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ABSTRAKT

Diplomové prace je rozdélena do dvou casti, na cast teoretickou a experimentdlni.
Teoretickd c¢ast pojednava o pevnych a kapalnych bilkovinnych odpadech masného
pramyslu. Déle je popsano vyuziti odpadli masného primyslu (energetika, zeméd¢lstvi,
potravinar-stvi, lékarstvi, farmaceuticky primysl a ostatni odvétvi). V experimentalni ¢asti
diplomové prace jsem se zabyvala rozkladem hovézich Slach 3-stupfiovou enzymovou
hydrolyzou ve vodném prostedi a ve vodném prostiedi s ptidavkem 1 % (w/w) KOH na
kolagenni hydrolyzat. Sledoval se vliv vybranych technologickych podminek na Gc¢innost
rozkladu Slach a jejich vliv na kvalitu pfipravenych kolagennich hydrolyzati (obsah

kolagenu, elastinu, popelovin).

Kli¢ova slova: elastin, hovézi Slachy, hydrolyzat, kolagen, masny primysl, odpady

ABSTRACT

Diploma thesis is divided into two parts - the theoretical and experimental ones. The
theoretical part deals with solid and liquid protein by-products of the meat-processing
industry. Utilisation of the meat-processing industry by-products is described (power
industry, agriculture, food industry,medicine, pharmaceutical industry and other industrial
branches). In the experimental part, degradation of beef tendons through three-stage
enzyme hydrolysis in water environment and in water environment with addition of
1%(w/w) KOH into collagen hydrolysate was investigated. The influence of selected
technological conditions on the beef tendons breakdown efficiency and their effect on the
quality of prepared collagen hydrolysate (collagen,elastin and ashes content) was also

studied.

Key words: beef tendons, by-products, collagen, elastin, hydrolysate, meat-processing

industry
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UvVOD

Potravinarsky primysl muzeme klasifikovat jako priamyslovy obor, ktery se zabyva
zpracovavanim potravinaiskych surovin rostlinného a zivocisného puvodu za ucelem
obilovin) je primysl masny. Jeho hlavni funkci je zpracovani hospodarskych zvirat a jejich
masa pro lidskou spotfebu. Dtlezitost masného primyslu nazorné dokladaji statistiky,
kter¢ okomentoval Patrick J. Moore na Mezindrodnim semindii k masu a masnym
vyrobkiim konaného v kvétnu 2008 v Pekingu. Bylo zjisténo, ze celkova vyroba masa roste

ro¢né o 2,5 % (za obdobi 1998-2008), pficemz nejvice se na této produkci podili maso

v

§%% %Vsé &gﬁ%%%anym nartistem obyvatel nasi planety je tedy zfejmé, ze masny primysl
bude nadéle predstavovat velice signifikantni odvétvi potravinaiského prumyslu. S rastem
jeho vyznamu je nicméné potfeba vénovat zvySenou pozornost jak jeho vstupiim, tak
vystuptim, a to zejména tém odpadnim. Odpady masného primyslu nemusi vytvaret jen
ekologickou zatéz, ale také mohou byt potencionalnim zdrojem cennych surovin, které se

mohou déle zpracovavat.

Predlozena diplomova prace je ve své literarni studii zaméfena na klasifikaci odpadi
masné vyroby a na soucasné zpusoby vyuziti odpadi masné vyroby. Na zdaklade
zhodnoceni soucasného stavu vyuziti pevnych bilkovinnych odpadii masné¢ho primyslu je
prakticka ¢ast diplomové prace zamétena na zpracovani hovézich Slach jatecného dobytka,

které jsou zdrojem pomérné¢ Cistého kolagenu a které nejsou v soucasné dob¢ adekvatné

vyuzity.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ODPADY MASNEHO PRUMYSLU

1.1 Definice a legislativni vymezeni masnych odpadii

Za odpady masného prumyslu se povazuji cela téla uhynulych zvitat ¢i casti jejich tél
a produkty zivocisného ptivodu vznikajici na jatkach, vyrobnach ¢i v masnach, které nejsou
urceny k lidské spotiebé [1, 2]. Jednotlivé druhy hospodarskych zvirat pak predstavuji

rozdilné procentudlni mnozstvi vyprodukovaného odpadu.

Likvidace odpadi zivocisného pivodu a jejich vyuziti v ramci nasi republiky je legislativné

vymezena nejriznéj$imi zakony, nafizenimi a vyhlaskami. Jako piiklad mizeme uvést:

e Zakon 185/2001 Sb., o odpadech, ve znéni zakona ¢. 106/2005 Sb.

e Vyhlaska ¢. 381/2001 — Katalog odpadii

e Vyhlaska ¢. 383/2001, o podrobnostech pro naklddani s odpady

e Zakon o krmivech 91/1996 Sb. a jeho provadéci vyhlaska ¢. 451/2001

V ramci Evropské unie (EU) je likvidace tohoto materidlu feSena smérnici EU
¢. 1774/2002 Evropského parlamentu a Rady. Tato smérnice plati od 3. 10. 2002 a slouzi
jako nastroj pro vylouc¢eni mrtvych zvifat a nezadouciho materidlu z potravniho fetézce a
pro bezpecné zpracovani a likvidaci. Dale dava jasné pokyny pro manipulaci s vyrazenym
materidlem, uvadi identifikacni a dohledatelny systém, podle né¢hoz musi byt oznaceny
urcité produkty (jako je napt. masokostni moucka a tuky urcené pro likvidaci) tak, aby se
vyloucilo riziko proniknuti neschvalenych produkti do potravniho a krmného fetézce.
Smérnice se tyka 1 alternativnich postupt zpracovani odpadii, jako je produkce bioplynu,

kompostovani, spole¢né spalovani a dalsi [1].

