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ANOTACIJA

Keratina izdaliSana no dabas materialiem un ta izmantoSana augstas kapacitates
bio-sorbenta izstrade. Voikiva V., zinatniskie vaditaji pétniece, Dr.sc.ing. Inga Jurgelane un
asociéta profesore, Dr. chem. Elina Pajuste. Magistra darbs, 45 lappuses, 11 attéli, 6 tabulas, 49
literatuiras avoti. LatvieSu valoda.

Kursa darba ietvaros veikta literatiiras analize par keratina 1pasibam un pielietoSanas
iesp&jam dazadas jomas. Izpétitas literatira pieejamas ekstrakcijas metodes no dazadiem
keratinu saturoSiem materialiem un to ietekméjosie faktori. Tika veikta izvel&tas perspektivas
keratina ekstrakcijas metodes - sarmu hidrolizes metodes - optimizacija. Tika parbaudits
ekstrahéta keratina pielietojums bio-sorbenta izveidé
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ABSTRACT

Use of keratin derived from sheep wool to form membranes. VVoikiva V., scientific
supervisors researcher, Dr.sc.ing. Inga Jurgelane and Associate Professor, Dr. chem. Elina
Pajuste. Master thesis, 46 pages, 11 pictures, 6 tables, 49 literature sources. Latvian Language.

Within the framework of the course work, the literature analysis on the properties of
keratin and its application possibilities in various fields was performed. Extraction methods
from various keratin-containing materials and their influencing factors available in the literature
have been studied. Optimization of a selected perspective keratin extraction method - alkali
hydrolysis method - was performed. The use of extracted keratin in the formation of a bio-

sorbent was tested.
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IEVADS

Pasaulé strauji aug pieprasijums péc filtriem un t0 materialiem ar augstu filtracijas
efektivitati gan tidens, gan gaisa attiriSanai. P&d&jos gados farmaceitisko vielu atlikumi
(antibiotikas, pretkrampju lidzeklu, pretdrudza lidzekli, hormoni) tiek uzskatiti par jauniem
vides piesarnotajiem, nemot veéra to pastavigo iepliidi un noturibu tidens ekosistema. Dotajam
vielam piemit loti augstas endokrino sistému bojajoSas 1pasSibas itidens iemitniekiem —
vézveidigajiem, zivim un abiniekiem; izraisa populaciju feminizaciju, hermafroditismu,
neauglibu u.c. nevélamus efektus®. Augstak minéto iemeslu d&l, ekonomisku un efektivu filtru
un filtracijas sistému ievie$ana ir biitiska un nepieciesama gan cilvekam, gan videi?.

Tirgt pasSlaik pieejamie filtri galvenokart sastav no sintétiskiem materialiem, kas
netiek parstradati vai atkartoti izmantoti, tad€jadi nonakot apkartgja videé un to piesarnojot.
Sintétiskie filtri ir arT vieni no Sobrid aktualiz&tas mikroplastmasas piesarnojumu avotiem. Ari
doto materialu razoSana nav ilgtsp&jiga, jo tie ir izgatavoti no naftas produktiem. Biologiski
noardamas filtru materialu alternativas, pieméram, kokvilna, rada vides piesarnojumu tas
audz&$anas un razo$anas procesa, jo Sobrid prasa lielu daudzumu saldiidens un pesticidu 3.

Pedgjos gados tirgli novérojamas jaunas tendences un prasibas, kas paredz filtru
razotdjiem rast risindjumus filtru parstradei vai recikléSanai®, kas rada pieprasijumu péc
jauniem filtru materialiem, kas biitu viegli parstradajami vai biodegradabli®. Par audzsolo$u
materialu tiek uzskatits keratins. Ta plaSais absorb&amo vielu klasts un citas fizikali kimiskas
pasSibas padara to par potenciali labu alternativu pasreizgjiem filtru materialiem.

P&étijumos paradits, ka keratinam un ta materialu un kompozitiem piemit labas sp€jas
absorbét tideni un gaisu piesarnojosas vielas, kas parada ta labas sorbcijas sp€jas un plasas
izmantoSanas iespgjas jaunu filtracijas materialu joma. Tomeér ta neefektivas izdaliSanas
metodes kavé ta ieglisanu industrialos apmeéros. Lai risinatu $o problému ir nepiecieSams
uzlabot keratina ekstrakcijas metodi, lai ta butu efektivaka, ar mazakiem vielas zudumu un ar
videi draudzigakiem reagentiem®.

Meérkis: Optimizet keratina iegiiSanas metodi un izveidot sorbentu uz keratina bazes,
kas iegiits no aitu vilnas.

Darba uzdevumi:

1. Veikt literatiras analizi par keratinu, ta iegtisanu un pielietojumiem;

2. Veikt keratina ekstrakciju no aitu vilnas pie dazadam NaOH koncentracijam un
SkidinaSanas temperatiiram;

3. Noteikt ekstrah&ta keratina tiribu un raksturot ta morfologiju;
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4. Izveidot keratina /alginata kompozita materialu un veikt ta raksturoSanu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Keratina sastopamiba vidé un kimiskais sastavs

Keratins ir nosaukums strukturalo olbaltumvielu grupai, kas pazistama ka
skleroproteini. a-Keratins ir keratina veids, kas sastopams mugurkaulniekos. Tas ir galvenais
strukturalais materials, kas veido matus, nagus, spalvas, ragus, un mugurkaulnieku adas argjo
slani. Keratins ar7 aizsarga epitélija Stinas no bojajumiem vai stresa. Keratins neskist tident un
organiskos §kidinatajos’.

Ziditajos parsvara keratins ir sastopams a-spiralveida struktiiras veida, turpretim
putniem un rapuliem var but gan a-, gan B-tipi t.i. o-spiralveida un B-lokSpu struktiiru
maisTjumu®®.

Keratina $kiedru salikto struktiiru veido tris galvenie morfologiskie komponenti:
kutikula, $inu membranu komplekss un korteks. S@inu membranu komplekss darbojas ka
starp$iinu cements, kas savieno kortikalas un kutikulas §tinas kopa'®,** .

Vilnas Skiedru no arpuses aizsarga kutikulas Stinas. Kutikulas $iinas ir vilnas Skiedras
aizsargparklajums, ko veido plaksnu formas S$iinas (zvinas), kas parklajas gareniski un
periferija, ar ~1 um biezam malam, kas verstas Skiedras gala virziena. Kutikulas argjais slanis
sastav no taukskab@m un proteiniem (galvena sastavdala ir 18- metileikozanskabe), kas

kovalenti ir saistita ar o-slani (epikutikuld). Vilnas Skiedram ir komplicéta uzbiive, kura

shematiski paradita 1.1. attgla?,

Medula
Kortekss

Kutikula

1.1. att. Vilnas $kiedras shematiska uzbiive'?.

Vilnas Skiedras galvenokart sastav no strukturalo protetnu dubultspiralém - vairak neka

90 %, kas nodroSina vilnas skiedru izturibu un elastibu. So struktiiru nostiprina fidenraza saites



un disulfida saites proteinu kédeé. Tas savieno katru spirales spoli, palidzot noveérst tas
stiepsanos*2,
1.2. Keratina ipasibas

Tapat ka visi proteini, vilnas sastava esosais keratins satur gan katjonu, gan anjonu
grupas, tapec tas ir amfoters. Sanu k&des, kas vilna veido ievérojamu dalu no olbaltumvielu
materiala, mijiedarbojas ar katru no tam, tadgjadi stabiliz€jot peptidu, veidojot saites starp
proteinu virkném. Vilna esosais keratins satur lielu daudzumu joniz€amu grupu un ta
izoelektriskais punkts ir pie vertibas pH 4,5. Aitu vilnas Skiedru amfotéro 1pasibu shému var

aplakot 1.2. attéla.

H* OH-
N+H3_, Keraﬁns— COOH - » N+H3—Keraﬁns—COO’ - NH3_ KeraﬁnS—COO'

Katjonforma Neitrala Anjonforma

pH< izoelektrisko punktu pH = izoelektrisko punktu pH > izoelektrisko punktu

1.2. att. Keratina amfotéro ipasibu shéma

Vilnas keratina ir pieci saiSu veidi, ar kadiem tiek sasaistitas peptidu virknes keratina
strukttira. Vilnas poliméru Skérssaites ir idenraza saites, disulfidsaites, ka arT jonu-jonu saites,
ko sauc par sals tiltiem, un peptidsaites. Vilnas struktiira darbojas ari Van der Valsa spéki.
Disulfidsaites, idenraza saites un sals tiltini nodroSina vilnas $kiedras stabilitati, pateicoties to
relativi vajajai skidibai. 1.3. att€la redzamaja struktiirformula ir shematiski att€loti visi pieci

saisu veidit®.
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‘\
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1.3. att. Vilna esosa keratina struktiirformula

Keratins ir bagats ar aminoskabi cisteTnu, un tam piemit sp&ja paSorganizéties Skiedru
saiskos. Sajos kiedru saiskos atseviski pavedieni tiek talak savstarpgji saistiti, izmantojot S-S
(sera-séra) saites, iesaistot cisteina sanu kédes. Tada veida keratins veido 1paSi izturigas,
neskistosas struktiiras, kas ir vieni no spécigakajiem daba sastopamajiem audiem. Vienigie citi
audi, kam ir lidziga izturiba ka keratinam, ir hitins (materials, kas atrodams kukainu eksoskeleta
un vézveidigo argja apvalka)?.
1.2.1. Keratina sorbcijas ipasibas

