tablety, nebot’ ani po 90 minutach nebyla tableta zcela rozpusténa.
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11 STATISTICKE VYHODNOCENI

Smési pro piipravu tablet byly naplanovany metodou faktorovych pokust 22 (2 limity a 2
faktory) s jednim stiedovym pokusem metodou DOE (Design of experiments). Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno u rozpustnosti tablet a u mnozstvi uvolnéného vit. C. Oboji

bylo vyhodnocovano u ¢asti rozpousténi 5, 20, 40, 70 a 90 min.

11.1 Vliv faktora na rozpustnost tablet

U vlivu faktori A — chitosanu a B — glycerolu na rozpustnost tablet byly vyhodnoceny Pa-
retovy diagramy, regresni rovnice, vrstevnicové diagramy a grafy vlivi sledovanych fakto-

ra.

11.1.1 Rozpustnost v ¢ase 5 min

Obrazek 20 znazornuje vliv faktord A, B a jejich kombinaci na rozpustnost tablet.
V diagramu vidime, ze zadny z faktori nedosahl kritické hodnoty, tedy neni statisticky
vyznamny. Jak je z Paretova diagramu patrné, nejmensi vliv na rozpustnost mél glycerol.
V ptipadé chitosanu byl vliv na rozpustnost vyssi. Nejvétsi vliv ale méla na rozpustnost

tablet ve stanoveném Case kombinace téchto dvou faktort, tedy chitosanu a glycerolu.

Term 2097
: Factor Name
: A Chitosan
: B Glycerol
AB I
I
I
I
I
i
I
A I
I
1
I
I
i
I
B |
I
I
I
i
0 5 10 15 20
Effect

Obr. 20: Paretiiv diagram pro rozpousténi po dobu 5 min
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Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktori A a B na rozpustnost tablet v ¢ase 5 min.
Rozp.5 minut = 161,8 — 11,904 — 4,170B + 0,3300A * B + 2,025CtPt
R* =100 %

15

Rozpust.
5
< 8
8 - 10
|- 12
W12 - 14
W14 - 16
13 [ | > 16

Chitosan [%]

30 32 34 36 38 40
Glycerol [%]

Obr. 21: Vrstevnicovy diagram pro €as rozpousténi 5 min

Na obrazku 21 je znazornén vliv mnoZzstvi chitosanu a glycerolu na mnoZzstvi rozpusténé
tablety v daném case. Nejmensi rozpustnost bude v pfipadé, ze obsah chitosanu bude
v rozmezi od 14 do 15 % a obsah glycerolu od 30 do 32 %. Nejvétsi rozpustnost bude ve
dvou ptipadech. V prvnim ptipad¢ pii obsahu chitosanu od 10 do necelych 11 % a glycero-

lu od 30 do 31,5 %. Druhym piipadem je obsah chitosanu od 14 do 15 % a glycerolu od 38
do 40 %.
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Obr. 22: Vliv sledovanych faktori na rozpustnost v ¢ase 5 min

Grafy na obrazku 22 znéazorniuji vliv jednotlivych faktorli na rozpustnost za 5 min. U fakto-
ru A — chitosanu, dochazi k poklesu mnoZstvi rozpusténé tablety se zvySujicim se mnoz-
stvim chitosanu. U faktoru B — glycerolu, dochazi rovnéz k poklesu mnoZstvi rozpuSténé
tablety, ¢imZ nebyl potvrzen predpoklad, Ze se zvySujicim se mnozstvim glycerolu se zvy-
Suje mnozstvi rozpus§téné tablety. U chitosanu je vétsi rozptyl neZ u glycerolu, chitosan

tedy rozpousténi v tomto Case ovliviiuje vice nez glycerol, ktery ma velmi maly rozptyl.
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11.1.2 Rozpustnost v ¢ase 20 min

Na obrazku 23 je zndzornén Paretiiv diagram pro rozpousténi tablety po dobu 20 min. Vliv
faktori na rozpustnost v tomto pfipad¢ je velmi maly. ProtoZe ani jeden z nich nedoséahl
kritické hodnoty, nejsou statisticky vyznamné. Nejmensi vliv na rozpousténi v tomto Case

ma kombinace chitosanu a glycerolu, naopak nejvétsi vliv na rozpustnost ma glycerol.

