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Uvod

Keratiny maji velmi stabilni strukturu, zejména
v dasledku zesitovani disulfidovymi mistky (—-S—S-), jsou
velmi odolné proti degradaci a je obtizné je rozlozit.
K ziskani rozpustného keratinu je vétSinou nutné pouzit
vysokych koncentraci roztokti chemikalii za spoluptisobeni
vysokych teplot, piipadné tlaku'™.

Pfi reakci keratinovych fetézcl se silnymi kyseli-
nami dochazi ke §tépeni peptidové vazby a ke tvorbé
—COO a -NH," iont. Béhem kyselé hydrolyzy je ¢as-
te¢né oxidovan cystin na kyselinu cysteinovou a cystein,
¢imz dochazi k Gaste¢nému rozitépeni —S—S— miustki’.
Stejné jako u kyselych roztoki se pri alkalické reakci hydro-
lyzuje peptidova vazba a dochazi také k rozst€peni —S—S—
mastkl. V poslednich letech se pro rozklad bilkovin stale
vice pouZivaji enzymy produkované nejcastéji bakteriemi
nebo houbami®®. Vyhodou jsou mirné reakéni podminky
a malé mnozstvi davkovanych proteas. Nevyhodou je ob-
Cas slozita prace s bakteriemi, udrzovani stalého reakéniho
prostfedi, vysokd cena enzymi a také pomérné dlouhy
reakcni ¢as (3—7 dnll) ve srovnani s kyselou nebo alkalic-
kou hydrolyzou (fadové hodiny)’. Pro zvyseni vyt&znosti
rozkladu keratinovych materiald pti nizSich reakénich
podminkach 1ze vyuzit kombinace vySe zminénych postu-
pt hydrolyzy. Jako nejlepsi se jevi vyuziti alkalické a en-
zymové hydrolyzy, nebot’ vétS§ina komercné vyrabénych
proteolytickych a keratinolytickych enzym ma maximalni
G¢innost v alkalické oblasti® .

Keratinové hydrolyzaty mohou najit uplatnéni
v mnoha odvétvich, napf. k Gpravam nutricnich hodnot
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krmiv pro dobytek, v zemédélstvi jako riistové stimulatory,
chelatacni ¢inidlo pfi odstranovani kovl zpudy,
v lékafstvi a farmacii (filmy pro tkéfiové inZenyrstvi, nosi-
e 16ki)'*"°. Vldkna vyrobend z hydrolyzatu keratinu lze
pouzit jako kompozity s jinymi biopolymery nebo synte-
tickymi polymery™.

Cilem ptedlozeného piispévku je zpracovéni kufeciho
pefi alkalicko-enzymovou hydrolyzou na keratinovy hyd-
rolyzat a sledovani vlivu technologickych podminek
(mnozstvi enzymu, teplota a doba hydrolyzy) na ucinnost
rozkladu a na vlastnosti hydrolyzatti (obsah dusiku, pope-
lovin, siry a —NH, skupin).
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Experimentalni ¢ast
Materialy a metody

Kuieci pefi bylo dodano z dribezarny v CR. 100 g
pefi bylo nastfihdno na kousky o délce do 5 mm a byly
provedeny vstupni analyzy: suSina=93,2 %; v suSin¢:
dusik = 14,6 %, tuk=1,15%, popel=1,01 %, si-
ra=2,80 %. Pefi se odtucnilo tak, Ze se smichalo s vodou
v poméru 1:75, ptidalo se 1,7 % enzymu Greasex 50 L, pH
se upravilo na 9,0+ 0,2 a smés se inkubovala 24 h pfi
40 £ 0,5 °C. Po filtraci se odtucnéné peti promylo vodou
a vysusilo se pii 103 + 2 °C do konstantni hmotnosti.