Vairaki pétijumi ir pieradijusi®®>!4%° ka keratinu saturosi materiali sp&j absorbégt

dazadus organiskos un neorganiskos savienojumus no apkart€jas vides. Mehanisms, péc kura
keratinu saturo$i materiali spgj sorbét dazadas tideni un gaisu piesarnojosas vielas, balstas uz
fizikalas un kimiskas sorbcijas kombinaciju. Fizikalaja sorbcija vielas tiek ieslégtas esosajas
porveida iedob&s uz materiala virsmas. Kimiskas sorbcijas jeb hemosorbcijas laika notiek
kimiska reakcija starp vielu un keratinu saturoSo materialu, pamata ar ar galvenajam
funkcionalajam grupam, peptidsaitém un sanu kédém, kas ir pietickosi aktivas, lai reagétu ar

neorganiskajiem un organiskajiem savienojumiem?®®.
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Keratinam ir labas sorbcijas sp&jas attieciba siltumnicas efekta gazém, viegli
gaistodiem oragniskajiem savienojumiem un smagajiem metaliem®>*1® Svariga loma NO;
sorbcija ir reakcijai ar aminoskabi tirozinu, jo galvenokart tiesi pie $1s aminoskabes pievienojas

NO, molekula., Tirozins reakcijas mehanisms ar slapekla dioksidu paradits 1.1. vienadojuma®’.

OH 0 OH
NO,
Ox, ‘NO, (1.1)
H ———— H H
N - N N
.- Rd 3 3
N0 *ND il

0 R 0. o
Vi Me™ — = el R o (1.2)
R—\ + e R4<O/Me-~ / 2
OH o)
| Z+ lﬂ 0
R—S—OH  +  Me - R—S—0—e N (1.3)
O 0

Mehanismi, péc kuriem notiek metalu jonu sorbcija ir att€lots 1.2. un 1.3.

vienadojuma®®,

1.2.2. Keratina termiskas ipasibas

Termiskas apstrades procesa keratinam pirmais masas samazinajums noveérojams ap
111 °C un tas ir saistits ar fidens iztvaikosanu®®. Otrais masas samazinajums ir nedaudz virs
200 °C, tas norada uz spirales denaturaciju keratina. Augsta biomateriala siltuma stabilitate
bitu priekSrociba pielietojumiem, kur svariga ir laba termiska izturiba. Tad€jadi keratinam ir
actmredzama priekSrociba salidzinot ar citiem bieZi izmantotiem biopolimérim, pieméram,
kolagénu, kuram denaturacija notiek jau pie 40 °C 1°.
1.3. Keratina izmantoSana

Ta ka cilveka matos ir daudz keratina, Sis proteins tiek pievienots daudziem matu
kopsSanas lidzekliem. Tomér, tapat ka attieciba uz maldinoSajiem marketinga apgalvojumiem,
kas izteikti par elastinu saturoSiem adas novecoSanas lidzekliem, nav pieradijumu, ka argji
lietots keratins varétu iekliit matu struktiira. Lai gan keratinu galvenokart pétija izmantoSanai
kosmétikas (matu kopSanas) produktos, keratina Ipasibu izpéte ari radija uz keratina bazes

veidotus biomaterialus, kurus varétu izmantot biomedicinas vajadzibam. Keratina neparastas
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mehaniskas ipasibas un izturiba, ka arT sp&ja paSorganizéties ir So biomedicinas p&tijumu
virzitajspeks®.

Keratina pétijumu vésture parada vél vienu lielu izaicinajumu, izmantojot biologiski
iegiitus polimérus ka biomaterialus: atkariba no izmantota keratina avota un izmantotas
ekstrakcijas procediras, atseviSski keratina preparati var ieveérojami atSkirties. AtseviSku
preparatu mainigums un nereproduc€jamiba ir vispariga iezime vairumam biologiski iegiitu
polim&ru. Ir veikti p&tijumi par olbaltumvielu kartinu sagatavosanu no keratina, kas iegiits no
vilnas un cilvéku matiem. Sis firu olbaltumvielu kartinas bija trauslas un vajas. Pétnieki
laboratorija nevaréja reproducét izcilo keratina stiprumu, kas veidojas in vivo. Tikai tad, kad
glicerinu pievienoja ka plastifikatoru, vargja iegtt salidzinosi stipras un elastigas keratina

6

pleves®.

1.4.Membranu izveide no keratina un to pielietojums

Daudz ir paveikts, lai izgatavotu un raksturotu jaunus keratina bazes izstradajumus,
piem@ram, kartinas, stklus, sastatnes un Skiedras. Daudzos gadijumos ir pieradits, ka Siem
jaunajiem keratina materialiem ir lieliska biologiska saderiba. Turklat p&tnieki ir atklajusi
keratinu fizikalo un mehanisko 1pasibu moduléSanas metodes, lai izveidotu biomaterialus,

0

kuriem ir piem@rotas Tpasibas to interesgjosajam pielietojumam?’. Keratina kartinu razo$anai ir

vairakas metodes, pieméram, Skidinataju lieSana, termiska pres€Sana un kompresijas

form&sana, elektriska vérpsana un slanu nogulsn&sanas?..

1.4.1. Keratina kompoziti

Keratina kompozitiem, kas tiek gatavoti bez piedevu pievienoSanas, ir trausla struktiira,
kas ierobezo to pielietojumu. Tapéc vairakos pétijumos ir me&ginats to risinat, pastiprinot
keratina matricu, ieklaujot dazadas piedevas, pieméram, dabiskus vai sintetiskus polimérus.
Vairuma gadijjumu tika sasniegtas uzlabotas mehaniskas ipaSibas, bet tika zinots ari par
modificétas keratina matricas uzbrie$anu un noardisanos???%2l, Arvien lielaka interese ir
pastiprinat keratina matricu ar dabiski ieglitiem t.S. ‘zalajiem’ savienojumiem. Ka piemé&ru var
minét keratina maisTjumus ar hitozanu brii¢u sadzisanai un maksligiem adas aizstajéjiem 2. No
otras puses, keratina un sintétisko poliméru mijiedarbiba ir art plasi un dzili pétita. Tika izpé&titas
ari sakaribas starp polietiléna oksida (PEO) un keratina sajauktajam kartinam, lai izveidotu
keratina bazes materialu ar uzlabotam strukturalajam ipasibam: keratina / PEO maisijumu
uzlabotas strukturalas ipasibas lauj izstradat keratina materialus lietoSanai ka sastatnes Stinu
augSanai, briicu parséji un zalu piegaddes membranas. Ir pétita ar1 starpmolekulara mijiedarbiba
starp keratinu un poliamidu 6 (PA6) ar mérki radit keratina bazes materialus, kurus praktiski
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var izmantot visdazadakajos pielietojumos, sakot no biomedicinas iericEém lidz aktivai tidens
filtrésanai un tekstilskiedram?®,

Biomaterialu joma loti plasi ir pétits keratina — alginata kompozits dazadas formas,
pieméram, ka hidroggls, nanogels un sukla veida. Tiek pétita So kompozitu pielietoSana zalvielu
transportéSana ve€za arstéSanai, audu inZenierija, un biosorbenta izveideé metilenzila
absorbé&sanai no udens vides. Literatiira paradits, ka Sis biomaterials ir arT efektivs adsorbents
krasvielu nonemsanai no tidens Skiduma. Absorb&jot metilénzila krasvielu tidens Skiduma,

keratina — alginata kompozits uzradija augstaku absorcijas kapacitati, neka tirs alginats?4%,

1.4.2. Keratina bazes hidrogeli

Uz keratina bazes veidotiem materialiem raksturiga augsta izturiba un stabilitate in vivo
apstaklos. Vini arT paatrina Stinu atjaunosanos un veido saderigas sastatnes. Keratina hidrog€lus
var viegli rehidrét, kas ir vélams invazivai injekcijai proteze$ana®. Tika salidzinatas keratina
bazes hidrogelu 1pasibas ar hidrogéniem uz kolagéna bazes, kas ir savstarp&ji saistiti ar tadu
pasu skérssaistitaju ka 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimids®?. Tiek uzskatits, ka uz
keratina bazes veidotiem materialiem ir lielaka mehaniska izturiba un elastiba. Ari
neskerssaistita keratina mehaniskie parametri bija vairakas reizes augstaki neka Skerssaistita
kolagéna parametri.

Parasti keratina bazes hidrogéliem ir piemé&rotas 1pasibas biomedicinas vajadzibam. No
keratina iegiitie hidrogeli ir samera stabili un ar labu mehanisko izturibu pat bez SkérssaistiSanas
modifikacijam.. Tomer ir nepiecieSami papildu petijumi par keratina bazes hidrog€liem.

Biomaterialus galvenokart veido no keratina, kas izoléts no vilnas un cilvéku matiem
22 Galvenais avots ir vilna, tomér vairak pétniekus interesé cilvéka atvasinatais keratinss, jo
Saja gadijjuma pastav mazaks imiinas atbildes risks. Keratinu var izmantot sastatnu sinteézé
ilgstoSai Sunu kultirai. Hidrogelos keratins lauj veidot porainus géla formas materialus un rada
piemérotu vidi Stinu proliferacijai. Tos var ievadit nervu kanala ka filtru, lai vaditu nervu

atjaunosanos®2.