Term 109,6
: Factor Name
: A Chitosan
: B Glycerol
B 1
1
1
1
1
:
1
A 1
1
1
1
1
1
:
AB :
1
1
1
i
0 20 40 60 80 100 120
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Obr. 23: Paretliv diagram pro rozpousténi po dobu 20 min

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktorti A a B na rozpustnost tablet v ¢ase 20 min.
Rozp.20 minut = 63,80 — 4,380A4 — 1,250B + 0,15804 * B — 6,125CtPt

R%=100 %

Rozpust.
20
[ ] < 30
W 30 - 32
W32 - 34
34 - 36
36 - 38
38 - 40
W 40 - 42
[ ] > 42

Chitosan [%]

30 32 34 36 38 40
Glycerol [%]

Obr. 24: Vrstevnicovy diagram pro ¢as rozpousténi 20 min
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Vrstevnicovy diagram na obrazku 24 znazoriuje rozpousténi tablet v case 20 min. Z dia-
gramu Ize soudit, ze k nejmenSimu rozpuSténému mnozstvi, tj. méné nez 30 %, bude do-
chézet v ptipad¢, ze obsah chitosanu bude od 10 do 10,5 % a glycerolu od 30 do 31 % a
dale pti obsahu chitosanu pfiblizné€ od 11 do 13,5 % a obsahu glycerolu od 32,5 do 36,5 %.
Nejvyssi rozpustnost v tomto ¢ase bude u obsahu chitosanu od 14,5 do 15 % a obsahu gly-

cerolu pfiblizn¢ od 38,5 do 40 %.
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Obr. 25: Vliv sledovanych faktorti na rozpustnost v ¢ase 20 min

Na obrazku 25 se nachazi grafy znazorfiujici vliv jednotlivych faktorit na mnoZstvi rozpus-
téné tablety po 20 min. Jak je v prvniho grafu patrné, rozpustnost tablet v tomto Case roz-
pousteéni roste s rostouci koncentraci chitosanu. Nedoslo tedy k potvrzeni predpokladu, Ze
s rostoucim mmnozstvim chitosanu klesd rozpustnost. Predpoklad, ze rozpustnost roste
s rostoucim obsahem glycerolu, je potvrzen v druhém grafu, ktery znazornuje vliv faktoru
B na rozpustnost. Z grafu je patrné, Ze rozpustnost v tomto Case roste s rostouci koncentra-
ci glycerolu. U obou faktorti je vétsi rozptyl hodnot, oba tedy ovlivituji rozpustnost v ¢ase

20 min.
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11.1.3 Rozpustnost v ¢ase 40 min

Paretliv diagram na obrazku 26 znazornuje statisticky vliv faktorti na rozpustnost v Case
40 min. Ani jeden z faktord nedosahl kritické hodnoty zndzornéné v diagramu, tudiz jsou
statisticky nevyznamné. Nejvétsi vliv ma v tomto piipadé chitosan, nejmensi kombinace
chitosanu a glycerolu. I v tomto pfipadé se jedna o maly statisticky vliv faktorii na rozpust-

nost.
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Obr. 26: Paretliv diagram pro rozpousténi po dobu 40 min

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktori A a B na rozpustnost tablet v ¢ase 40 min.