1.2 Tridéni masnych odpadi

Materidly zivoc¢isného pivodu mizeme rozdélit podle vySe zminéné smérnice EU do tfi

zékladnich skupin [1, 6]:
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[. Materidly kategorie 1 = SRM (specifikovany rizikovy material)
Do této kategorie se tadi materidl, ktery je rizikovy zpohledu mozného ptenosu
tzv. nemoci Silenych krav (BSE). Jedna se o lebku vcetné mozku, o¢i a mandli (tonzily),
dale michu vcetné misSnich kanali z prezvykavci (skotu, ovci a koz) starSich 12 mésici,
usek tenkého stfeva - ileum skotu star§itho 12 mésict a slezina ovcei a koz vSech vékovych
kategorii. Dale sem spadaji produkty ze zvifat, kterym byly podavany zakazané latky a
produkty zZivoc¢isSného ptivodu obsahujici rezidua latek znecist'ujicich Zivotni prostiedi. Je
dalezité podotknout, ze celou tuto skupinu odpadd je nutno skladovat, pfepravovat a

zpracovavat oddélené tak, aby nedochazelo ke kontaminaci ostatnich materiald.

Od cervence 1994 Evropskd unie zakazala krmeni dobytka pomoci téchto surovin a od
prosince 2000 zakazala i import a export takového materidlu do a ze zemi EU. Také bylo
uvedeno v platnost nafizeni, ze vzniklé produkty je nezbytné likvidovat pfimym
spalovanim a to pii dostate¢né vysoké teploté (cca 1000 °C) a pii dostatecném mnozstvi

kysliku tak, aby doslo ke zni¢eni vSech nezadoucich patogeni [3, 4].

II. Materialy kategorie 2
Tato skupina zahrnuje zZivocisSny odpad pochdzejici z dobytka, ktery obsahuje zbytky 1é¢iv,
piipadné sem spadaji konfiskaty obsahujici zbytky nestravené potravy (tzn. obsah tenkého,
tlustého stieva a bachor). Také zahrnuje veskerou podestylku hospodaiskych zvitat véetné

vykall (pevnych 1 tekutych) a téla uhynulych hospodarskych zvifat.

II. Materialy kategorie 3
Do posledni a nejméné rizikové skupiny spadaji Casti jateCnich zvirat, kterda nebyla
napadena néjakou chorobou, a kdy tyto ¢asti nejsou vhodné k lidské spotiebé. Jedna se o
ktze, kosti, rohy, kopyta, pefi, vina, chlupy, praseci $tétiny, skotapky, vedlejsi produkty
z lihni, krev ziskand z jinych zvifat nez z ptezvykavcl (zvifata museji byt oznacena
veterinafem za zdrava) a dalSi. Co se tyce velikosti jednotlivych kategorii, tak prave tato
skupina je tou nejvétsi. Jako dikaz miizeme uvést statistiku z roku 2008, kdy Francie v
tomto roce vyprodukovala ptes 2,8 miliont tun odpadi masného primyslu a z toho az 1,8

milioni tun byl material 3. kategorie [5].

Ptiblizné mnozstvi odpadt v jednotlivych kategoriich zjednoho kusu porazeného
dospélého zvifete ndm shrnuje Tab. 1. Toto shrnuti je podlozeno odhadem pracovnikl

jatek v LeSanech u Prostéjova.
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Tab. 1: Shrnuti prumérného mnozstvi odpadii jednotlivych kategorii z jednoho kusu

dospélého zvirete

Druh zvitete MnoZstvi odpadu MnozZstvi odpadu Mnozstvi odpadu
materialu kategorie | materialu kategorie | materialu kategorie
1 2 3
(kg) (kg) (kg)
hovézi 45 15 7
veprove - 1-2; (3,5)* 2-3

*1-2 kg: v pripad¢, ze se tenka stieva dale vyuzivaji na vyrobu masnych produktd,
3,5 kg: v pripad¢, ze se tenkd stieva dale nevyuzivaji

Dalsi moznosti tfidéni odpadii masné vyroby je jejich rozdéleni podle skupenstvi. Zde

rozliSujeme dv¢ kategorie:
I. Pevné odpady masného primyslu

V této kategorii najdeme vnitinosti jednotlivych zvirat, kosti, Slachy, kiize, rohy, kopyta,

paznehty, ocasy, noziny, cumaky, usi a jiné.
II. Kapalné odpady masného prumyslu

Zde se jednd predevsim o krev porazenych zvifat.

1.3 Asanacni astavy

Predmétem cinnosti asanacnich podnikii je sbér, svoz a neskodna likvidace odpadi

zivoc¢iSného ptivodu, vyroba masokostnich moucek a kafilernich tuki [1].

Jiz zpracovatel mé za povinnost veSkery odpad peclivé tfidit, evidovat jeho mnozstvi a
sbirat jej do oznalenych plastovych kontejnert. Ty se nasledné pievazi do asanacnich
ustavl, kde dochazi k opétovné kontrole hmotnosti, peclivému zaevidovani a dal§imu
zpracovani. Nad ptebirkou a kontrolou vstupni suroviny dozoruje technicky dozor podniku,

veterinarni 1ékat podniku a statni veterinarni dozor [1].

Kazdy asanacni podnik zajist'uje asanaci odpadi zivocisného plivodu v ur€eném regionu.
Na regionalni urovni se provadi tzv. velky svoz a terénni asanace. Technicky je velky svoz
zajistovan prostfednictvim ramenovych nakladact a vlekii. Pfeprava mensi suroviny je pak
zajiStovana prostfednictvim specidlnich kafilernich vozidel s tésnou kovovou karosérii,

aby nedochdzelo k unikiim tekuté ¢asti pii piepravé a tudiz ke Skodlivému ptlisobeni na



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

zivotni prostiedi. Svoz specifikovaného rizikového materidlu (SRM) je provadén zasadné

oddélené. S tély uhynulych zvitat, z nichz bude odebiran SRM, je nakladano téz oddélené
[1].

V Ceské republice v soucasné dobé provadi veterindrni asanacni ¢innost 9 spolecnosti.