1.4.3. Skerssaisu ietekme uz keratina kartinu fizikali kimiskajam ipasitbam

Skérssaistidana ir zplatita metode, lai uzlabotu olbaltumvielu un polisaharidu kartinu
fizikali kimiskas 1pasibas, pieméram, Gidens izturibu, stiepes izturibu un termisko stabilitati.
Izmantojot etilenglikola diglicidiléteri un glicerina diglicidiléteri, lai kimiski savstarpgji
saistitu reducéta keratina Skidumu, noveroja labaku savstarpgji saistitu kartinu pagarinajumu un

tdens izturibu.Kimiskajiem  SkérssaistiSanas lidzekliem, pieméram, glutaraldehidam,
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glikoksalam un formaldehidam, ir atskirigs toksiskuma limenis, kas izriet no to atlikumiem vai
atvasinajumiem.

Keratina kartinu izveido$ana tiek izmantota dialdehida ciete ka maz toksisks
Skerssaititajs. Rezultati liecina, ka, pievienojot 2% dialdehida cietes, kartinas bija amorfas un
caurspidigas ar labaku stiepes pagarinadjumu un tidens tvaiku caurlaidibu.

Transglutaminaze ir v&l viens zemas toksicitates Skérssaistitajs, ko plasi izmanto
dazadu olbaltumvielu, pieméram, Zelatina un keratina $kérssaisti§anai. Sis enzims ievie$
kovalentu Sk&rssaistibu starp olbaltumvielam un peptidiem un tapec kataliz€ acilgrupu parneses

reakcijas un tadéjadi uzlabo olbaltumvielu struktiiras fizikali kimisko stabilitati'® 2,

1.4.4. Keratina biomateriali

Keratina bazes materiali ir radijusi iesp&jas revolucionizét biomaterialu pasauli to
raksturigas biologiskas saderibas, biologiskas noardiSanas, mehaniskas izturibas un dabiskas
izplatibas d&l. Keratinu ekstrakcijas, attiriSanas un raksturoSanas attistiba biomaterialos izraisija
keratina materialu un to atvasinajumu komponenta eksponencialo picaugumu, pateicoties tam,
ka ekstrah&tajiem keratina proteiniem ir raksturiga sp&ja pasiem savakties un polimerizéties
porainas, Skiedrainas sastatn@s. Turklat ir pieradits, ka keratina biomaterialiem, kas iegiiti no
vilnas un cilvéka matiem, piemit §iinas saistoSas Ipasibas, kas sp&j atbalstit §finu piesaistiZ.

Keratina biomaterialiem ir daudz dazadu priekSrocibu salidzinajuma ar citam
biomolekulam, ieskaitot unikalu kimiju, ko nodroSina ta augstais séra saturs, ievérojama
biologiska saderiba, ticksme uz pa$sakarto$anos un iek$gja stnu atpaziSsana. Kad §is TpaSibas
klust labak izprotamas, kontrol§jamas un izmantojamas, daudzi keratina biomaterialu
biomedicinas pielietojumi ieklts kliniskajos petijumos un paplasinas keratina materialu tirgu
29 Lai keratinu varétu plasi izmantot ka biomaterialu, nakotng ir jarisina dazi jautajumi:
(1) labak jasaprot keratina mijiedarbiba ar §inam un ta loma $iinu atbalstiSana. Lidz ar to
ievérojami uzlabosies brii€u dziSana, nervu, kaulu un adas atjaunoSanas procesi, izmantojot
keratina biomaterialus;
(2) jauzlabo keratina bazes materialu, pieméram, kartinu, kompozitu un stiklu, mehaniskas un
fizikalas Tpasibas un molekulara Iiment jaizskaidro keratina mijiedarbiba ar citiem dabigiem vai
sintetiskiem polimériem, lai optimizetu struktiiru un biomateriala funkcija;
(3) ir vajadzigi papildu p€tijumi, lai atrastu vienkarSas, rentablas un tomér efektivas metodikas,
piemé&ram, kimiskas vai fermentativas metodes, izmantojot jaunas zalo $kidinataju klases vai
dzili izp&tot superkritisko skidrumu tehnologiju, lai labak iegfitu keratinu no matiem, vilnas vai

citiem avotiem.
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Kad $is keratina ipaSibas tiks sasniegtas, paredzams, ka keratina biomateriali kliniskajos
péttjumos parvertisies par galveno biomaterialu?® °,
1.5. Keratina ekstrakcijas metodes

Vilnas skiedras virsma ir bagata ar lipidiem, ar argjo lipidu slani, kas sastav no 18-
metilikozanskabes kopa ar citam taukskabém, kas liela méra ir saistitas ar tioesteru sait€ém ar
cisteinerina pamata esoSajiem protetniem. Tioesteru saites tiek viegli saSkeltas ar nukleofilu
tidenraza saites, ka arT disulfidu (-S-S-) saites starp olbaltumvielu kédem®. Sakara ar raksturigo
sarezgito struktiiru keratina materialiem parasti ir nepiecieSams $kidinataju sistemu maisijums,
kur dazadiem sistémas komponentiem ir dazadas funkcijas, lai izjauktu nekovalento un
kovalento mijiedarbibu starp polipeptidu kédém. Sis keratina ekstrakcijas sistémas vienmér ir
saistitas ar sarezgitam metodém $kidinataju reagentu atdalisanai *°.

Vilnas $kidinasana, kas prasa dal&ju keratina struktiiras noardisanu, ir sarezgita, tacu to
var panakt vairakos veidos, ieskaitot disulfidu saiSu reducesanu, oksidéSanu un sulfitolizi. Saj as
reakcijas izmantotie reagenti tomér bieZi ir toksiski un griiti parstradajami. Sie ierobezojumi ir

iedvesmojusi pétniekus izstradat jaunas $kidinasanas metodes?.
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1.4.attéls. EsoSo keratina ekstrakcijas metoZzu apkopojums®.
1.5.1. Oksidacijas metodes

Par oksideéSanas metodém literatlira ir zinots gadu desmitiem, keratina ekstrakcija ar
2 % peretikskabi 30 stundas, kam seko viegla amonjaka (0,2 N) apstrade un visbeidzot
izgulsnésana, izmantojot HCI 3L, Citi p&tnieki aizstaja 2% peretikskabi ar 2% performinskabi,
bet iznakums sastadija tikai 6,6% keratina®2. Oksidacijas metode gadu gaitd nav tikusi
modificéta, un to izmantoja keratina ekstrakcijai no vilnas un matiem. Dotajai ekstrakcijas
metodei ir zema efektivitate, jo vilnas skiedras nav viendabigs materials, bet gan komplicéta
struktiira. Ar So metodi iegiitais keratina Skidums galvenokart bija a-keratins, ko ieglist no
Skiedru korteksa un kam pirms ekstrakcijas procesa ir kristaliska struktiira.

Neskistosie keratina atlikumi veido biezu Zelejai l1dzigu materialu un galvenokart sastav
no B-keratina, kas galvenokart atrodas matu kutikula. Apstrade ar peretikskabi dal&ji okside
keratina disulfita saites un parvers tas hidrofilas kuloniskas sulfongrupas cisteina aminoskabes

sanu keédes, kas var veidot kompleksus ar tideni .
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Apstradajot vilnu 30 stundas ar 2% peretikskabi, tika atklats, ka disulfita saites tick
oksidétas 1idz sulfonatu grupam. Sie rezultati vélak tika apstiprinati ar infrasarkano staru
spektroskopijas analizi.

Cita pétijuma® tika izmantoti saudzigi oksidésanas apstakli (2% peretikskabes tikai 5
miniites) un zinots par cistina monoksida un dioksida klatbiitni papildus sulfonatu grupam3*.
Sulfonats tika noteikts ka galvenais oksidéSanas produkts, ja apstrade veikta ar tdenraza
peroksidu, natrija hipohloritu, peretikskabi vai kalija permanganatu ar dazadam pH vertibam.
Tapéc galvena reakcija visos $ajos oksidésanas procesos bija disulfits 1idz sulfonatam?® %3¢,

Oksidacijas metodes prieksrociba ir ta, ka iegiitos keratina paraugus péc apstrades ar
perinskabém vai peretikskabeém var sadalit dazadas a-, B- un y-keratozes frakcijas, pamatojoties
uz to $kidibu dazadas pH vértibas.