Rozp.40 min = 92,90 — 3,3604 + 0,1600B + 0,016004 * B — 5,400CtPt
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Obr. 27: Vrstevnicovy diagram pro ¢as rozpousténi 40 min



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

Na obrazku 27 se nachézi vrstevnicovy diagram pro rozpustnost v ¢ase 40 min. Jak je patr-
né, nejméné se rozpousti tablety s obsahem chitosanu od 14,5 do 15 % a obsahem glycero-
lu od 30 do 31,5 %. Naopak tablety s nejvétsi rozpustnosti jsou s obsahem chitosanu od 10

do necelych 11 % a obsahem glycerolu ptiblizné€ od 38 do 40 %.
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Obr. 28: Vliv sledovanych faktorti na rozpustnost v ¢ase 40 min

Jak je z grafu na obrazku 28 patrné, rozpustnost roste se zvySujicim se obsahem chitosanu,
¢imz nedoslo k potvrzeni ptedpokladu, Ze rozpustnost klesa se zvySujicim se obsahem chi-
tosanu. Naopak se potvrdil predpoklad, ze rozpustnost roste se zvySujicim se obsahem gly-
ceroluy, jak 1ze vidét v grafu vyse. Dle rozptylu hodnot u jednotlivych grafii mizeme fici, Ze

vice rozpustnost v ¢ase 40 minut ovlivituje glycerol.
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11.1.4 Rozpustnost v ¢ase 70 min

Paretliv diagram na obrazku 29 znazornuje, ze nejvétsi vliv na rozpustnost v ¢ase 70 min
mél chitosan, naopak nejmensi vliv mél glycerol. Opét se jedna o piipad, kdy faktory ne-

dosahly kritické hodnoty a maji tedy velmi maly statisticky vliv na rozpustnost.

Term 972
Factor Name
A Chitosan
B Glycerol

AB

Effect

Obr. 29: Paretliv diagram pro rozpousténi po dobu 70 min

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktori A a B na rozpustnost tablet v ¢ase 70 min.

Rozp. 70 min = 40,60 + 4,0804 + 2,270B — 0,20404 * B + 0,9000CtPt
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Obr. 30: Vrstevnicovy diagram pro ¢as rozpousténi 70 min
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Na obrazku 30 je znazornén vrstevnicovy diagram pro rozpousténi v ¢ase 70 min. Nejmen-
§1 mnozstvi rozpusténé tablety je v tomto ptipad¢ pro obsah chitosanu ptiblizn€ od 13,5 do
15 % a obsah glycerolu od 37 do 40 %. Nejvétsi mnoZstvi rozpuSténé tablety je u tablet
obsahujicich pfiblizné 10 % chitosanu a 39 az 40 % glycerolu.
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Obr. 31: Vliv sledovanych faktorti na rozpustnost v ¢ase 70 min

Graf na obrazku 31 znazorfiuje vliv faktori na mnozstvi rozpusténé tablety, pfi¢emz v gra-
fu pro faktor A lze vidét, ze doSlo k potvrzeni predpokladu, Ze s rostoucim obsahem chi-
tosanu klesa rozpustnost. Nebyl vSak potvrzen ptedpoklad, Ze rozpustnost roste se zvysuji-

cim se obsahem glycerolu. V tomto ptipadé ma vétsi vliv na rozpousténi chitosan.
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11.1.5 Rozpustnost v ¢ase 90 min

Jak je z Paretova diagramu na obrazku 32 patrné, faktory nedosahly kritické hodnoty, tudiz

nejsou statisticky vyznamné. Nejvetsi vliv u rozpousténi tablet po dobu 90 min vykazuje

chitosan. Nejmensi vliv na rozpousténi v tomto ¢ase ma kombinace ndmi zvolenych fakto-

o

ru.

Term 3335
T

Factor Name
A Chitosan
B Glycerol
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Effect

Obr. 32: Paretiiv diagram pro rozpousténi po dobu 90 min

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktori A a B na rozpustnost tablet v ¢ase 90 min.

Rozp. 90 min = 71,50 + 0,88004 + 0,80008 — 0,050004 * B — 5,025CtPt
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Obr. 33: Vrstevnicovy diagram pro ¢as rozpousténi 90 min
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Jak lze vidét v diagramu na obrazku 33, nejméné se v tomto Case rozpousti tablety obsahu-
jici ptiblizné 34 az 36 % glycerolu a 12 az 13 % chitosanu. Nejvétsi rozpustnost vykazuje

obsah chitosanu od 10 do 10,5 % a 39 az 40 % glycerolu.
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Obr. 34: Vliv sledovanych faktort na rozpustnost v ¢ase 90 min