Jedna se o tyto subjekty:
e VAPO, spol. s.r.o. - Podbotany
e SAP Mimoni spol. s r.0. — Mimon
e VETAS Ceské Budgjovice s.r.o.
e ASAVET as. - Bitkov
e ASAPsro.- Véz
e REC,spol sr.0.- Mankovice
e MAT, spol. s r.o. - Otrokovice
e AGRIS spol. sr.0. — Medlov
e ASANACE spol. sr.0. - Ném¢i¢ky u Zidlochovic

Pti zpracovani konfiskatti v kazdém asana¢nim podniku jsou pouzivany stroje a zarucene,
statem kontrolované vyrobni postupy. Asanacni podnik provede jejich sterilizaci a
zpracovani na neSkodné produkty obsahujici cenné ptirodni zdroje proteinti, mineralti a

energie, které mohou nalézt dalsi vyuziti v jinych odvétvich [1].

Zpracovani je pevné dano podle jiz zminénych zakoni a vyhlasek a dovezend surovina
musi projit nasledujicim procesem: Nejdiive se musi odpady peclivé rozdrtit na castice
mens$i nez 50 mm a nasledné se sterilizuji v destruktorech pfi minimalni teploté 133 °C a
tlaku 300 kPa po dobu minimalné 20 minut. Udaje o sterilizaci jsou povinné registrovany a
archivovany pro ucely kontroly po dobu 2 let. Timto procesem vznika tzv. masokostni
kaSe. Poté dochazi k odparovani vody z masokostni kase v diskovych susarnach na obsah
vody cca 4 % a k oddé€leni tuku pomoci lisovani nebo extrakce. Diky témto procesim
ziskavame dva produkty: masokostni moucku a kafilerni tuk, ktery se ¢isti na dekantérech a
je dale odveden do skladu tukti. Masokostni moucka je dopravovéana do chladice a nasledné

na prosévacku, ze které je ¢ast o pozadované zrnitosti transportovana do skladovych sil.
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Vyuziti masokostni moucky a kafilerniho tuku bude zminéno v pozdéjsich kapitolach

I pfesto, ze je v procesu aplikovana tepeln¢ - tlakova sterilizace, kterd znic¢i beze zbytku
veskeré znamé piivodce onemocnéni lidi 1 zvifat, provadi se denni odbér vzorkl vyrobki

pro kontrolu v nezavislé statni veterinarni laboratofi [1].

1.4 Odpadni vody

1.4.1 Odpadni vody z asanaénich ustavi

Pti upravé konfiskatt vznikaji i odpadni vody, které mizeme rozdélit na odpadni vody
technologické, oplachové a splaskové. Tyto odpadni vody jsou v prvni fazi predCistény
pomoci lapacii tuki a homogenizovany v homogenizacni nadrzi. Lapac tuku je tvofen
velkou nadrzi se zafizenim na prosyceni odpadni vody vzduchem, ktery vynasi tuk na
hladinu. Tento tuk je nasledné shrabovan do zasobni jimky. Poté jsou vody cerpany
k flotaci (pii pfiliS velkém znecisténi) nebo k biologickému c¢isténi. Nasledné dochazi
k procesiim, které vedou k odstraniovani dusiku pomoci systému nitrifikaci a denitrifikaci.
Timto zplsobem vznikd tzv. aktivovany kal, ktery se pak od vycisténé odpadni vody
separuje v dosazovacich nadrzich. Vyc¢isténa odpadni voda se pak miize vypoustét do tzv.

biologického rybniku [1].

1.4.2 Odpadni vody od zpracovateli masa

Odpadni vody nevznikaji jen v jiz zminénych asanacnich centrech, ale uz i pfi samotném
procesu zpracovavani masa. Tyto vody obsahuji velké mnozstvi dusiku, fosforu, tukd,
proteinit a riznych mikroorganismi. Nehledé¢ na tyto skuteCnosti, odpadni voda se
vyznacuje silnym zapachem, mé ¢ervenou az hnédou barvu a ptipadné péni nebo zahniva.

[7-9].

Pti vzristajici spotieb& masa dochdzi samoziejmée i k nartistu mnozstvi odpadni vody, tudiz
bylo nutné vymyslet vhodné feSeni, jak nakladat s tak velkym mnozstvim odpadni vody.
Jednou z moznosti je klasické vypousténi vody do kanalizace nebo do povrchovych vod.
Zde je nutno podotknout, Ze jiz z divodu vySe zminénych kontaminaci je dilezit¢ vodu

upravovat [9]. Mnozstvi odpadni vody vypousténé do kanalizace je vzdy upravené
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dohodou mezi zpracovateli masa a jednotlivymi organy statni spravy. Ptipustné hodnoty
znecisténi pro odpadni vody vypousténych do povrchovych vod ndm shrnuje Tab. 2.
Dohoda mezi zpracovateli a organy statni zpravy je ovlivnéna nejen velikosti pfidruzené
gisticky odpadnich vod (COV) a velikosti zpracovatele, ale i schopnosti COV zvladnout

upravu dohodnutého mnozstvi odpadni vody [10].

Tab. 2: Pripustné hodnoty znecisténi pro odpadni vody z vyroby masa a masnych vyrobkii

vypoustené do povrchovych vod [10]

Ukazatel Pripustné hodnoty

[mg/1]

CHSK¢, 200
BSK 50
NL 80
N-NH," 20
N-NH," (2) 36
Nanorg. 3 0
Nanorg. (Z) 5 O
Pcelk 1 0

CHSK(c, - chemicka spotteba kysliku dichromanovou metodou

BSKj5 - biochemické spotieba kysliku pétidenni s potlacenim nitrifikace
NL — nerozpusténé latky

N-NH," - amoniakalni dusik

Peik. — celkovy fosfor

Z. — hodnota plati pro obdobi, ve kterém je teplota odpadni vody na odtoku
z biologického stupné niz§i nez 12 °C; teplota odpadni vody se pro tento ucel
povazuje za niz$i nez 12 °C, pokud z 5 méfeni provedenych v pribéhu dne byly

alespoii ve 2 mé&fenich zjistény teploty niz$i nez 12 °C.
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2 VYUZITi ODPADU MASNEHO PRUMYSLU

Odpady masného priimyslu maji velky potencial vyuziti, a to jak z divodu jeho mnozstvi,
tak 1 z diivodu vlastnosti tohoto materialu. Vyuziti masnych odpadu jde samoziejmé ruku
vruce s postupnym vyvojem a technologii. Pfes 49 % téchto odpadli se momentalné
vyuziva v energetice, 21 % na vyrobu krmiva pro domaci mazlicky, 17 % vyuziva ropny
pramysl, 5 % se pouziva pro vykrm ostatnich hospodaiskych zvitat, 3 % odpadul se da jesté
vyuzit k vyrobé pokrmi pro €lovéka, 2 % slouzi k vyrobé hnojiv a ze zbytku se vyrabi

ostatni véci bézného uzivani [5].