ST atdaliSanas metode lava izmantot labak Skistosos korteksa komponentus tados
produktos, kuriem nepiecieSama augsta $kidiba, pieméram, biomedicinas hidroggli,. Proteini,
kas ieguti oksidésanas laika (keratoze), tiek kimiski modificéti, un bisulfita saites tiek
parveidotas par sulfonskabém, tapec Siem proteiniem var bt atskirigas fiziologiskas tpasibas
neka keratiniem, kas iegiiti, izmantojot citas apstrades metodes '

1.5.2. ReducéSana / oksidéSana - tioglikolata / iidenraZa peroksida

P&tijuma (atsauce) veikts salidzinajums starp merkaptoetanolu (MEC) un tioglikolatu
ka reducgjosajiem lidzekliem pie pH 5 vilnas skidinasanai. Tika novérots, ka abas kimiskas
vielas ir loti [idzigas to reducéSanas pakapé, kad tiola koncentracija bija zema, bet augsta tiola
koncentracija, neitrals tiols bija efektivaks pie pH 7, un, palielinot tiola koncentraciju,
reduc@$anas process tika pabeigts®®. Autori zinoja par maksimalo iznakumu 75 %. Parasti MEC
tika uzskatits par efektivaku reducétaju neka kalija tioglikolats. Atskiribas starp Siem diviem
tioliem bija acimredzamas augstas koncentracijas, kad kalija tioglikolata joniz&tas

karboksilgrupas uzradija lielaku jonu stiprumu .

1.5.3. ReducéSana - sulfits

Disulfidu saiSu samazinasana, izmantojot MEC, ir bijusi standarta metode keratina
ekstrakcijai ar labu keratina iznakumu, kuram ir saglabata struktiira. Tomér MEC ir toksiska
(LD50 iekskigi lietojot - 98 - 162 mg/kg)®® viela, un ir komerciali un videi nevélama augsto
izmaksu un vides problému dgl, kas saistitas ar tas nepatikamo smaku un toksisko iedarbibu uz

vidi. Natrija sulfits var biit laba alternativa sulfidu sai$u noardisanai un keratina ekstrakcijai .

1.5.4. Sarmu hidrolizes metode

_____

ar sarma $kidumu, séra dubultsaite sak sadalities un notiek cistina atlikumu noardisanas®.
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Augstas koncentracijas sarma $kidums atdala tidenradi no sulfata karboksilgrupas un atvieglo
$kiSanu, tadu rodas bojajumi peptidu k&des. So sai$u noardisanas var izraisit séridenu smakas
veidoSanos apstrades procesa, kura ir loti nev€lama. Proteina mugurkaula disociacija, liela
daudzuma sarmu reagentu patérin$ un lidz ar to liels skabes daudzums, kas nepiecieSams
proteinu $kiduma neitralizésanai un nogulsnésanai, ir galvenie faktori, kas kavé sarmu metodes
komercializaciju®®.

Cistins ir loti jutigs pret sarmu klatbiitni un loti atri sadalas. Caur $o cistina sadaliSanos
tiek razoti tadi produkti ka skabenskabe un pirovinskabe. Sarmu ekstrakcijas metode var bt
noderiga, lai spalvu keratinu parvérstu tados produktos ka pléves un biologiski noardamas
plastmasas, kam nepiecieSami elastigi un biologiski noardami materiali.

Sarmu apstrade krasi ietekmé iegiita keratina proteina aminoskabju saturu, un ari
olbaltumvielu iegtiSanas iznakumu, kas izmantojot §is metodes bija loti zems. Tika novérts, ka
procesa laika tika zaud@ta puse izejvielu, kas, iesp&jams, dializes procesa tika zaudetas ka brivas
aminoskabes*.

Cita pétijuma *? spalvu paraugus apstraddja ar vara oksida un amonjaka $kidumu
(Schweitzer’s reagents, NaOH sajaukts ar vara sulfatu 2: 1 mol / mol). Neskatoties uz natrija
hidroksida efektu, peptidu kéde netika sabojata, un procesa laika neveidojas lantionins. Vel
svarigak ir tas, ka cistina atlikumi netika bojati, bet iegiitaja proteina tie tika parveidoti par
cisteinskabes atlikumiem.Gala produkts bija proteinu un vara komplekss, un var§ netika
izvadits ar parasto dializi, jo vara un proteinu starpa bija spéciga saite. Tapeéc gala keratina
produkts var nebiit piemé&rots izmantoSanai partikas produktos un farmaceitiskam vajadzibam
vara klatbutnes dél, kas kave §1s metodes izmantoSanu komerciali.

Cita metodé matu paraugus vispirms apstradaja ar 0,1 M NaOH un péc tam 5 stundas
apstradaja ar NaSOg, urinvielas un SDS $kiduma maistjumu 80 °C temperattira. Tika novérots
55% iznakums, un autori zinoja, ka produkta a-spirales un B-loksnes struktiiras ir saglabajusas
un iegita keratina molekulmasa ir 25-37 kDa. Praktiska nozZimé sarmaina apstrades agresiva
ietekme uz keratina proteinu ierobezo ta pielietosanu un komercializaciju. Dinatrija  sulfata
Skidums var palielinat skiduma pH Iidz 14, kas izjauc tGidenraza saites un nodro$inat labaku
pieeju tioliem, lai sasniegtu disulfita saites, bet taja paSa laika augsts pH limenis var sabojat
olbaltumvielu mugurkaulu. %3,

1.5.5. Jonu Skidrumi

Jonu 8kidrumi (JS) ir sali, kas sastav no organiska katjona un vairakiem dazadiem

organiskiem un neorganiskiem anjoniem, kuri kiist temperatiira, kas zemaka par 100 °C. Jonu

Skidrumiem ir dazas labas fizikali kimiskas Tpasibas, tostarp zems tvaika spiediens, augsta jonu
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vaditsp€ja, augsta termiska stabilitate un augsta Skidiba. Jonu Skidrumi ir plasi izmantoti ka
poliméru §kidinataji tadu materialu ka zida, vilnas, celulozes un hitina §kidinasanai .

Vilna pieejamas kovalentas un nekovalentas mijiedarbibas del ir griiti to izskidinat viena
$kidinataja. Pétfjumi paradija®*, ka hloridu saturo$s JS bija labakais $kidinatajs, salidzinot ar
citiem parbauditajiem anjoniem (BFs, PFe un Br). Tas var but saistits ar augsto CI™
koncentraciju un tas nukleofilo aktivitati, kurai starp parbauditajam JS ir visspecigaka ietekme
uz Gidenraza saitém. B — Keratina struktiira bija galvena regenercta keratina sastava struktiira.
legiitais keratins arT uzradija lielaku termisko stabilitati, salidzinot ar dabisko vilnas $kiedru *°.

Keratina ekstrakcija, izmantojot JS, javeic inerta atmosfera jonu $kidrumu
higroskopiska rakstura d€l, kam var€tu but nepiecieSams dargs specializ€ts aprikojums. Ir
noverots, ka augstas temperatiiras S$kidinaSanas process izraisa sekundards struktiiras
trauc€jumus un tadéjadi regenereta keratina denaturaciju.

Dazadam vilnam ir zinots* par dazadiem vilnas struktiiras izvietojumiem. Pieméram,
Merino vilnai ir divpusgjs izkartojums, Linkolna vilnai ir cilindrisks izkartojums, un Moh&ras
galvenokart sastav no orto garozas. Sis vilnas struktiiras at3kiribas var izraisit dazadas gala
keratina produkta termiskas Tpasibas. Izmantojot JS, vilna nevar iz§kist temperatiira, kas
zemaka par 90 °C, skidinasana 65 °C tika panakta tikai dalgja vilnas izskiSana, savukart, 130
°C temperatiira tika panakta pilniga iz8kisana®.

Izmantojot JS keratina ekstrakcija, lielaka dala olbaltumvielu ir starp 10 un 40 kDa, kas
parada dalgju olbaltumvielu fragmentaciju ekstrakcijas rezultata. Tapéc olbaltumvielu

hidrolizes rezultata rodas dazadu olbaltumvielu maisijums ar neviendabigu molekulmasu 03¢,

1.5.6. Superkritiska iidens un tvaika eksplozija

Nemot véra to, ka visvairak pret karstumu jutigas saites ir olbaltumvielu kovalentas
saites, termiskais efekts var biit nepilnigs, sadalot keratina Skiedra eso$as disulfita saites. Tvaika
virSana ir termokimiska reakcija, tomeér otra faze ir adiabatiskas izpleSanas reakcija, kad notiek
materiala peksna fizikala izpleSanas.

Tvaika spradziens ir plasi izmantots ka zala tehnika miezu biokonversijai, koksnes,
kviesu salmu delignifikacijai, lignocelulozes biomasas pulp&Sanai un art cukura iegtiSanai no
kukurtizas katiem, ka ari citiem lauksaimniecibas blakusproduktiem biodegvielu razosSana.
Tomer to galvenokart izmanto celulozes materialu biokonversijai.

Lidzigi ka zinots par jonu Skidumu ekstrakciju, iegttais keratins denaturgjas zemas
cistetna un samazinatas alfa spiralveida struktiiras dél. Maksimalais keratina iznakums bija

70 %, kas tika konstatéta pie augstaka parbaudita spiediena 2 MPa, izmantojot fosfata
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buferSkidumu pie pH 9 vai 0,2 % kalija hidroksidu. Vienados apstrades apstaklos, izmantojot
dejoniz&tu fideni, tika iegiits tikai 10% keratina®®.