V ptipadé rozpousténi tablet po dobu 90 minut doslo k potvrzeni ptedpokladi, a sice Ze
rozpustnost klesd se zvySujicim se obsahem chitosanu a roste se zvySujicim se obsahem
glycerolu. Tento jev lze pozorovat v grafech na obrazku 34. Chitosan mé v tomto piipadé

vétsi vliv na rozpousténi nez glycerol.
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11.2 Vliv faktori na uvolnovani vit. C

U vlivu faktori A — chitosanu a B — glycerolu na uvoliiovani vit. C z tablet byly vyhodno-
ceny Paretovy diagramy, regresni rovnice, vrstevnicové diagramy a grafy vlivl sledova-

nych faktort.

11.2.1 Uvoliiovani vit. C v ¢ase 5 min

Na obrazku 35 se nachéazi Paretliv diagram znazoriujici statisticky vliv faktori na mnoz-
stvi uvolnéného vit. C pfi ¢ase rozpousténi 5 min. Zadny z faktord nedoséahl kritické hod-
noty, nejsou tedy statisticky vyznamné. Lze fici, ze nejvetsi vliv na mnozstvi uvolnéného

vit. C mél chitosan, naopak nejmensi vliv méla kombinace faktord chitosanu a glycerolu.

Term 78,14
: Factor Name
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: B Glycerol
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Obr. 35: Paretiv diagram pro dobu uvoliiovani vit. C 5 min

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktori A a B na uvoliiovani vit. C v ¢ase 5 min.
Uvoltiovani 5 min = 11,40 + 0,84004 + 1,210B — 0,064004 * B — 2,250CtPt

R%=100 %
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Obr. 36: Vrstevnicovy diagram pro dobu uvoliiovani vit. C 5 min

Vrstevnicovy diagram na obrazku 36 znazoriiuje mnozstvi uvolnéného vit. C v ¢ase 5 min.

Nejméné uvolnéného vit. C vykazuje tableta obsahujici pfiblizné 14 — 15 % chitosanu a 30

az 31,5 % glycerolu. Nejvice uvolnéného vit. C bude v pfipadé, Ze tableta bude obsahovat

10 az 10,5 % chitosanu a ptiblizné 39 az 40 % glycerolu.
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Obr. 37: Vliv sledovanych faktorti na mnozstvi uvolnéného vit. C v ¢ase 5 min



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

Z grafu na obrazku 37 je patrné, ze doslo k potvrzeni piedpokladi, a to sice ze mnozstvi
uvolnéného vit. C klesé se zvySujicim se mnozstvim chitosanu a zaroven roste se zvysuji-
cim se obsahem glycerolu. Jak je z grafu patrné, vyraznéji mnozstvi uvolnéného vit. C

ovlivituje obsah chitosanu.

11.2.2 Uvoliiovani vit. C v ¢ase 20 min

Paretiv diagram na obrazku 38 ukazuje statisticky vliv faktorti na mnozstvi uvolnéného
vit. C pfi rozpousténi v ¢ase 20 min. Faktory jsou statisticky nevyznamné, jelikoz nedoséah-
ly kritické hodnoty znazornéné v diagramu. Stejny vliv v tomto ptipad¢ maji faktory glyce-

rol a kombinace faktorti. Nejmensi vliv na uvoliiovani vit. C ma v tomto piipad¢ chitosan.
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Obr. 38: Parettiv diagram pro dobu uvolilovani vit. C 20 min

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktorit A a B na uvoliiovani vit. C v ¢ase 20 min.
Uvoliiovani 20 min = 109,4 — 5,9404 — 1,860B + 0,18604 * B + 7,675CtPt

R%>=100 %
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Obr. 39: Vrstevnicovy diagram pro dobu uvoliiovani vit. C 20 min

Vrstevnicovy diagram na obrazku 39 zndzorfiuje, Ze nejvetsi rozpustnost vykazuje tableta
obsahujici 12 az 13 % chitosanu a 34 az 36 % glycerolu. V tomto pfipad¢ je splnén pied-

poklad, Ze vit. C se bude uvolnovat nejmén¢ u tablet obsahujicich 14 az 15 % chitosanu a