Chemikalie: enzymy Savinase Ultra 16 L (proteasa)
a Greasex 50 L (lipasa) od firmy Novozymes (Dansko).
KOH, NaOH, HzSO4, H3PO4, 30% HzOz, BaClz a n-hexan
(p.a.) byly dodany firmou IPL Petr Lukes. Pfistroje
a vybaveni: odparka rota¢ni Hei-Vap G1, pH metr pienos-
ny SensoDirect 110SET, michacka magnetickik MR Hei
Standard, michadlo PTFE 350/8 mm, vodni lazen Mem-
mert WNE 45, analytické vahy Denver Summit SI234,
topna deska Schott Ceran 93020, susarna WTB Binder E/B
28, inkubator WTC Binder B53, filtra¢ni papir Filpap KA-1.

Vlhkost, popel, dusik, tuk a sira byly stanoveny dle
standardnich metod*" . Obsah primarnich -NH, skupin se
stanovil spektrofotometricky ninhydrinovym ¢&inidlem®.
Stupeil hydrolyzy se stanovil zjistovanim mnozstvi hydro-
lyzovanych peptidovych vazeb reakci primarnich amino-
skupin s o-ftaldialdehydem™.

Planovani a vyhodnocovani experimenti hydrolyzy
peii

Ke studiu vlivu sledovanych faktori pii hydrolyze na
ucinnost hydrolyzy byly experimenty planovany faktoro-
vymi pokusy 2* se 2 opakovanimi ve stiedu. Sledovanymi
faktory byly: faktor A —doba 2. stupn€ hydrolyzy: 4-8 h;
faktor B —davka enzymu: 1-5%; faktor C —teplota
2. stupné hydrolyzy: 50-70 °C. Vyhodnoceni dat prob&hlo
ve statistickém programu STATGRAPHICS (Version 6.0,
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Tabulka I
Vysledky rozkladu kuieciho peti 2-stupiiovou alkalicko-enzymovou hydrolyzou v prostedi 0,2% KOH a sloZeni keratino-
vych hydrolyzata

Exp. ¢. Sledované faktory * RozloZené Stupent Slozeni hydrolyzatt (v susing)

A B C pefi [%0] hydrolyzy dusik popel sira -NH,
tfh]  e[%]  t[°C] %] [%] [%] [%]  [mmolg"]

1 4 1 50 35,2 57,7 12,11 18,71 2,30 0,388

2 4 1 70 41,4 59,4 12,42 17,14 2,77 0,400

3 4 5 50 48,1 69,9 12,65 15,51 2,28 0,417

4 4 5 70 51,5 72,8 12,85 15,46 2,24 0,422

5 6 3 60 54,4 76,7 12,93 14,36 1,95 0,464

6 6 3 60 54,6 77,1 12,95 14,31 1,85 0,494

7 8 1 50 42,1 67,6 12,60 17,06 2,54 0,412

8 8 1 70 51,7 73,9 12,91 15,13 2,18 0,446

9 8 5 50 61,0 88,4 12,99 13,58 1,97 0,550
10 8 5 70 64,8 89,9 13,23 13,09 1,81 0,610

*17—doba 2. stupné hydrolyzy, ¢ — pfidavek enzymu (vztazeno na navazku suchého pefi), ¢ — teplota 2. stupné hydrolyzy

Kufeci peti
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Obr. 1. Schéma zpracovani kufeciho pefi na keratinovy hydrolyzat

Manugistic, USA). Piehled organizace faktorovych poku-
su, véetné vysledkd, je sumarizovan v tab. 1.