Apstradajot vilnu (cietvielu un skidrumu attieciba 1: 3) 10 minttes ar piesatinatu tvaiku
220 °C temperatiira, procesa iznakums bija 62,4 % cieta produkta, 18,7 % tdeni Skistosas
frakcijas un 1,1 % nogul$nu. Autori zinoja, ka procesa laika tika zaudéti 17,9 % no sakotngjas
vilnas masas, kas var biit saistits ar neproteinu materialu klatbiitni vilna un ar1 procesa nepilnigu
atjauno$anos. Aminoskabju analize paradija, ka cisteina saturs bija loti zems, Ko izsauca sp&cigs
karsé$anas process. Olbaltumvielu analize, izmantojot SDS-PAGE gglu, paradija ka liclakajai
dalai olbaltumvielu bija maza molekulmasa, diapazona no 18 lidz 3 kDa. Neskatoties uz
augstaku Skidibu, atru apstrades laiku un iesp&amu zemas temperatiiras izmantoSanu
saltdzinajuma ar citam parastajam tvaika eksplozijas metodém, metodes trikums ir ievérojams

cistina daudzuma samazinajums galigaja keratina produkta®.

1.5.7. Mikrovilnu ekstrakcija

Mikrovilpu starojums ir izmantots vairakas keratina ekstrakcijas metodgs. lzmantojot
mikrovilnu starojumu ar mainigu jaudu diapazona no 150 Iidz 570 W lidz 7 minttém un
temperatira lidz 180 °C, iegitais ekstrakcijas iznakums bija 60 %. Mikrovilnu starojuma
izmantoSana keratina ekstrakcijas veicinaSanai izraisa iev@rojamu cisteina zudumu - Nno
9,41 mol % vilnas lidz aptuveni 0,5 mol % ekstrah&taja keratina parauga péc 90 minttém ilgas
mikrovilnu apstrades. Ir verts pieminét, ka preciza elektromagnétiska starojuma loma un ta

mijiedarbiba ar vilnas matricu joprojam liela méra nav zinama?°,

1.6. Temperatiiras ietekme uz ekstrakcijas iznakumu

Petijumi paradija, ka SkidinaSanas temperatiira butiski ietekmé keratina fizikali
kimiskas Tpasibas®. Skidinasanas temperatiirai paaugstinoties no 120 lidz 180 °C, keratina
materidla daudzums samazinajas no 57 % lidz 18 % attieciba uz j€lvilnas masu. Tas ir saistits
ar udent SkistoSo brivo aminoskabju un zemas molekulmasas peptidu veidoSanos. Cisteina
saturs keratina krasi samazinajas no vidgji 10 mol% neapstradata vilna 1idz 1 mol% regeneréta
keratina, iz8kidinot vilnu 180 °C temperatiira, kam seko nogulsnéSana ar tideni, 11dzigi citiem
keratina materialiem, kas apstradati augsta temperatiira. Ta ka cisteins darbojas ka séra avots,
veidojot disulfida Skérssaites keratina, bez §is aminoskabes keratina k&des ir kustigas un
efektivi plastific§jamas ar glicerinu. SEM att€los bija redzams, ka regeneréto keratinu lok$nu
Skérsgriezuma virsmas satur&ja blivu Skiedru tiklu, kas bija kompaktaks, ja tika izmantota
augsta Skidinasanas temperatiira (180 °C). Keratina materialam, kas regeneréts augsta
temperatiira, ir zema mehaniska izturiba, un tas veido izstieptas salied&tas kartinas, ko pierada
stresa un slodzes raksturojums .
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1.7. DenaturejoSo lidzeklu ietekme

Karbamidu ka olbaltumvielu denaturantu parasti izmanto keratina Skidibas
palielinasanai ident. Karbamids liela koncentracija (8 M) izraisa keratina struktiiras uzbriesanu,
vajinot hidrofobo mijiedarbibu polipeptidu kede un atvieglo reducétaja iedarbibu uz polipeptida
kedi®.

Lielakaja dala p&tijumu, kuros tika izmantots sarma tiols, autori méginaja samazinat
tiola autooksidaciju, veicot ekstrakciju bez skabekla atmosféra, pieméram, slapekli. Slapekla
ieklausana procesa padara procediiru sarezgitu, un, vél svarigak, dazadu partiju ekstrakti rada
pretrunigas kompozicijas iesp&jamas automatiskas oksideéSanas dél, ko izraisa piemaisijumi
paraugos. Nesabojatu olbaltumvielu un augsta iznakuma iegtiana ir bijis daudzu pétijumu
galvenais merkis, p&tot keratina ekstrakciju no vilnas. Tomér daudzos zinotajos petijumos, kas
tika veikti augsta pH vai augsta temperatiira, olbaltumvielas tika stipri noarditas un procesa
laika izveidojas lantionins. Daudzos no Siem public€tajiem pétijumiem triikka informacijas par
iegiita keratina fizikalajam un biokimiskajam ipaSibam. lesp&jams ekstrah&ta un reducéta
keratina fizikali kimiskas pasibas netika novertetas darbietilpigo sagatavo$anas metozu un
samazinata keratina proteina nestabilitates de] %°.

Informacija par virsmaktivas vielas saistiSanos ar keratinu ir svariga potencialajam
keratina pielietojumam, tomér §T mijiedarbiba var but diezgan sarezgita atkariba no keratina
avota veida, piem. matiem, vilnai, nagiem, nagiem to strukturalas, terciaras un sekundaras
struktiiras, ka arT disulfidu sai$u $kérssaisu pakapes atskiribu dé] .

Keratina ekstrah&Sanai izmantojot metodi, kur ka galvenie $kidinataji ir karbamids,
tiourinviela un 2-ME, tika iegiits augsts iznakums lidz 67%2°. Neskatoties uz lielo iznakumu
un sp€ju ekstrahét keratinu no dazada veida keratina materialiem, iegtito olbaltumvielu Skiduma
var turét tikai reducéta veida, kas prasa, lai maisijuma paliktu visi reducétaji. Keratins
nogulsngjas, nonemot MEC, tapéc dializes izmantoSana urinvielas, tiokarbamida un MEC
atdaliSanai var ietekmét keratina Skidibu. Turklat Skiduma stabilitate ir loti atkariga no MEC /
urinvielas attiecibas koncentracijas, un nelielas izmainas $aja attieciba var izraisit olbaltumvielu
nogulsnéSanos. Produkti, kurus var pagatavot ar keratinu, kas ekstrahéts ar So metodi, ir loti
ierobezoti, un tadu materialu ka keratina hidroggls razosana var biit problematiska®® %’

Kopsavilkums par visam apliikotajam metodém atrodams 1.1. tabula.
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1.1.tabula

Keratina ekstrakcijas metoZu apkopojums

Keratina
Metode ekstrakcijas Metodes prieksrocibas Metode triakumi
iznakums, %
Videi kaitigi un toksiski
. Augsts iznakums. senti t
Reducaiana 75 ugsts iznakums reagenti, augstas
izmaksas, nepatikama
smaka.
Videi nekaitigi reagenti,
= Nerodas toksiski Liels reagentu paterins,
Sarmu . _.
- 25 blakusprodukti, Iesp&jama smakas
hidrolize. R e
Vienkarss attiriSanas raSanas.
process.
Gala produkts ir
Sarmu proteina un vara
X . komplekss, kas bitiski
hidrolize 55 Augsts iznakums. xomp ? ss, kas butiski
g ierobezo produkta
(maisTjums) : 9 .
izmantoSanas iespgjas,
liels reagentu patérins.
Niecigs iznakums
Paraugu ir iesp&jams Ilgs skidinasanas
g sadalit o un B kertatozés  process, iegiitais
Oksidésana 5 . . o
pamatojoties uz dazado  materials ir kimiski
skidibu dazadas pH vidés modific€ts un ar
izmainitam 1pasSibam
legiitajam keratinam ir ‘..
= . Augsts energijas
augstaka termiska atérin$, nepiecieSama
Jonu Skidr. 51 stabilitate, vienkarsa PAterIfs, Neplecies:
’ . . darga un specializéta
attiriSana, videi .
- tehnika
draudziga metode.
NepiecieSama darga un
Superkritiska L - specializéta tehnik
b 70 Videi draudziga metode P (7eta tehnika,
tvaika metode zems cisteina saturs gala
produkta.
NepiecieSama darga un
Mikrovilnu 60 Atra metode ar augstu specializeta tehnika,
metode iznakumu. zems cisteina saturs gala

produkta.