30 az 32 % glycerolu.
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Obr. 40: Vliv sledovanych faktori na mnozstvi uvolnéného vit. C v ¢ase 40 min
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Na obrazku 40 v grafu zobrazujici vliv chitosanu lze vidét, ze mnozstvi uvolnéného vit. C
roste s rostoucim obsahem chitosanu, ¢imz nedoslo k potvrzeni pfedpokladu, ze mnozstvi
uvolnéného vitaminu C klesd s vy$§im obsahem chitosanu. Naopak byl potvrzen piedpo-
klad, ze mnozstvi uvolnéného vit. C roste s rostoucim obsahem glycerolu, jak Ize vidét

v grafu. Oba faktory maji v tomto pfipad€é maly vliv na uvoliiovani vit. C.

11.2.3 Uvoliiovani vit. C v ¢ase 40 min

Na obrazku 41 je zndzornén Paretliv diagram pro statistickou vyznamnost faktori na uvol-
novani vit. C v ¢ase 40 min. Vzhledem k tomu, Ze faktory nedosahly kritické hodnoty, nej-
sou statisticky vyznamné. Nejvétsi vliv na uvolnovani vit. C z tablety ma chitosan, naopak

minimalni vliv na uvoliiovani vit. C ma kombinace téchto faktoru

Term 68,61
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Obr. 41: Paretitv diagram pro dobu uvoliiovani vit. C 40 min.

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktori A a B na uvoliiovani vit. C v ¢ase 40 min.
Uvoltiovani 40 min = 79,20 — 2,0604 + 0,010008 + 0,028004 = B + 1,750 CtPt

R%=100 %
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Obr. 42: Vrstevnicovy diagram pro dobu uvoliovani vit. C 40 min

Diagram na obrazku 42 znézoriiuje uvoliiovani vit. C v ¢ase rozpousténi 40 min. Nejmensi
mnozstvi uvolnéného vit. C vykazuje tableta obsahujici chitosan v intervalu ptiblizné od

14 do 15 % a glycerol od 30 do 31,5 %. Nejvice vit. C se uvolni z tablety obsahujici ma-

ximalné 10,5 % chitosanu a glycerolu 39 az 40 %.
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Obr. 43: Vliv sledovanych faktori na mnozstvi uvolnéného vit. C v ¢ase 40 min
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V grafu na obrazku 43 Ize vidét, Ze doslo k potvrzeni obou ptedpokladi, a sice Ze mnozstvi
uvolnéného vit. C klesa s rostoucim obsahem chitosanu a zarovein roste s rostoucim obsa-
hem glycerolu. Jak je z grafu patrné, vice v tomto piipad¢ ovliviiuje mnozstvi uvolnéného

vit. C chitosan.

11.2.4 Uvoliiovani vit. C v ¢ase 70 min

Na obrazku 44 je znazornén vliv faktori na uvoliiovani vit. C pomoci Paretova diagramu.
Faktory nedoséahly kritické hodnoty a jsou tedy statisticky nevyznamné. Nejvétsi vliv na
mnozstvi uvolnéného vit C ma v tomto ptipadé glycerol, naopak nejmensi vliv vykazuje

chitosan.
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Obr. 44: Paretv diagram pro dobu uvolilovani vit. C 70 min

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktorit A a B na uvoliiovani vit. C v ¢ase 70 min.
Uvoliovani 70 min = 95,40 — 2,2604 — 0,5400B + 0,062004 * B — 0,8750CtPt

R%>=100 %
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Obr. 45: Vrstevnicovy diagram pro dobu uvoliovani vit. C 70 min

Ve vrstevnicovém diagramu na obrazku 45 Ize vidét, Ze nejmensi mnozstvi vit. C se uvol-
fluje v pripadé, ze tableta obsahuje 13,5 az 15 % chitosanu a 30 az 32,5 % glycerolu. Nao-

pak nejvice vit. C se uvoliiuje u tablety obsahujici 14,5 az 15 % chitosanu a pfiblizn¢ 39 az

