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Wstep

W ostatnich latach biodegradowalne polimery naturalne,
takie jak biatka i polisacharydy, sg coraz szerzej stosowane
w medycynie oraz biotechnologii. Nasza uwaga skupita sie
na keratynie i chtozanie jako biopolimerach wykazujgcych
zarowno biodegradowalno$¢ jak i biokompatybilnosé.
Wiasciwosci te sprawity, ze znalazty one zastosowanie
przy wytwarzaniu opatrunkéw, implantow, bioaktywnych po-
wierzchni, czy tréjwymiarowych struktur imitujgcych macierz
miedzykomorkowa dla inzynierii tkankowej [1-3].

Chitozan jest polisacharydem uzyskiwanym przez dea-
cetylacje chityny — podstawowego budulca pancerzykow
niektorych bezkregowcéw. Dzieki obecnosci wolnych grup
aminowych wykazuje on dobra rozpuszczalno$é w roztwo-
rach kwaséw i reaktywnos¢ chemiczng. Charakteryzuje
sie on takze zmiang wtasciwo$ci w zaleznosci od rodzaju
roztworu wodnego otaczajgcego materiat chitozanowy. Po-
wierzchnia materiatéw na bazie chitozanu przejawia dosc¢
duzg hydrofilowos$¢, dzieki czemu sprzyja adhezji, rézni-
cowaniu i proliferacji komoérek. Pomimo tych atrakcyjnych
cech, wtasciwosci materiatéw chitozanowych czesto jednak
nie sg zadowalajgce ze wzgledu na ich niskg wytrzymatos¢
mechaniczng [3-6].

Keratyny to rodzina biatek strukturalnych, stanowigcych
podstawowy budulec zewnetrznej okrywy ciata ptakéw,
gadéw, czy ssakdéw, np. pidr, paznokci, siersci, wiosow,
rogéw, wetny. Charakterystyczng cechg tego biatka jest
duza zawarto$¢ cysteiny. Utlenione reszty tego amino-
kwasu mogg tworzy¢ wewnatrz- i miedzyczasteczkowe
wigzania disulfidowe, co w efekcie prowadzi do powstania
tréjwymiarowej, usieciowanej struktury sieci keratynowej.
Zdolnos$¢ ta decyduje o mechanicznych, termicznych i
chemicznych wiasciwosciach biatka [1,2,7-10]. Niestety
zjawisko to powoduje takze nierozpuszczalnosé keratyny.
W konsekwencji, ogromna wiekszos¢ uzyskiwanych obecnie
materiatdw keratynowych zawiera zmodyfikowane reszty
cysteiny i zakldcong strukture przestrzenna. To sprawia, ze
filmy uzyskane metoda odparowywania rozpuszczalnika sg
zbyt kruche by mozna byto poddac¢ je manipulacjom.

Celem pracy byto zbadanie wptywu dodatku hydrolizatow
keratyny na wiasciwosci mechaniczne i stabilnos¢ termiczng,
biomateriatéw chitozanowych.

Materiaty i metodyka badan

Chitozan (o niskiej masie czgsteczkowej) zakupiono w
Sigma-Aldrich.

Hedrolizaty keratyny otrzymano przez oczyszczenie i
hydrolize pior kurzych w roztworze wodnym zawierajacym
mocznik (8mol/dm3), dodacylosiarczan sodu (SDS, 0,26mol/
dmd), 2-merkaptoetanol (1,66mol/dm?3) w temp. 50°C przez
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Introduction

In recent years, naturally derived biodegradable polymers
such as proteins and polysaccharides have been widely
used to obtain materials for application in biomedical and
biotechnological fields. Our attention have been focused
on keratin and chitosan due to their biocompatibility and
biodegradability. The both biopolymers can be designed for
creation of wound dressings, implantable devices, bioac-
tive surfaces for tissue engineering and three-dimensional
scaffolds which take the role of extracellular matrix analogs
[1-3].

Chitosan is the product of the deacetylation of chitin — the
biopolymer, which is the primary component of arthropod
exoskeletons. Due to presence of free amine groups chi-
tosan reveals great solubility in acid solutions, chemical
reactivity and water attractive properties. The surfaces of
chitosan-based materials exhibit hydrophilicity, which favor
cell adhesion, differentiation and proliferation but very often
their mechanical properties are not satisfactory [3-6].

Keratins are a family of a structural proteins which are
a main components of outer covering such as hair, wool,
feathers, nails, horns and stratum corneum of mammalians,
reptiles and birds. The most characteristic feature of this
fibrous protein is the high content of cysteine residues. It pro-
vides to creation of inter- and intramolecular disulfide bonds
and, as a result, the three-dimensionally linked network of
keratin. This process decides about mechanical, thermal and
chemical properties of keratins [1,2,7-10]. Unfortunately it
also causes the insolubility of keratin, so the most of kera-
tin-based materials are obtained with chemically modified
cysteine residues. Consequently, the films prepared by
casting keratin solutions are to fragile to handle.