Nemot vera visus augstak min€tos metozu trikumus un prieksrocibas, nolémam darba

ietvaros uzsakt sarmu hidrolizes metodes optimizaciju, $adu iemslu del:

1) Iespgja ieverojami palielinat keratina iznakumu, mainot apstrades parametrus;

2) Nav nepiecie$amas augstas izmaksas, jo izmantotie reagenti ir salidzinosi I&ti un nav
nepiecieSama darga un specializ€ta tehnika,

3) legutajam keratinam netiek batiski mainita struktiira, kas neierobezo ta izmantoSanas

iespgjas.
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Vilnas Skiedru attiriSana

Literatiira ir atrodamas vairakas metodes vilnas attiriSanai — mazgaSana silta fident ar
virsmaktivo Iidzekli vai izmantojot organiskos Skidinatajus. Vilnas mazgasana silta ident (40
— 70 °C) ar mazgasanas lidzekli paredz vairakkart&ju skalosanu silta tideni. Ta ir salidzinoSa
atra un Ieta metode, kas aiznem dazas stundas laika. P&tijumos tiek iedavatas ari vairakas
metodes, izmantojot organiskos $kidinatajus, tadus ka, acetonu, petroleju, etilspirtu, ka ar to
maisijumus. Vilnas attiriSanas metodes, kuru pamata ir organisko §kidinataju izmantoSana ir
efektivas, tomér daZas ir visai laikietilpigas, ka ar1 organiskie Skidinataji ir dabai un cilvéka
veselibai kaitigi. Ka piemérotaka metode vilnas attiriSanai tika izvéléta mazgasana silta tideni
ar mazgasanas lidzekli (ziepem), kas ir 18ta, efektiva, pietickosi atra un vienkar$a metode. ST
mazgasanas metode ir arT nekaitiga dabai un cilvékam, kas nav mazsvarigi, jo, ja ir javeic vilnas
mazgasana rupnieciskos daudzumos, tad metodei ir jaatbilst visiem iepriek§ min&tajiem

faktoriem “8.
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Reagenti

Dejonizets tidens, elektrovaditsp€ja 0,055 uS/cm
Slapeklis 99,99 % (AGA)

Helijs, 99,999 %, (AGA)

Argons 99,999 %, (AGA)

Acetiléns 99,99 % (AGA)

Pb standartskidums, y=1 mg/mL, razotajs: (Sigma Aldrich)
Universalas saimniecibas ziepes razotajs: (Ringuva)
NaHCO3 95 %, : (Enola)

Natrija alginats, raZotajs: (Sigma Aldrich)

CaCly: razotajs: (Sigma Aldrich)

Na>S 99 % : (Enola)

Izopropanols — 99,9 % razotajs: (Sigma Aldrich)
H2SO4 95-98 %,: (Enola)

HCI 35-38 %,: (Enola)

NaOH 98,8 %,: (Enola)

2.2. Trauki un aparatiira

1000 mL varglazes
2000 mL varglazes
250 mL varglazes

100 mL apalkolbas
500 mL koniska kolba
Petri trauki

Pincetes

Stikla niijinas

Analitiskie svari METTLER TOLEDO ME 204, precizitate + 0,0001 g, mmax= 220 g;

Mikropipete Finnpipette (100-1000 pL; £1 pL);
Mikropipete RaininPipet-Lite (20 — 200 pL; + <0,25uL);
Mikropipete Finnpipette Digital (1-10 uL; £0,01 pL);

Zav&jamais skapis Memmert (temperatiiras solis: 0,5 °C, tmax = 220 °C);
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o Elektriska plitina razotajs: Wiki

e Termometrs; +0,5°C

e Magnétiskais maisitajs

e Orbitalais kratitajs, razotajs: Biosan

e Udens attirisanas sisttma Adrona C100;
e 50 mL plastmasas stobrini (Sarstedt)

e 15 mL plastmasas stobrini (Sarstedt)

e Centrifuga 5702 (Eppendorf)

e Mikropipete 100 -1000 pL

e Skengjosai elektronu mikroskops Hitachi S4800;
e Spektrofotometrs Jenway

e Limlenta

e SEM parauga analizes galdins

o Liofilizators Beta 2-8 LSCplus (Christ)

2.3. Paraugu sagatavoSana
Pirms paraugu mazgasanas visus vilnas paraugus riipigi izplucinaja, cenSoties tos pec

iesp&jas labak atbrivot no cietajam dalinam. Paraugus vairakkart mazgaja 0,12 % (NaHCOs) un
0,3 % dabiskas izcelsmes ziepju (nesatur sintétiskam krasvielas un smarzvielas) iidens $kiduma,
40-60 °C temperatiira. Pec sildiSanas tideni paraugus meércgja izopropanola 1idz 30 min, lai péc
iespgjas efektivak atbrivotos no taukvielam, kas atrodas uz Skiedram, un riipigi skaloja ar
dejonizetu tideni. Paraugus atstaja zavéties gaisa istabas temperatiira 24 h.
2.4. Keratina ekstrakcija no aitu vilnas

2,5 g vilnas skiedru iegremdgja 2 — 4 % NaOH tudens $kiduma un maisija ar magnétisko
maisttaju 40 un 60 °C temperatira 1 lidz 5 stundas atkariba no metodes. P&c vilnas Skiedru
Piemaisijums un nogulsnes no $kiduma tika nonemti, 10 minttes centrifuggjot ar atrumu 4 000
apgriezieniem minaté. Keratina Skidumu 3 dienas dializgja pret dejoniz&tu tideni, lai nonemtu
natrija hlorida parpalikumu. Tad dializéto keratina Skidumu liofiliz€ja, lai ieglitu pulverveida
keratinu.

Precizi keratina ekstrakcijas metoZzu parametri aplikojami 2.1. tabula. Tabula apkopoti
dati par vilnas iesvara masu (m, g), izmantota tdens daudzumu (V, H20), temperatiru (T, °C),

NaOH masas koncentraciju (W%(NaOH)), nepiecieSamo laiku (t), kas vajadzigs, lai panaktu
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pilnigu vilnas iz§kiSanu un nepiecie$amais skabes daudzums (V, HCI), lai neitralizétu gala

Skidumu.
2.1.tabula
Keratina ekstrakcijas metoZu parametri
Nr. m, g V,H:O0 T,°C w%(NaOH) t V, HCI
1.1 2.58
1.2 242 2 5h 26 ml
1.3 251
2.1 2.52
2.2 2.49 500 ml 40 3 4h 33 ml
2.3 2.50
3.1 2.37
3.2 2.38 4 3h 43 ml
3.3 2.46
4.1 2.59
4.2 2.49 2 2.5h 23 ml
4.3 2.44
5.1 2.36
52 2.54 500 ml 60 3 100 min 31 mi
5.3 2.57
6.1 2.46
6.2 2.41 4 60 min 43 mi
6.3 2.36

LiofilizéSanu veica keratina Skidumus ielejot traukos vai paplaté ta, lai Skiduma
“biezums” neparsniegtu 1 cm. Sasald€ sald€tava, ieliek liofilizatora un liofiliz€ 48 stundas.
Veicot keratina ekstrakciju no aitu vilnas tika aprékinats izdalita keratina masas dala pret

vilnas masu. Aprékins tika veikts péc 1. vienadojuma

W% = —£ % 100% (1)
my

, Kur m;, - masa keratinam,
m,, —masa vilnali.
Dializes membranu sagatavosana

Glicerina, kas ieklauts ka mitrinatajs, atdaliSanu panaca, membranas mazgajot tekosa
tident 3-4 stundas. S€ra savienojumu atdaliSanu panaca, membranas apstradajot ar 0,3 % natrija
sulfida skidumu 80 °C temperatiira 1 mintti. Tad mazgaja ar karstu Gideni (60 °C) 2 miniites, to

askabinot ar 0,2 % serskabes skidumu, péc tam noskalo ar karstu tideni, lai nonemtu skabi.
p g p ]
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2.5. Keratina daudzuma noteikSana paraugos izmantojot Bredforda metodi
Keratina satura noteikSana tika izmantota, lai noteiktu liofilizé€to paraugu tiribu un lai
noteiktu keratina izskaloSanos keratina — alginata kompozita, ka ari lai noteiktu keratina

zudumu rasanos péc katra ekstrakcijas posma.

Bredforda reagenta pagatavosana: 50 mg Coomassie Brilliant zila G-250 izskidinaja 50 ml
metanola un pievienoja 100 ml 85 % fosforskabes (H3PO4). Skabes skiduma maisijumu Iénam

pievienoja 850 ml H2O un lava krasai iz8kist pilniba. Uzglaba tumsa pudelé 4 °C temperatiira.

Analizes procediira: Kalibrésanas grafikam sagatavoja piecus Skidumus ar proteina daudzumu
diapazona no 0 lidz 20 pg/ml. Paraugu analizei precizi nosvéra aptuveni 50 mg keratina
atSkaidija 50 ml stobrina, lai koncentracija biitu Img/ml. Tad 40 pl parauga parnesa uz 15 ml
stobrinu un pievienoja 160 pl dejonizéta tidens. Katra mégené pievienoja 3,0 ml Bredforda
reagenta un kartigi samaisija un inkubgja istabas temperatiira 5 mintites. Mérija absorbciju pie
595 nm. Keratina masas koncentraciju paraugos aprékinaja pec kalibréSanas grafika taisnes

vienadojuma.

2.5.1. Liofilizéta keratina tiribas noteik§ana

Liofilizeta keratina tiribu noteica nosakot keratina masas koncentraciju paraugos ar
Bredforda metodi. Lai noteiktu keratina masas koncentraciju paraugos tika sagatavoti keratina
Skidumu tident no katra parauga ar koncentraciju 1 mg/ml. Katram paraugam tika veikti cetri

paral€lie mérijumi, lai samazinatu rezultatu izkliedi.

2.5.2. Keratina zudumu noteikSana katra ekstrakcijas posma

Keratina zudumu noteikSana tika veikta pec katra keratina ekstrakcijas posma nosakot
keratina saturu Skiduma. Tika aprékinata keratina masas dala pret vilnas iesvara masu. Ka ar1
tika nemts véra tas, ka maksimalais ekstrah&amais keratina daudzums var biit 90 % no vilnas

masas, jo tas ir aptuvenais keratina daudzums vilnas Skiedras.