2.1 Vyuziti pevnych odpadi masné vyroby

2.1.1 Energetika

Do konce minulého stoleti se jako hlavni zdroj energie pro dopravni prostfedky pouzivala
paliva derivovana z ropy. Lidé si vSak uvédomili skutecnost, ze fosilni paliva budou ¢asem
vycerpana, a tudiz je potfeba najit n¢jaky jiny zdroj energie a také to, ze novy zdroj energie
by mél zaroven snizit produkci tzv. sklenikovych plynd. Naptiklad snahou EU je snizeni
emisnich sklenikovych plynt do roku 2020 az o 20 % a piedpoklada se, Ze v tomtézZ roce
by mély desetinu veskerého paliva do automobill tvofit biopfiméesy. Dnes se podil biopaliv

pohybuje v jednotkach procent. V Cesku ¢ini podil bioslozky v nafté cca 2 % [14-17].

Biopaliva se vyrdb&ji z nejriznéjSich plodin (obili, cukrovd titina a dal$i). Neméné
dalezitou slozkou pro vyrobu biopaliv je i skupina tuhych a kapalnych zemédélskych
odpadi, vcetné odpadii z masného primyslu. Z této kategorie se pak vyrabi tzv. bionafta.
Konkrétnim vhodnym odpadnim produktem masného primyslu, ktery je vhodny k vyrobé
bionafty, je zivociSny tuk [15, 18]. Tento tuk se ziskdva bud’ z jatek, nebo se miize
alternativné pouzit i olej z ryb. Podle Svétové organizace pro vyzivu a zemedélstvi (FAO)
bylo v roce 2006 vyloveno pies 142 miliénd tun ryb, z toho 50-75 % je urceno pro lidskou
spotfebu a zbylych 25-50 % je odpad tvofeny z ¢asti ryb nevhodnych ke konzumaci a
z rybich tukt [18, 19].

Je nutné podotknout, Ze na vyvoji biopaliv v kategorii dopravniho primyslu pracuje cela

fada védct ze vsech koutl svéta a nazor na jejich vyrobu a vyuziti neni zcela jednoznacny.
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Jedna skupina tvrdi, Ze biopaliva mohou nahradit doposud pouzivany benzin ¢i naftu,
druha skupina oponuje jednak kvalitou takového paliva a také faktem, Ze jejich vyroba
v tak velké mife mlze zpusobit spoustu dalSich enviromentalnich problémii. Velmi sporné
je naptiklad deklarované snizovani emisi CO,. Organizace pro hospodaiskou spolupraci a
rozvoj (OECD) spocitala, ze 1 kdyby podil biopaliv v benzinu a nafté vystoupal v roce 2050

celosvétoveé na 13 %, snizily by se emise CO, jen o pouhé 3 % [14].

Odpady masného primyslu, konkrétn¢ odpady kategorie 1, maji v ramci energetiky 1 dalsi
mozné vyuziti. Vzhledem k nafizeni EU o likvidaci téchto materidlti se zacaly cilené
vyuzivat jako zdroj paliva pro vyrobu cementti. Vyhodou je fakt, ze vyroba probiha pii
teploté kolem 1450 °C a pfi dostate¢ném mnozstvi kysliku, tudiz dochazi ke znigeni vSech
nezadoucich patogenii. Dale tyto odpady maji znaéné vysokou vyhievnost, ktera se
pohybuje v rozmezi 13-30 MJ/kg. Jako zdroj alternativniho paliva se tak odpady masného
pramyslu vyuzivaji v ¢im dal vétsi mife. Naptiklad ve Francii se pfi vyrobé cementu
v roce 2000 vyuzilo vice nez 205 000 tun odpadi, v roce 2001 to bylo 260 000 tun, v roce
2002 to bylo 350 000 tun a v roce 2003 to bylo vice nez 400 000 tun tohoto odpadu [20].

2.1.2 Zemédélstvi

2.1.2.1 Rostlinnd vyroba

K dobrému rastu rostlin je tieba zajistit nejen svétlo, teplo, dostate¢nou zalivku a vhodné
stanovisté, ale také spravny pomér zivin. Obecné hnojiva délime do dvou kategorii -
hnojiva anorganicka a hnojiva organicka. Hlavni vyhodou anorganickych hnojiv je, Ze jsou
levnéjsi a v pfipadé potfeby nutného ,,zdsahu* plsobi rychleji neZz hnojiva organicka.
Organickd hnojiva ovSem celkové zlepsSuji kvalitu plidy, plsobi na oziveni pudnich
mikroorganismii a podporuji jeji absorpéni schopnosti i riist rostlin. Ziviny se z nich
uvoliiuji postupné a rostliny si tak mohou samy ,,vybrat®, co pravé potiebuji. Dalsi
vyhodou je fakt, ze nespotifebované ziviny ziistavaji vazané v pudé [21, 22].

Za organickd hnojiva povazujeme nejen vykaly hospodatskych ¢i jinych zvirat, ale
1 n¢které ¢asti tél zivocichd, které jsou jiz dale nezpracovatelné pro produkty lidské vyzivy.

MizZeme hovofit o rohové, krevni, kostni a masokostni moucce.
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Rohova moucka se vyrabi z rohtl a kopyt, které se melou na drobny prasek. Cim vice
rozemlety material, tim se v pudeé 1épe rozklada a rychleji uvoliiuje potiebné Ziviny.
Rohovéa hnojiva obsahuji vedle dusiku piedevsim fosfor a vapnik.

oy e

prvnimi vyuzili francouzsti vinafi. Rozsifeni hnojeni mouckou z rozdrcenych kosti zvitat
se da datovat k roku 1825, kdy ve Skotsku vznikly prvni specidlni mlyny. Koncem 19.
stoleti doslo k upadku vyuzivani kostnich moucek jako hnojiv a to z diivodu vyroby tzv.
superfosfatu. Diky novym trendiim ve vyzivé a touze spotiebitelti kupovat biovyrobky jsou
ovSem kostni moucky jako hnojiva dnes opé€t na vzestupu. Registrace moucek za ucelem
jejich zavadéni do obéhu jako hnojiv se provadi podle zdkona €. 156 / 1998 sb., o

hnojivech, ve znéni pozdé¢jSich piedpisi. Do roku 2007 bylo timto zpisobem

zaregistrovano pouze 5 moucek [25].