40 % glycerolu.
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Obr. 46: Vliv sledovanych faktori na mnozstvi uvolnéného vit. C v ¢ase 70 min
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V grafu na obrdzku 46 pozorujeme splnéni predpokladu, ze mnozstvi uvolnéného vit. C
klesa s rostoucim mnozstvim chitosanu. Daéle je pfedpoklad splnén také u vlivu glycerolu,
kde rozpustnost roste s rostoucim mnozstvim glycerolu. VEtsi vliv na mnozstvi uvolnéného

vit. C ma v tomto piipad¢ glycerol, jehoz hodnoty maji vétsi rozptyl.

11.2.5 Uvoliiovani vit. C v ¢ase 90 min

Paretliv diagram znazornény na obrazku 47 vypovida o statistickém vlivu faktori na mnoz-
stvi uvolnéného vit. C pfi €ase rozpousténi 90 min. Faktory nedoséhly kritické hodnoty,
tudiz jsou statisticky nevyznamné. Nejvice mnozstvi uvolnéného vit. C ovlivituje faktor B,

tedy glycerol. MnozZstvi uvolnéného vit. C nejméné ovliviuje faktor A, tedy chitosan.
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Obr. 47: Paretiiv diagram pro dobu uvoliiovani vit. C 90 min

Regresni rovnice:

Regresni rovnice popisuje vliv faktori A a B na uvoliiovani vit. C v ¢ase 90 min.
Uvoliovani 90 min = 77,70 — 1,2204 + 0,05000B + 0,038004 * B — 1,225CtPt

R%=100 %
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Obr. 48: Vrstevnicovy diagram pro dobu uvoliiovani vit. C 90 min

Vrstevnicovy diagram na obr. 48 znazoriiuje mnoZstvi uvolnéného vit. C v €ase rozpousté-
ni 90 min podle zvolené koncentrace danych faktorti. Nejméné uvolnéného mnozstvi vit. C
je ve dvou ptipadech, a to pii obsahu chitosanu od 10 do 10,5 % a glycerolu od 30 ptibliz-
né do 31 %. Déle u obsahu chitosanu od 14 do 15 % a glycerolu od 30 do necelych 32 %.
Nejvétsi mnozstvi vit. C se uvolni pii obsahu chitosanu od 10 do 10,5 % a glycerolu od 38

do 40 %. Dale od 14 do 15 % chitosanu a glycerolu od 38 do 40 %.
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Obr. 49: Vliv sledovanych faktori na mnozstvi uvolnéného vit. C v ¢ase 90 min
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Na obrazku 49 je znazornén vliv chitosanu a glycerolu na mnozstvi uvolnéného vit. C
v ¢ase 90 min. U faktoru chitosanu neni splnén piedpoklad, tedy nedochazi k poklesu
mnozstvi uvolnéného vit. C s rostoucim mnozstvim chitosanu. Naopak je splnén ptedpo-
klad u glycerolu, kdy s jeho rostoucim mnozstvim roste mnozstvi uvolnéného vit. C. Vétsi

vliv mé v tomto ptipadé glycerol, jak je patrné z rozptylu hodnot.
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ZAVER
Teoreticka Cast se zabyva zdrojem keratinu — vlnou, keratinem a moznostmi jeho hydroly-

zy, jejich vyuzitim a poté chitosanem a moznostmi jeho vyuziti. Dale také pojednava o

smésich z KH a chitosanu a jejich pouziti.

V praktické casti byl jako prvni pfipraven keratinovy hydrolyzat, a to alkalicko-
enzymovou hydrolyzou odtu¢néné viny. Rozklad byl proveden ve dvou stupnich.
V prvnim stupni rozklad probihal za i¢asti Ca(OH),, ve druhém stupni enzymem Savinase
Ultra 16 L. Uginnost hydrolyzy byla 65,2 % a dialyzy 20,5 %. Z celkového mnozstvi viny
bylo ziskano 13,4 % keratinového hydrolyzatu.