2.6.Keratina struktiiras analize, izmantojot SEM

Liofilizéto keratina paraugu SEM att€lus uznéma ar SEM Hitachi S4800, darba
spriegums 1,0 strava kV, 7 — 10 A un attalums lidz detektoram: 2 mm. Keratina paraugus
piestiprindja ar elektrovadoSanu oglekla limlentu pie paraugu analizes galdina un veica

merijjumus.
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2.7. Keratina/ alginata kompozita izveide un raksturosana

Lai noteiktu keratina ietekmi uz kompozita sorbcijas kapacitati tika izveidotas lodites
ar trim dazadam keratina koncentracijam. Lodites izveidoja natrija alginata pulverim
pievienojot deni, lai panaktu viendabigu viskozu Skidumu, to sildot maisija aptuveni 30 min
11dz pilnigai alginata iz§kiSanai. Tad Skidumam pievienoja attiecigu liofiliz€ta keratina masu,
lai ta masa skiduma sastaditu 2, 3 un 4 % no kopg&jas masas un maisija lidz viss keratins ir

viendabigi iemaisits Skiduma.

2.1.1. Keratina izskaloSanas no keratina — alginata loditem

Ta ka tika noverots, ka sorbcijas procesa laika keratins pariet no kompozita loditeém
tdens Skiduma, tika veikta materiala stabilitates analize. To veica iem@rcot noteiktu masu ar
keratina — alginata lodit€ém tideni un maisot. Paraugus analizei néma ik p&c 1 h, panemot 100
pl tdens Skiduma, kurd iegremdetas lodites. Ta ka loditem, kas pagatavotas no dazadas
koncentracijas alginata skiduma, mainas to fizikalas 1pasibas, o eksperimentu veica ar no 1, 2
un 3 % natrija alginata Skidumiem pagatavotam loditém. Katras koncentracijas loditem tika
veikti tris paralélie mérijumi. Tas tika veikts, lai izvert€tu alginata koncentracijas ietekmi uz

keratina izskaloSanos no kompozita.

2.7.2. Svina sorbcijas noteikSana Keratina — alginata lodites

Svina sorbcijas sp&ju noteikSanu keratina /alginata lodités veica pagatavojot svina
Skidumu no svina nitrata ar koncentraciju 0,2 g/L. Precizi nosveértus kompozita paraugus ar
aptuveno masu 1 g ievietoja 100 ml apalkolbas. Katra kolba ielgja 100 mL svina $kiduma un
maisija 12 h, tad papéma 1 ml alikvotu un parnesa 50 ml stobrina, kuru pe&c tam uzpildija ar
dejonizétu wdeni Iidz atzimei. Svina daudzumu Skiduma noteica ar liesmas
atomabsorbciometru. 12 stundu sorbcijas laiks tika noteikts pirms tam veicot svina sorbcijas
kinétikas pé&tijjumus, kur svina sorbcija tika veikta 26 h, reizi stunda nemot alikvotu svina

koncentracijas noteikSanai paraugos.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. gl,(idin?ﬁanas temperatiiras un NaOH koncentracijas ietekme uz keratina
ekstrakcijas iznakumu
Veicot keratina ekstrakcijas metodes optimizaciju no aitu vilnas, tika mainiti divi no
galvenajiem parametriem — $kidinasanas temperatiira un NaOH koncentracija. legiita keratina

iznakuma rezultati atkariba no metodes parametriem un ta tiriba ir apkopoti 3.1. tabula.

3.1. tabula

Keratina ekstrakcijas metodes optimizacijas rezultati

Liofilizéta e pers i -
Metode keratina masas Lloﬁl?:_t;laliratma
dala W vid % b, 7o
40 °C, 2% NaOH 56 +7 72+7
40 °C, 3% NaOH 55+5 65+4
40 -C, 4% NaOH 54 +8 57+2
60 °C, 2% NaOH 51+3 61+ 10
60 -C, 3% NaOH 55+ 8 50 + 10
60 -C, 4% NaOH 55+ 7 54 +9

Analizgjot datus, kas iegiiti no vielu svérSanas, visu metozu iznakumi ir vidéji 55%, kas
kltidu robeZas sakrit un nekadas tendences nebija novérojamas. Keratina ekstrakcijas iznakums

atkariba no NaOH skiduma koncentracijas un temperattiras paradits 3.1. attgla.
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3.1.attels. Keratina ekstrakcijas iznakums noteikts no liofilizéta keratina masas.

Analizgjot liofilizéto keratina paraugu tiribu, tika konstatéts, ka, palielinoties NaOH
koncentracijai Skiduma, biutiski samazinas ekstrahéta keratina tiriba. Palielinot NaOH
koncentraciju no 2% lidz 4%, liofiliz&ta keratina tiriba samazinajas vidgji par 14%. Nemot veéra
paraugu tiribu, iegitie rezultati vel joprojam kludas robezas sakrit, tomer ir skaidri redzamas
tendences, kas liecina par temperatiiras un reagenta koncentracijas negativu ietekmi uz keratina
iznakumu. Palielinoties temperatiirai par 20 °C keratina iznakums samazinajas par 10 % no
kop&jas vilnas masas, kas sakrit ar literatiiras datiem®®. Keratina iznakuma dati, nemot véra

paraugu tiribu, aplikojami 3.2. attela.
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3.2. attels. Keratina iznakums atkariba no ekstrakcijas metodes, nemot véra paraugu tiribu.

legiitajiem rezultatiem ir novérojama liela izkliede, kas sasniedz 20 %. Nemot véra to,
ka darbs tika veikts ar dabas materialiem, $adas lielas svarstibas rezultatos bija gaidamas un ir
pienemamas, lai noveérotu tendences un sakaribas dazadu parametru ietekmé uz keratina
ekstrakcijas iznakumu. Lai samazinatu rezultatu izkliedi, ir nepiecieSams vél veikt papildu
mérijumus, palielinot rezultatu statistiku. Tas lautu arT precizak un ar lielaku parliecibu novertet

temperatiiras un reagenta koncentracijas ietekmi uz ekstrahéta keratina iznakumu.

Salidzinot eksperimentali ieglitos keratina ekstrakcijas iznakuma datus 40 + 15 % ar
optimiz&jamas metodes — sarmu hidrolizes metodes sakotn€jo iznakumu, kas sastadija 16 +2 %
% ir novérojams biitisks keratina iznakuma pieaugums, kas sastadija 24 % no vilnas masas.
Citiem autoriem*, kas arT ir optimiz&jusi $o metodi ir izdevies sasniegt pat 55 % iznakumu, kas
liecina par metodes iznakuma uzlaboSanas iespéjam. Eksperimentali iegtita rezultata (ar spilgi
zilu) salidzinajums ar citam literatira atrodamajam metodém (ar tumsi zilo) un optimizéto

metodi (ar gaisi zilu) ir aplikojams 3.4. attgla.
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3.3.attels. Keratina ekstrakcijas metoZu iznakuma salidzinajums.

legttais ekstrakcijas iznakums vél aizvien ir salidzino$i mazaks neka citam literatura
atrodamajam metod&m, tomer jauzsver, ka atSkiriba no pargjam metodém, optimizetaja metode
netika izmantoti cilvékam un videi kaitigi reagenti. Ka arT metode ir viegli integréjam razo$ana

un neprasa specifisku un dargu aprikojumu.

3.2. Keratina zudumi atkariba no izdaliSanas metodes posma

Veicot kopg&jo keratina zudumu analizi péc katra ekstrakcijas posma, ir redzams, ka
katra posma zudumu daudzums palielinas aptuveni par 4% no kopgjas skidinatas vilnas masas.
Tas norada uz to, ka, samazinot posmu skaitu, ir iesp&jams palielinat keratina iznakumu. Tomer
vislielaka uzmaniba japievers biitu pasam pirmajam posmam — §kidinasanai, kuras laika rodas
vislielakie zudumi, kas sastada aptuveni 50 — 60% no kopgja teoretiska, ja pienem, ka keratina

daudzums vilna sastada 90 %. Dati apliikojami 3.3. attela.
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3.4. attéls. Keratina zudumu daudzums atkariba no izdali§anas posma 1 posms — vilnas
Skidinasana, 2.posms — centrifugeSana, 3.posms - dialize.

Papildus visam iepriek§ min&tajam ir javeic v&l papildus ekstrakcijas laika ietekmes
izvertéjums uz keratina ekstrakcijas iznakumu, jo vilnas Skidinasana tika veikta lidz vizualai
vilnas $kiedru iz8kiSanai. Javeic vilnas $kidinasana palielinot un samazinot skidinasanas laiku,
tas varctu paradit vai Sis 50 — 60 % zudums (atkariba no metodes parametriem) rodas neizskistot
vilnas Skiedram pilniba vai keratinam parlieku hidroliz€joties.

Bitiskus uzlabojumus metodei varétu sniegt katalizatoru izmantoSana vilnas
Skidinasanas procesa laika, kas lautu samazinat reagentu daudzumu, temperatiiru un
Skidinasanas laiku. Reagentu daudzuma un temperatliras samazinajums savukart sniegtu
pozitivu ietekmi uz keratina ekstrakcijas iznakumu, kO vargja novérot péc darba iegiitajiem
rezultatiem.