The aim o this work was to study the influence of ad-
dition of different amounts of keratin hydrolysates on the
mechanical properties and thermal stability of chitosan
biomaterials.

Materials and methods

Chitosan (low molecular weight) was obtained from
Sigma-Aldrich.

Keratin was obtained from chicken feather. After puri-
fication, the material was hydrolyzed in aqueous solution
containing urea (8mol/dm?), sodium dodecyl sulphate (SDS,
0,26mol/dm?), 2-mercaptoethanol (1,66mol/dmq) at the tem-
perature 500C for 16 hours. Then the insoluble parts were
separated by filtration and the solution was dialyzed against
deionised water for 3 days and liophylized. The solution of
keratin hydrolysates was obtained by dissolving of suitable
amount of keratin powder in water.

Biopolymeric blends were prepared by mixing of chi-
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RYS.1. Krzywa TG i DTG degradaciji termicznej keratyny i mieszaniny chitozan/keratyna 30%.
FIG.1. TG and DTG curves of keratin and chitosan/keratin 70/30 blend films.

16 godz. Nierozpuszczalna pozostatos¢ zostata odfiltro-
wana. Uzyskany roztwér poddano dializie wzgledem wody
dejonizowanej przez 3 dni, a nastepnie zliofilizowano. Roz-
twor hydrolizatéw keratyny uzyskano przez rozpuszczenie
odpowiedniej ilosci proszku keratynowego w wodzie.

Mieszaniny biopolimerowe otrzymano przez zmieszanie
chitozanu i keratyny odpowiednich stosunkach wagowych
(95/5, 85/15, 70/30) i oznaczono je odpowiednio jako 5%
15%, 30%. Roztwory wylano na ptyty szklane i w wyniku
odparowania rozpuszczalnika uzyskano filmy.

Analize termiczng przeprowadzono przy uzyciu TA Instru-
ments SDT 2960 z szybkoscig grzania 10°C/min w zakresie
temp. 20-600°C, w atmosferze azotu.

Wiasciwosci mechaniczne badano na maszynie wytrzy-
matosciowej Zwick&Roell Z 0.5.

Wyniki i dyskusja
Krzywe TG i DTG degradacji termicznej keratyny i mie-

szaniny chitozan/keratyna 30% przedstawiono na RYS.1.
Zaobserwowano, ze keratyna ulega przemianom ter
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Chitosan Keratin
& [EC] 77 65 71 67 55,8
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TAB.1. Wartosci temperatur i ubytkéw masy po-
szczegolnych etapow degradacji termicznej chito-
zanu, keratyny i ich mieszanin.

TAB.1. Values of thermal parameters of chitosan
and its blends with keratin determined by thermal
analysis.

tosan and keratin hydrolysates solutions in appropriate
weight ratios (95/5, 85/15, 70/30) signed as 5%, 15% and
30% respectively. Then the films were obtained by solvent
evaporation from solutions poured onto glass plates.

Thermal analysis was performed using TA Instruments
SDT 2960 at a rate of 10°C/min from 20 to 600°C in an
atmosphere of nitrogen.

The mechanical properties have been investigated by
Zwick&Roell Z 0.5.

Results and discussion

TG and DTG curves of thermal destruction of keratin and
chitosan/keratin 30% blend are presented in FIG.1.

We observed that keratin destruction had been proceed-
ed in four stages. The first one was an effect of evaporation
of water connected with protein. In the next stages bounded
water was released and small molecular products of thermal
degradation of keratin were liberated. The chitosan and

Chitosan 5% 15% 30%
oy [MPa] 64,2 68,1 61,9 521
g [MPa] 8,5 2,5 2,6 4,6
oy [MPa] 55,4 58,7 51,9 46,5
gg [MPa] 15,1 6,2 8.4 6.4

TAB.2. Wartosci naprezenia na granicy plastycz-
nosci (oy) i przy zerwaniu (o) oraz wydiuzenia
wzglednego na granicy plastycznosci () i przy
zerwaniu (gg) dla filméw chitozu i jego mieszanin
z keratyna.