U KH byly provedeny analytické zkousky, a to stanoveni suSiny a molarni hmotnosti. U
KH a OV byl déle stanoven obsah popelovin a mikrochemické stanoveni dusiku. Jednotli-
vé analytické zkousky vychazi podle predpokladu. Obsah suSiny u KH byl 95,6 %. Vy-
sledky obsahu popelovin a dusiku u KH byly porovnavany s vysledky u OV. KH m¢l vyssi
obsah popelovin nez OV, a to 6,4 %. Obsah dusiku byl u KH niz§i nez u OV, ato 15 %. Po
provedeni elektroforézy KH bylo zjisténo, Ze dany vzorek ve srovnéani se standardem se
Sirokou distribuci moldrnich hmotnosti obsahoval slozky jak o niZ§i molarni hmotnosti
(nejvice v intervalu 6,5 az 20 kDa), tak slozky o vys$S§i molarni hmotnosti (nejvice

v intervalu 80 az 120 kDa).

Z ptipraveného KH byly pfipravovany smési s chitosanem, glycerolem, glutaraldehydem a
vit. C. U smési byl hodnocen vliv ptidavku chitosanu a glycerolu naplanovany a vyhodno-
ceny metodou faktorovych pokust. Rozsah ptidavku chitosanu byl 10 — 15 %, glycerolu
pak 30 — 40 %. U pftipravenych tablet byla sledovana jejich rozpustnost a uvoliiovani vit.
C. Bylo ptedpokladano, ze nejlépe se bude ve stanovenych casech rozpoustét tableta obsa-
hujici 10 % chitosanu a 40 % glycerolu (smés 1). Tento ptedpoklad byl splnén u ¢ast roz-
pousténi vysSich nez 30 min. Dale bylo pfedpokladano, Ze nejméné se bude rozpoustét
tableta obsahujici 15 % chitosanu a 30 % glycerolu (smés 4). To je splnéno u ¢ast roz-
pousténi 5, 10, 40 a 50 min. Bylo ocekavéno, Ze nejvice se bude vitamin C uvoliiovat
z tablet obsahujicich 10 % chitosanu a 40 % glycerolu (smés 1). Tento piedpoklad byl po-
tvrzen pouze u ¢ast rozpousténi 5, 10 a 40 min. Dale bylo pfedpokladano, ze nejmensi
mnozstvi vit. C bude uvolnéno z tablety obsahujici 15 % chitosanu a 30 % glycerolu (smés

4), coz je splnéno u vétSiny Casli rozpousténi, kromé Casu rozpousténi 50 min. Z tohoto
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divodu mizeme smés 4 povazovat za nejvhodnéjsi pro dalsi analyzy nebo piipadné apli-

kace.

Pro statistické vyhodnoceni byly zvoleny Paretovy a vrstevnicové diagramy, regresni rov-
nice a grafy znazornujici vliv jednotlivych faktori na rozpousténi a uvoliiovani vit. C. Dle
Paretovych diagramt mél nejvétsi vliv na rozpustnost ve vétSiné ptipadt faktor A — chi-
tosan, nejmensi kombinace faktord. U uvoliiovani vit. C mél nejvétsi vliv faktor B — glyce-
rol, nejmensi pak faktor A - chitosan. Porovnavané faktory ani v jednom ptipadé nedosahly

kritické hodnoty, byly tedy statisticky nevyznamné.

Cilem diplomové prace bylo posoudit vliv slozeni smési na rozpustnost a uvolfiovani vit.
C. Jelikoz sledované faktory byly statisticky nevyznamné, do budoucna by bylo vhodné
vénovat se analyze vlivu dalSich technologickych podminek (napt. mnozstvi GA, teplotg,

dobg).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK  Aminokyselina.

pl
KH
PEO
TI
SDS
PBS

ov

Isoelektricky bod.

Keratinovy hydrolyzat.
Polyethylenoxid.

Tkéanové inzenyrstvi.
Dodecylsulfat sodny.
Pufrovany fyziologicky roztok.

Odtuénéna vlna.
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