Alkalicko-enzymova hydrolyza kuteciho pefi

Schéma blokovych operaci pfi zpracovani kufeciho
pefi na keratinovy hydrolyzat je zndzornéno na obr. 1.
1. stupen hydrolyzy: Do Erlenmayerovy bartiky se odvazilo
6 g pefi, pfidalo se 210 ml ptedehtatého (80 + 1 °C) 0,2%
roztoku KOH, obsahem se intenzivné tiepalo 30 s a inku-
bovalo se 24h pii 80+0,2 °C. V prib&hu prvnich 7h
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Roztok keratinového
hydrolyzatu

______________________

inkubace se v hodinovych intervalech obsahem kratce
protiepalo. pH smési v pribéhu hydrolyzy bylo nasleduyji-
ci: pocatek inkubace 12,7, 2 h inkubace 12,2, 4 h inkubace
12,0, 6 h inkubace 11,5, 24 h inkubace 10,4. Po ukonceni
1. stupné hydrolyzy se upravilo pH na 9,0 £+ 0,1 ptfidavkem
1,5 ml 2% H;PO,. 2. stupeit hydrolyzy: Teplota smési se
upravila podle faktoru C. Pfidal se enzym v mnoZzstvi pod-
le faktoru B. Obsah baiiky se michal pii 600 ot min"' na
magnetickém michadle po dobu podle faktoru A. Po 1, 2
a3 hodinach se udrzovala hodnota pH na 9,0+0,1. Po
ukonceni hydrolyzy se nerozlozeny podil pefi separoval od
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keratinového hydrolyzatu filtraci; poté se je$t€ promyl
40 ml destilované vody. Po vysuseni nerozlozeného podilu
peti pii 103 +2 °C do konstantni hmotnosti se gravime-
tricky zjistilo mnozstvi rozlozeného peti. Keratinovy hyd-
rolyzat se po filtraci ihned zahfdl k varu a povafil se
10 min, ¢imZ se inaktivoval enzym.

Vysledky a diskuse
Hydrolyza kuteciho pefi

Souhrnné vysledky rozkladu kufeciho pefi v prostiedi
0,2% KOH a slozeni hydrolyzati jsou uvedeny v tab. L.
Mnozstvi rozlozeného kufeciho pefi (y) monitorované
3-faktorovym pokusem je popsano nasledujici nelinedrni
rovnici: y = 10,58 + 0,44375A + 4,975B + 0,30625C +
0,28125AB + 0,02375AC - 0,05375BC; korela¢ni faktor:
R?=0,944. Statisticka vyznamnost sledovanych faktori ve
zvolenych Urovnich byla vyhodnocena standardni techni-
kou Fisherova testu Vyznamnosti%. PHi Fri” %(1;3): 10,13
statisticky vyznamné ovliviiuji pribéh hydrolyzy faktor A
(F=17,00) a faktor B (F=27,30); faktor C a interakce
AB, AC, BC jsou statisticky nevyznamné.

Graficka prezentace vlivu doby 2. stupné hydrolyzy
a davky enzymu na mnozstvi rozlozeného pefi je uvedena
na obr. 2 — pfi teploté 2. stupné hydrolyzy 50 °C (obr. 2a)
a pti 70 °C (obr. 2b). Ze sklonu vrstevnic, které jsou pri-
blizn¢€ pod uhlem 45°, je zfejmy synergicky vliv prodluzu-
jici se doby 2. stupné hydrolyzy a zvySujici se davky enzy-
mu na vzristajici mnozstvi rozlozeného pefi. Pii dolnich
limitech sledovanych faktori se rozlozilo pomérné malé
mnozstvi pefi, pii hornich limitech sledovanych faktord se
mnozstvi rozlozeného pefi zvysilo cca 1,5-1,6 krat.
Z vysledku stupné hydrolyzy (tab. I) vidime, ze pfi hornich

a Rozlozené pefti [%o]

5
— 59,1
& 56,5
2 3 53,9
& 51,3
5
52 48,7
= 46,2
a1F 143.6

0

1
4 5 6 7 8
Doba 2. stupné hydrolyzy [h]
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limitech sledovanych faktort A, B, C se stupenn hydrolyzy
blizi 90 %; molekulova hmotnost hydrolyzatu pfipravené-
ho podle téchto podminek bude nizka.