Dal$im moznym vyuzitim odpadii masného primyslu k hnojeni je proces kompostovani.
Jedna se o aerobni proces (tzn. je potfeba pfitomnost kysliku), ptfi kterém je pomoci
organismlii pfeménéna organickd hmota na stabilnéjsi formu. Kompostovani by mélo
probihat pfi minimalni teploté 70 °C, po dobu 60 minut. Pfi této teploté by mélo dojit ke
zniceni vSech patogent, které by mohly zptisobit jakékoli onemocnéni [6]. Kompostovat
1ze jak zivocisné moucky, tak i1 ptimo jednotlivé zbytky zivociSnych tél spadajicich do 3.
kategorie materiali zivoc¢isSného ptvodu [6, 13]. Nejjednodussi a nejrychlejsi zpisob
kompostovani je odvoz wvnitinosti (jde pievazné o zaludky a ptredzaludky hovéziho

dobytka) na pole a jejich nasledné zaoravani piimo do pudy [36].

2.1.2.2 Zivodisnd vyroba

Celd vyroba krmiv je postavena na dodavkach odpadli z masného pramyslu, jakozto
vyborného, levného a hlavné na mnozstvi dostacujiciho zdroje. Krmiva se vyrabéji pod
pfisnym veterinarnim dohledem a vyrobci krmiv mohou pouzivat jen suroviny zivo€isného
puvodu, které pochdzi z tél zvitat pouzitelnych k lidské spottebe, avSak nejsou vhodna pro

clovéka. Jedna se o usi, kosti, $lachy, kiize, plice, jatra a dalsi [26].

Domaci zvitata (pfevazné kocky a psi) tvoti nedilnou soucast naseho bézného zivota. Podle

idaji Unie vyrobet krmiv dosahovala v Ceskoslovensku roéni produkce krmiv do roku



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

1989 maximalné 200 tun. Oproti tomu vyroba krmiv pro domaci zvifata v samotné CR
v roce 2008 dosahla objemu 150 000 tun. Podle nejriiznéjsich studii bude trend vyroby

neustale stoupat, a to pfiblizn€ o 5 % ro¢né [26].

Spravné krmivo pro psy a kocky by mélo byt slozeno z bilkovin, které jsou dulezité pro
rust a obnovu télesnych tkani. Dale musi obsahovat tuky, a to nejen jako zdroj energie, ale
také jako funk¢ni dochucovadlo. Sacharidy, vitaminy a mineraly jsou také nedilnou

soucasti stravy psii a kocek [26].

Krmiva mazeme rozdélit do tii zakladnich skupin [26, 28]:

1. Krmiva sucha neboli granulovana
Tato skupina krmiv je v dnesni dobé hlavni segmentem vyroby krmiv pro domaci zvirata.
Sucha krmiva se vyznac€uji nejmensim podilem vody, a to obvykle méné nez 11 %. Vyrabi
se nejcastéji extruzi. Tento proces vyroby je hodné podobny vyrobé snidanovych cerealii.
Vsechny slozky daného krmiva se nadroli, smichaji, vlozi do extrudéru a pii teplote
100-200 °C a tlaku 3,445-3,749 MPa extruduji. Tlak a vysoké teploty zajistuji sterilizaci
krmiva. Nasledn¢ se extrudovana smés odvadi na upinaci desky, kde se pomoci nozl

nasekd na finalni tvar krmiva, které se pak vysusuje na pozadovanou vlhkost.

2. Polovlhka krmiva
Tato krmiva obsahuji 25-35 % vody. Vyroba je podobnd vyrobé suchych krmiv s tim
rozdilem, ze se do smési piidavaji stabilizatory vlhkosti. Diky zvySené vlhkosti jsou tato

krmiva nachylnéjsi ke zkéze, kterd mtize byt zplisobena riiznymi plisnémi.

3. VIlhka krmiva
Do této skupiny mizeme zatadit rizné konzervy, tasticky a jiné pamlsky pro nase domaci
mazlicky. Obvykle obsahuji 60-87 % vody a k tomu, aby byla dosaZena jejich spravna

konzistence, je tfeba riznych ptidavki, jako jsou napfi. Skrob nebo gelotvorné latky.

Z gelotvornych latek se Casto pouzivéd suSena zvifeci plazma, ktera ma za ukol udrzovat
vzajemné vazby mezi jednotlivymi slozkami vyrobené potravy. Je to zejména kvuli
zvySenému obsahu vody a zaroven velkému obsahu tukli. Vyrabi se z krve sesbirané¢ na
jatkach. Po hygienické a veterinarni kontrole se ke krvi ptidavaji antikoaguanty a nasledné

se cely systém zamrazi az do zpracovani v centrifuze. Tam se odd¢€luji krvinky a plazma,
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ktera se nasledné¢ susi na velmi jemny prasek, kde velikost Castic nepiesahuje vice nez 0,4

mm [27].

Vyroba konzerv s krmivem je podobna vyrobé masovych konzerv pro ¢lovéka. Piipravi se
smés, kterd se vafi a nasledné plni do plechovek, které¢ se pak sterilizuji pfi teploté
121 °C po dobu minimalné 3 minut. Pokud bychom chtéli porovnat mnozstvi masa
v jednotlivych krmivech, tak prave tato skupina ze tfi jmenovanych by méla obsahovat jeho

nejvetsi podil [27].

Odpady z masokombinati se také mohou zpracovavat na nejriznéj$i pamlsky pro psy a

kocky. Jako ptiklad mizeme uvést riizné zvykaci kosti nebo kize a jiné ,,dobroty* [27, 31].