Papildus uzlabojumi nepiecieSami arT attiriSanas svarstijas no ~ 50 lidz 70 %, kas sakrit
ar literatiiras datiem sarmu hidrolizes metodei. Tomeér §ada parauga tiriba ir nepietickama un ir

ievérojami mazaka, salidzinajuma ar pargjam keratina ekstrakcijas metodém.

3.2.1. Liofilizéta keratina struktiira
Visiem no aitu vilnas iegiitajiem keratina paraugiem bija raksturiga pienbalta nokrasa.
Liofilizetais keratins sastavéja no parslveida struktiiram. Liofilizeta keratina, kas iegiits no aitu
vilnas, atteli redzami 3.2. tabula. Ka redzams att€los, keratinam, kas iegtts Skidinot vilnu
augstaka temperatiira (60 °C), ir raksturigakas mazaka izmeéra parslveida strukturas, ko vélak

apstiprinaja art SEM attéli (3.3.tabula).
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No vilnas $kiedram izdalita liofilizéta keratina atteli

3.2..tabula

Temperatura

NaOH konc.

40 °C 60 °C

2%

3%

4%
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SEM analize paradija mikrostruktiru atSkiribas starp liofiliz€tiem keratina ekstrakta
pulveriem, kas iegiiti no vilnas, izmantojot dazadas metodes. Keratina ekstrakti uzrada
plaksném lidzigu struktiiru, kas labi redzama visu metozu keratina ekstraktos. Attelos labi
noveérojams liels daudzums piemaisijumu, kas arT apstiprina liofilizéto keratina paraugu zemo
tiribu. Aplikojot SEM attélus ir redzams, ka temperatiiras un reagenta koncentracijas
palielinajums negativi ietekme ar keratina struktiiru. Ta klist raupjaka un nevienmérigaka, ka

ari ieveérojami palielinas plaisu un caurumu daudzums.
3.3.tabula

No vilnas $kiedram izdalita liofilizéta keratina SEM atteli

Temperatura
40 °C 60 °C
NaOH konc.

2%

" 4.00um 54800 10KV 2 3mm x5 00K SE(U)
3% L)

: Y

$4800 1.0kV 2.0mm x2.00k SE(U) 20.0um § S4800 1.0kV 2.3mm x1.50k SE(U)

4%

$4800 1.0kV 2.2mm x2 00k SE(U,LA100) 20.0um [ 84800 1.0KV 2.1mm x2.00k SE(U}
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3.3. Keratina — alginata kompozita raksturoSana
Lai izveidotu viegli form&amu un Gident neskistoSu keratina — alginata kompozitu, tika
izveidotas lodites no dazadas koncentracijas alginata Skidumiem ar 20 %, 30 % un 40 %

keratina saturu sausas lodités.

3.3.1. Keratina — Alginata kompozita SEM analize

SEM analize paradija, ka keratina — alginata loditém, kas gatavotas no dazadas
koncentracijas alginata Skidumiem, ir raksturigas atSkiribas to forma. Ka redzams att€los,
loditém, kas gatavotas no 1% alginata $k;iduma, raksturiga saplak$ana un formas maina péc
zavesanas. Lodites, kas gatavotas no augstakas koncentracijas Skiduma, labak saglaba savu
formu péc zaveésanas. Loditeém, kas gatavotas no 2% alginata Skiduma, ir izteiktak raksturiga
lodveida forma, bet loditeém no 3% alginata $kiduma, ir raksturiga pilienveida forma. Loditeém,
kas veidotas no 2% un 3% natrija alginata $kiduma, ir novérojams lielaks plaisu daudzums uz
lodisu virsmas un virsmas raupjums. Virsmas defekti un plaisas, izmatojot materialu
piesarnojoso vielu sorbcijai, var pozitivi ietekmét kompozita sorbcijas kapacitati, jo tas

palielina virsmas laukumu. Izveidoto lodisu SEM attéli redzami 3.4. tabula.
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3.4. tabula

Keratina/alginata lodisSu SEM atteli

1 9% alginata

500um | S4800 1.0kV 5.0mm x700 SE(U) 50.0um

| 4800 1.0kV 5.1mm x60 SE(M)
i

o

|
S4800 1.0kV 5.0mm x80 SE(M) 500um | 54800 1.0kV 4.4mm x1.00k SE{U)

2 % alginata

3 % alginata

S4800 1.0kV 5.0mm x50 SE(M) 1.00mm]| $4800 1.0kv 4.5mm x1.50k SE(U)

Veicot keratina/alginata lodisu stabilitates parbaudi, tika novérots, ka 30-60 % keratina,
atkariba no alginata koncentracijas, jau stundas laika izskalojas tideni. Talako 26 stundu laika
butisks keratina zudumu pieaugums nav novérojams, tomér ir nepiecieSami vél papildus
mérfjumi mainot §kiduma temperatiiru un pH, jo Sie parametri ar1 var ietekm&t kompozita

struktiru un stabilitati.
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3.3.2. Keratina — alginata kompozita stabilitate

® 1% alginats ® 2% alginats ® 3% alginats
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3.5. attels. Keratina izskalotais daudzums no keratina/alginata loditém atkariba no laika.
Sakara ar to, ka lodites, kas veidotas no 3% natrija alginata Skiduma, uzradija labako
stabilitati, kur radas tikai 30 — 40 % keratina zudumu, talakie sorbcijas eksperimenti tika veikti

no loditeém, kas veidotas tiesi no §is koncentracijas $kiduma, nemot véra Sos zudumus.

3.3.3. Svina jonu sorbcija keratina — alginata kompozita
Analizgjot keratina/ alginata kompozita svina jonu sorbcijas datus, tika konstatéts, ka
vislielakais svina jonu daudzums tiek adsorbéts pirmajas 12 h. Skiduma eso$o svina jonu

daudzums procentos atkariba no sorbcijas laika paradits 3.6. attéla.
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3.6. attéls. Skiduma eso$o svina jonu daudzums procentos atkariba no sorbcijas laika un
sorbcijai izmantoto keratina-alginata lodiSu iesvara masas

Nemot veéra to, ka lielakais svina jonu daudzums tiek sorbéts pirmajas 12 h un talakaja
laika ta samazinajums ir minimals, talakos sorbcijas eksperimentus veica tieSi 12 h. Ta ka
talakajos eksperimentos netika noteikta maksimala kompozita sorbcijas kapacitate, bet gan
keratina koncentracijas ietekme un sorbcijas sp€jam, S$is sorbcijas laiks bija optimals.
Precizakiem materiala sorbcijas kapacitates mérijumiem vispirms ir bitiski risinat materiala
stabilitates problémas, noversot keratina izskaloSanos no kompozita loditém. To varétu izdarit,
izmantojot  1-etil-3-  (3-dimetilaminopropil) karbodiimida hidrohloridu (EDC) ka
SkerssaistiSanas agentu, kas veidotu amida saites starp karboksilgrupam un aminu grupam, kas

atrodamas keratina®®.

Veicot svina jonu sorbcijas eksperimentus ar alginata un keratina — alginata kompozita
loditém tika novérots, ka, palielinoties keratina daudzumam, svina jonu sorbcijas kapacitate
samazinas. Tas ir pretgji tam, kas tika novérots citu autoru publikacija?*, kur tika sorbéts
metilénzila krasvielas no tidens Skiduma. Tira alginata un keratina — alginata kompozita ar 20 %
keratina sastavu uzradija loti Iidzigu sorbcijas kapacitati, kas kliidas robezas sakrita. Bitiskaks
sorbcijas kapacitates samazinajums ir noveérojams loditeém ar 30 un 40 % keratina saturu.
Keratina — alginata lodiSu svina sorbcijas sp€ju atkariba no keratina masas koncentracijas

lodités ir aplikojama 3.7. attéla.
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3.7. attels. Keratina — alginata lodiSu svina sorbcijas spéju atkariba no keratina masas

koncentracijas lodites.

Lai labak izvertétu kompozita potencialo izmantosanu sorbenta izstradg, ir javeic arl
citu smago metalu, farmpreparatu un citu piesarnotaju sorbcijas testi Papildus nepiecieSami
eksperimenti, mainot paSa materiala struktiru un formu, ka ar jaizskata ta iesp&jama
izmantoSana gaisa attiriSana. Papildus tam ir javeic eksperimenti ar mazaka keratina satura
loditem un loditém, kas veidotas 2% natrija alginata Skiduma. Tas palidz€tu novertét vai So

samazinajumu sorbcijas kapacitate tieS$am rada keratina satura pieaugums, vai tas ka izveidotas

lodites ir parak blivas un tiek traucéta svinu jonu difiizija lodisu iekSpuse.
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SECINAJUMI

Veicot keratina ekstrakcijas metodes optimizaciju no aitu vilnas, tika sasniegts
iznakuma palielinajums no 16 + 2 % [idz 40 = 15 %

Ar optimiz&to metodi iegitajam keratinam piemit zema tiriba, kas svarstijas no =~ 50
1idz 70 %, un tas liecina par to ka biitiski jauzlabo keratina attiriSanas process .
Izveidotajam keratina — alginata kompozitam ir zema stabilitate, kuras rezultata 30 lidz
40 % keratina satura izskalojas no kompozita.

Keratina masas palielinaSana keratina — alginata kompozita negativi ietekmé svina
absorbcijas sp&ju, lidz ar to keratina kompozits nav pielietojams tidens attiriSanai no

svina §ada formata.
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