Keratinovy hydrolyzat

Roztoky ptipravenych keratinovych hydrolyzati jsou
po filtraci ¢iré, mirn€ nazloutlé barvy, po n€kolika tydnech
skladovani pfi pokojové teploté jsou stabilni. Pro charakte-
rizaci keratinovych hydrolyzati v pevné fazi byl ze zahus-
téného roztoku hydrolyzatu ptipraven prasek 24h susenim
pti 103 £2 °C. Obsah popela v hydrolyzatech je 13,1 az
18,7 % (viz tab. I). Pfesto mize byt takovy obsah popelo-
vin pro nékteré aplikace hydrolyzatl nadlimitni. SniZit
obsah popelovin v roztoku keratinového hydrolyzatu lze
napt. dialyzou ¢&i iontovou vyménou?’. Obsah dusiku
v hydrolyzatech je 12,11-13,23% a koresponduje
s obsahem popela v hydrolyzatech — hydrolyzaty s nizkym
obsahem popela obsahuji nejvice dusiku a naopak. Kerati-
nové hydrolyzaty navic obsahuji vysoky obsah siry (1,81
az 2,80 %), a proto jsou vhodné k pouziti v zemé&délstvi
jako ristové stimulatory.

Zaveér

Prezentovand technologie hydrolyzy kufeciho pefi
dosahuje pomérné vysoké ucinnosti (az 65 %) za mirnych
reakénich podminek (teplota nepfesahujici 80 °C, mirn¢
alkalické prostiedi, atmosféricky tlak). Pii optimalnich
podminkdch lze pfipravit keratinovy hydrolyzat s obsahem
(vztazeno na susinu) 13,2 % dusiku, 13,1 % popelovin,
1,8 % siry, 0,61 mmol g ' priméarnich —~NH, se schopnosti
tvorit filmy a povlaky. Keratinové hydrolyzaty je mozné
vyuzit napt. v zemédélstvi (ristové stimulatory), k vyrobé

b RozloZzené pefi [%0]

sH - !
—_ : 63,8
= 4F
= 61,5
g
2 3rF 59,2
=
5ot 1356,8
f% 54,5
Al 152.1

0 -

4 3 6 7 8
Doba 2. stupné hydrolyzy [h]

Obr. 2. Vliv doby 2. stupné hydrolyzy a davky enzymu na mnoZstvi rozloZeného peii; a — teplota 2. stupné hydrolyzy 50 °C; b — tep-

lota 2. stupné hydrolyzy 70 °C

711



Chem. Listy 107, 709-712 (2013)

biodegradabilnich filmt ¢i povlakl, nebo pro pfipravu
(mikro)kapsuli v chemickém pramyslu pro trvalejsi ucho-
vani aktivity enkapsulovanych latek (napf. barviva, stabili-
zatory, katalyzatory, vonné slozky) a k zajisténi jejich kon-
trolovaného uvoliiovani.

Tento clanek byl vytvoren za podpory Operacniho
programu Vyzkum a vyvoj pro inovace, jenz je spolufinan-
covan Evropskym fondem regionalniho rozvoje (ERDF)
a statnim rozpoctem CR, v ramci projektu Centrum poly-
mernich systéemii (reg. cislo: CZ.1.05/2.1.00/03.0111).
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Poultry feathers, a by-product in poultry industry, and
a significant keratin source, are not adequately utilised.
The paper describes processing of chicken feathers by
alkaline-enzymatic hydrolysis to obtain keratin hydroly-
sate. The effects of hydrolysis conditions on the extent of
hydrolysis and on chemical properties of the hydrolysates
were investigated. The experiments were statistically eva-
luated. Under mild conditions the keratin hydrolysate con-
taining 13.2 % N, 13.1 % inorganic solids, 1.8 % S and 0.6
mmol g of NH, groups was obtained. Keratin hydroly-
sates can be utilised in fodders, in production of biode-
gradable films and coatings or as a material for microcap-
sules.