Jako krmivo pro ostatni hospodaifska zvifata muze slouzit pefi nebo odpady z
masokombinatl jakozto velmi bohaty zdroj bilkovin. Takovy odpad se opracuje a vznikla
hmota se smichd s okopaninami ¢i jinymi rostlinnymi koncentraty. Tento typ krmiv pak

piiznivé ovliviluje rast a vyvin zvifete [31].

2.1.3 Potravinarstvi

Odpady masného primyslu jsou z ¢asti zpracovatelné i pro dals$i konzumaci. Jedna se
predevSim o stieva jateCnich zvitat, kterd se pouZzivaji jako obal nékterych masnych
vyrobkii. Vyhodou pfirodnich stiev je fakt, Ze jsou lehce stravitelnd, udéavaji vyrobku
finalni tvar, chrani vyrobek pted okolnim prostfedim a prodluzuji trvanlivost vyrobku. Za
nevyhodu mizeme povazovat skutecnost, Ze maji riznou délku a primér, coz ponékud
zhorSuje automatizaci vyroby. Pied pouzitim je nutno tato stfeva dikladné vycistit,
odtucnit, proprat a samoziejmé musi projit veterinarni kontrolou. Dale se odiezky hovézich
nebo veprovych kiizi mohou zpracovavat na zelatinu, ktera se pridava do salamt, tlacenek
a jinych masnych produkti [31, 36].

Kosti se také casto vyuZzivaji pro vyrobu polévkovych bujoni nebo pro vyrobu

potravinaiské Zelatiny. Pro vyrobu jedlé Zelatiny se mohou pouzit také Slachy a chrupavky

[36].
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V potravinaistvi se vyuziva i tuk jateCnich zvifat, ktery se pak mize pouZzivat jako sadlo na
smazeni ¢i k vyrobé skvarek. Také se vyuziva veprova klize, kterd se pridava ke smési na

vyrobu tlac¢enek a jinych masnych produkta [36].

2.1.4 Lékarstvi a farmaceuticky primysl

Odpady masného primyslu se ve velké mife vyuzivaji i v lékaistvi a farmaceutickém
pramyslu. V téchto odvétvich se nachazeji vyuziti zejména vnitini orgadny porazenych
zivocichil. Jejich uziti musi jit samoziejme ruku v ruce s kvalitou a Cistotou pouzitych
zivocisnych casti tél. Naptiklad kréni tepny hovéziho dobytka o délce nad 55 cm a Sifce 9 -

11 mm se uzivaji jako tepenné implantaty [30].

Za vyznamny zdroj cholesterolu, ktery je dilezity pro syntézu vitamini D a steroidnich
hormoni v lidském té€le, se povazuji mozky vSech jateCnich zvitat (cholesterol tvoii zhruba
15 % suché vahy mozku). Dal§im moznym zdrojem cholesterolu mize byt tuk izolovany

z peti kutat nebo z ov¢i viny [30].

V chirurgii se vyuzivaji veptfové srdecni chlopné jako implantaty do lidskych srdci. Tyto
implantaty se uzivaji ptfednostné oproti chlopnim umélym. Je to z toho divodu, ze umélé
chlopné vyzaduji velkou déavku antikoaguantl, aby nedochdzelo ke vzniku krevnich
srazenin, coz u zivocisnych neni potieba v tak velké mife Dalsim divodem je skutecnost,
ze u pacienta mize dojit ke komplikacim v diisledku implantovani chlopné. V piipad¢, ze
potiZze nastanou v pifitomnosti zvifeci chlopné, pacient citi doptedu varovné signaly, diky
kterym pak muze dojit k rychlé reoperaci. Pokud pacient vlastni chlopeii umélou, nemusi

piipadné komplikace vlibec pocit'ovat [30].

Dal$im moznym vyuzitim zvifecich vnitinosti je izolace heparinu. Ten se izoluje z tenkého
stteva, z plic a jater. Heparin se uziva nejen v Iékafstvi, ale 1 v potravinarském pramyslu,

kde se uziva napf. ke sterilizaci mléka pii vyrob¢ syrt [30].
Jako zdroj hormont (progesteronu a estrogenu) se vyuzivaji vepfova ovaria.

Z veprovych zaludku se izoluji proteiny a enzymy, ze kterych se pak vyrabéji ptipravky pro

usnadnéni traveni ¢i podplrné ptipravky pro snizeni kyselosti zalude¢nich st'av [30].
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2.1.5 Ostatni vyuziti

Po porazce se zpracovava kize jednotlivych zvifat (nejcastéji kiize hovezi a vepiové, méné
Casto teleci, kozi a ov¢i) a zvifeci srst v kozeSnickém a kozed€éIném primyslu. Pii vyrobé
usni se odstranuji z kiize vSechny ttvary pokozky, naopak pti vyrobé kozesin se pokozka
zachovava 1 s chlupy. Ze srsti se pouzivaji naptiklad kozi a zajeci srst na vyrobu plsti.
Zajeci srst se dale vyuziva i v kloboucnictvi. OvEi vina je velmi dobrou a vyhleddvanou
surovinou v kozeluzském pramyslu. V kartaCnictvi se pouzivaji vepiové Stétiny nebo
koniské hiivy. Na vyrobu malifskych §tétct se pak pouzivaji chlupy z usnich boltct krav.
K vyrobé umeéleckych a fezbarskych predmétii se pouziva rohovina z hovézich rohti nebo
konskych kopyt nebo nejriznéjsi kosti. Rozemletim rohoviny mtizeme také ziskat moucku,
ktera se pouziva jako hnojivo. Peii z driibeze se pouziva na vyrobu pokryvek, spacich pytla
nebo teplého obleceni. Rlizné barevna pera, naptiklad pera bazantii, jsou pouzivana na
vyrobu dekorativnich piredméti. Pera dribeze maji své opodstatnéni i ve vyrobé
sportovnich potieb - naptiklad na vyrobu ko$ikii na badminton, na vyrobu kiidel hracich
Sipek nebo na vyrobu umélych nadvnad pro rybaieni. Na tyto vyroby se pera piebiraji pouze
rucné. Z kosti se dale mohou vyrabét knofliky ¢i hifebeny. Hovézi lopatky, panve a celisti
mohou slouzit k vyrobé fotozelatiny. Keratin izolovany zrohti zvifat se pfidava do
ptipravkll na péci o vlasy. Déle se mohou vyuzivat i skotdpky vajec, jejichz vaha je
ptiblizn¢ 11 % celkové vahy dritbeZiho vejce. Skotapky obsahuji zhruba 94 % uhlicitanu
vapenatého, 1 % uhli¢itanu hotecnatého, 1 % fosforeCnanu véapenatého a zbytek je
organickd hmota. Skotfapky se extruduji se sojovou mouckou a tato smés se pouziva jako

dalsi krmivo pro dobytek. [30-36, 47].