TAB.2. The values of ultimate tensile strength at
a yield point (oy) and at breaking point (o;) and
ultimate percentage elongation at a yield point (&)
and at breaking point (g;) of chitosan films, and its
blends with keratin.
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micznym w czterech etapach. Pierwszy z nich zwigzany
jest z parowaniem wody obecnej w strukturze biatka. W
kolejnych etapach uwalniana jest woda zwigzana oraz
matoczgsteczkowe produkty termicznego rozktadu kera-
tyny. Natomiast na termogramach filméw chitozanowych
oraz mieszanin widoczne sg tylko dwa etapy degradac;ji.
Najwyzszg temperature dla procesu odparowania wody
zaobserwowano w przypadku chitozanu, a dodatek keratyny
obniza jej wartos¢, TAB.1. Film chitozanowy charakteryzuje
sie takze najwigkszym ubytkiem masy w tym etapie prze-
mian termicznych, a wzrost zawartosci keratyny w materiale
powoduje obnizenie ilosci wody ulegajacej odparowaniu.
Sugeruje to, ze dodatek keratyny obniza hydrofilowo$¢
materiatu chitozanowego. Drugi pik na krzywej DTG chi-
tozanu, charakteryzujacy maksymalng szybkos¢ procesu
termicznego rozktadu probki, zanotowano przy temp. 284°C.
Niewielki dodatek keratyny (5, 15%) poprawia nieznacznie
stabilno$c¢ termiczng materiatu, jednak 30% udziatu biatka w
mieszaninie obniza tg wartos¢, TAB.1. Ubytek masy prébki
wzrasta wraz z zawartoscig keratyny w probce, by osiag-
na¢ maksymalna warto$c¢ dla czystego biatka (72,3% przy
uwzglednieniu ostatnich trzech etapéw degradacji)

Wartosci parametrow mechanicznych takich jak napre-
zenie na granicy plastycznosci (oy) i przy zerwaniu (0g)
oraz wydtuzenie wzgledne na granicy plastycznosci (€Y)
i przy zerwaniu (gg) zestawiono w TABELI 2. Stwierdzono,
ze 5% dodatek keratyny poprawia wytrzymatosc¢ filméw
chitozanowych zaréwno przy granicy plastycznosci jak i ze-
rwaniu, jednak niekorzystnie wptywa na warto$¢ wydtuzenia
wzglednego. Prawdopodobnie efekt ten jest spowodowany
powstawaniem miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych
miedzy sktadnikami materiatu. Wiekszy udziat keratyny w
filmie (15, 30%) powoduje pogorszenie wtasciwosci mecha-
nicznych. Wysoka zawartos¢ keratyny, pomimo tworzenia
wigzan poprzecznych, powoduje destabilizacje struktury
filmu, najprawdopodobniej ze wzgledu na zbyt matg dtugos¢
tancuchéw biatkowych.

Whnioski

Na podstawie badan stwierdzono, ze maty dodatek
hydrolizatéw keratyny (5%) do chitozanu poprawia wy-
trzymato$¢ materiatu, jednak zwigkszenie dodatku biatka
niekorzystnie wptywa na wiasciwosci mechaniczne. Takze
stabilnos¢ termiczna materiatéw chitozanowych nieznacznie
rosnie w obecnosci niewielkich ilosci keratyny. Mozna takze
przypuszczac, ze materialy zawierajace keratyne bedg
wykazywaty mniejszg zdolnos¢ do absorpcji wody niz filmy
z czystego chitozanu.
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chitosan/keratin films underwent the thermal changes only
in two stages. The temperature of the water evaporation
was the highest for chitosan film and addition of keratin
decreased this value, TAB.1. Also the highest value of weight
loss at the firs stage for chitosan sample was observed.
As the keratin content in samples had increased, the loss
of water was smaller, TAB.1. It suggests that addition of
keratin has decreased the hydrophilicity of chitosan films.
The second peak on the DTG curve of chitosan sample
appeared with a maximum at 284°C. Small additions of
keratin (5, 15%) improved slightly the thermal stability of
blends, while the samples with high content of the protein
exhibited the lower temperature of the maximum speed of
the thermal degradation, TAB.1. The weight loss increased
with the higher amount of keratin in the sample and ac-
complished the maximum value for pure keratin (72,3% as
a sum of three stages), TAB.1.

Mechanical properties as ultimate tensile strength at
a yield point (oy) and at breaking point (og) and ultimate
percentage elongation at a yield point (¢,) and at breaking
point (g5) of chitosan films and its blends with keratin are
presented in TABLE 2. The 5% of addition of keratin hydro-
lysates to chitosan material improved its strength, at the yield
point as well as at breaking point while the ultimate percent-
age of elongation exhibited the lowest value. Probably the
intermolecular hydrogen bonds between both biopolymers
had been created. However, the films containing 15% and
30% of keratin hydrolysates were less strong. High amount
of keratin, despite of formation of hydrogen bonds, have
destabilized the structure of the materials, probably because
of too low length of keratin chains.

Conclusion

Our study demonstrated that small addition (5%) of
keratin hydrolysates to chitosan biomaterial improved its
mechanical strength. However higher amount of keratin
in film decreased its mechanical parameters. Also thermal
stability increased with the small addition of keratin. We
can also expect that absorption of water will be smaller for
keratin/chitosan blends than for pure polysaccharide.
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