2.2 Vyuziti kapalnych odpadi masné vyroby

2.2.1 Vyuziti odpadnich vod

V oblastech, kde je suché podnebi a malo srazek, se vyuzivd moznosti pouziti odpadnich
vod z masného primyslu jako vody k zavlazovani. Samoziejmosti je fakt, Ze tato voda se
musi upravit, a to z divodu mozné kontaminace pudy pfilis§ velkymi obsahy dusiku, fosforu
a ostatnich latek - pfevdzné kationtd. Napiiklad sodikového kationtu, ktery se v pudé
shromazd’'uje a nésledné snizuje jeji propustnost, a tudiz snizuje schopnost ptdy dale

pfijimat odpadni vodu a nakladat s ni béZznym zptsobem [11, 12].
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Pti Upravach odpadni vody vznikd jiz zminény kal, ktery je bohaty na organické latky
a muze se pomoci biologickych nebo chemickych procesii upravit na material, ktery se pak
piidava do suchého krmiva pro krmeni zvitfat. Faktem vSak je, Ze uprava odpadni vody

musi byt pfizpisobena tomu, ze se z kalu bude vyrabét krmivo [9].

2.2.2 Vyuziti krve

Krev jateénich zvifat ma Sirokou Skalu vyuziti. Vyuziva se hlavné v potravinaiském
pramyslu, kde se pouziva jako stabilizator (napi.pii vyrob¢ syrit), emulgator (pfi vyrobe

masla) a v neposledni fad¢ jako barvivo pti vyrobé masnych produkta.

Pii vyrobé krmiv pro hospodaiska zvifata je vyuzivana také krevni moucka, ktera se
vyuziva jako zdroj dilezitych aminokyselin, prevdzné lysinu. Vyroba krevni moucky

spoc¢iva ve vareni krve, odstranéni piebytku vody a nasledném vysouSeni.

Zviteci krev dale naléza uplatnéni pii vyrobé pieklizek, obkladovych materidll, plastd,
lepidel aj. Také se mulze objevit v pfipravcich proti hmyzu, houbdm a plisnim, déle
v pénovych hasicich ptistrojich a v poréznich betonech. Ve velké mite se také pouziva jako
stabilizator biologického materialu a 1é¢iv a v hematologickych laboratofich, kde se

vyuziva napiiklad jako standardni roztok pro kalibraci pfistroju [30].

Krevni moucka je téz skvélym dusikatym hnojivem (zvifeci krev obsahuje kolem 13,8 %
dusiku). Naptiklad na Novém Z¢landu, kde se rocné zpracovava k lidské spotiebé pies
48 miliont kust zvitat, se provad€ly experimenty s vyuzitim odpadni krve, kosti a
vnitinosti zvifat k vyrobé hnojiv. Tato hnojiva se nejdiive zkouSela pouzit ke hnojeni
pastvin, jejichZ rostliny maji mélky kotenovy systém [23,13]. Moznou nevyhodou vyuziti
krevni moucky se ovSem ukazal fakt, ze takto pohnojena piida pak pfitahuje riznou havét a

krysy [30].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

3 HOVEZI SLACHY

3.1 Slozeni

Vazivové tkané€ Slach jsou slozeny ze tii zakladnich slozek. Jedna se o bunky, které tvoii
tkan¢ a reprezentuji vlastni zivou hmotu vaziva. Druhou slozkou jsou vlakna, ktera jsou
tvofena fibrilarnimi bilkovinami (kolagen, elastin, retikulin), a posledni slozkou je
mezibunééna zakladni hmota, kterd je slozena z dalSich bilkovinnych slozek, vody a

elektrolytt, ve kterych jsou zakotvena vldkna [47].

3.2 Kolagen

Kolagen miizeme povazovat za nejrozsifencj$i bilkovinu zivocisné fiSe. Jednad se
o zékladni strukturni materidl vSech obratlovcl, u savcu tvoii 20-30 % vSech proteind.
Vyskytuje se v kazi kostech, Slachach, rohovkach, dentinu, dasnich, nékterych cévach,
organech a jinych ¢astech tél zivocicht. V lidském organizmu hraje kolagen velkou roli,
konkrétné ovliviluje pruznost pokozky, pevnost a pruznost vlasii a nehtl, stav nasich
chrupavek a pruznost Slach i cévnich stén. Je nezbytny zejména v détstvi a dospivani pro
tvorbu kosti, protoze vytvaii sit’ pro uklddani vapniku. V dospélosti chrani klouby pied
artrozou [36, 42, 43].

RozliSujeme piiblizn¢ 27 typt kolageni a v kazdé casti zivoCiSného téla existuje
jiny typ kolagenu, pfesné tak, jak naznacuje Tab. 3. Nejrozsifenéj$im typem kolagenu je
typ L, ktery ptedstavuje az 90 % celkového mnozstvi kolagenu v organizmech. Kolagen
typu I byl izolovan z nejriznéjSich ¢asti tél zivocichl - jako ptiklad miizeme uvést ptaci
nozky, hovézi, vepfova, zabi ¢i zraloC¢i ktize, koniské Slachy, rybi Supiny nebo moiské

jezovky [42-44].
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Tab. 3: Rozdéleni typii kolagenu dle vyskytu[43]

Typ kolagenu Vyskyt
| ktize, Slachy, kosti, rohovky, dentin, cévy
11 hyalinni chrupavky, sklivec oka
I cévy, kiize, déloha, srde¢ni chlopen
v bazélni membrany
Vv rohovka, kosti, cévy, hyalinni chrupavky
VI kuze, srde¢ni sval
VII kaze, plice, chrupavky

3.2.1 Chemické slozeni a struktura

Kolagen, jako kazda jina bilkovina, je tvofen asi z 20 zakladnich aminokyselin, z nichzZ se
nejvice vyskytuje glycin (26-28 %), prolin (nad 15 %), hydroxyprolin (13-14 %)
a hydroxylysin; ostatni jiz méné Casto. Jednotlivé aminokyseliny se skladaji do fetézct
(tzv. a ftetézce), které obsahuji vice nez 1000 aminokyselin. Ty pak tvoii trojitou
pravotocCivou spirdlu, ktera je zobrazena na Obr. 1 a je oznaCovana jako tropokolagen, tedy
jako zakladni stavebni jednotka. Molekula tropokolagenu je dlouhd asi 290 nm a ma
v prumeéru piiblizn€ 1,4 nm. V této molekule drzi vSechny tfi fetézce pomoci vodikovych

vazeb [43, 45, 46].

i, SESLe, SCRLe, SO La, SOELe, SEE e, NOE S
290 nm

wu $'T

Obr. 1: Model molekuly kolagenu [45]
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Jakmile jsou vytvofeny molekuly tropokolagenu, dochazi kjejich podélnému a
bilateralnimu uspotfadani a vytvari se tak mikrofibrily a nasledné fibrily. Fibrily pak mohou
mit v priméru od 10 do 500 nm, v zavislosti na typu a vyuziti daného vldkna. Kolagen
ptitomny ve Slachach, kazi a kostech vytvari pomérné tlusté fibrily, které se dale spojuji do
objemnych vléknitych svazkli. Naproti tomu kolagen chrupavky vytvari jemné sité

z tenkych fibril [45, 46].

3.2.2 Vlastnosti kolagent

Mnoho studii naznacuje, ze fyzikalni a chemické vlastnosti kolagend jsou zavislé jak na
jejich typu, tak 1 na skuteCnosti, zjakého druhu zvifete kolagen pochazi [44]. Obecné
mizeme kolagen charakterizovat jako ve vodé nerozpustny skleroprotein. Jeho nejvétsi
charakteristikou je pevnost, kterda vychdzi ze struktury tropokolagenu (trojfetézcova
Sroubovice).

Z chemického hlediska je kolagen amfoterni polyelektrolyt, tudiz je schopen soucasné
odstépovat i pfijimat proton. To znamend, Ze ma povahu jak slabé kyseliny, tak i slabé¢ baze
a jeho iontové reakce probihaji v zavislosti na pH. Naboj kolagenu se méni se zmeénou pH.
V kyselé oblasti ma naboj kladny, v alkalické oblasti naopak zaporny naboj. Izoelektricky

bod nativniho kolagenu je pti pH 7 [47].

Kolagenni vlakno je také schopno v pfitomnosti vody bobtnat, kdy dochazi ke zméndm

objemu, délky vldkna a pruznosti. Bobtnani kolagenti je opét zavislé na pH [47].

Pti pfitomnosti denaturac¢nich cinidel jako jsou kyseliny, zdsady, tenzidy, organicka
rozpoustédla ¢i jina specifickd denaturac¢ni Cinidla (mocovina, aj.) muze dochédzet k
denaturaci kolagenu. Denaturace muze byt jak vratnd, tak i nevratnd a miZeme ji

vypozorovat zménou fady veli€in, jako je napft. viskozita, opticka rotace a jiné [47].

3.2.3 Pouziti kolageni

Vyuziti kolagenii vzhledem k jejich mnozstvi a druhim je znac¢né Siroké. Nejvetsi ¢ast se
vyuziva v potravinafstvi, 1ékafstvi a pfi vyrobé nejriznéjsich kosmetickych ¢i technickych
vyrobkl. Je vSak dilezité mit na paméti, Ze pro kazdou aplikaci musi kolagen spliovat

pozadavky na Cistotu a nezdvadnost.
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3.2.3.1 Potravinaistvi

V potravinaiském primyslu mé kolagen velké vyuziti. Jako piiklad mizeme uvést jedlé
obaly a filmy na potraviny, prevazné¢ masné produkty, které chrani potravinu pied okolim,
zadrzuji masové Stavy, omezuji vznik nezadoucich mikroorganisml, omezuji ztraty
aromatickych latek a v neposledni fadé zvysuji nutri¢ni hodnotu a zlepsuji celkovy vzhled
vyrobku. Také se mize ptidavat do masnych vyrobkt jako pojidlo a stabilizator tvaru nebo
také jako nosi¢ vonnych extrakt, pfipadn¢ se pfidava jako modifikator struktury
pekarenskych  vyrobkii. DalSim moznym zpasobem vyuziti je vyroba jedlych
identifikacnich $titkli na potraviny a jedlé Zelatiny, ze které se produkuji pievazné
cukraiské vyrobky - napiiklad zelé na dorty a zdkusky, gumovi medvidci nebo pénové
bonbony (komeréné pojmenované jako Marshmallows), mlééné a pekarenské vyrobky.
Také se pouziva k Cifeni piva nebo vina. V ovocnaistvi se kolagen muize vyuzivat na
zlepseni vzhledu plodi, nejcastéji citrusovych, ptipadné se pouziva jako povlak na zrajici

ovoce tak, aby zpomalil jeho zrani [31, 51].

3.2.3.2 Lékarstvi a farmaceuticky primysl

V lékatstvi ma kolagen velmi vyznamné postaveni, které je zplisobeno jeho vlaknitou
strukturou, vysokou pevnosti v tahu, kontrolovatelnému sitovani a moznosti jeho rozkladu
pomoci enzymu lidského téla. Nejcastéji se vyuziva jako ochranny Stit a nosi¢ 1é¢iv ve
formé¢ 0,01-0,5 mm Sirokého filmu v o¢nim I€katstvi. Vzhledem k podobnosti molekuly
kolagenu lidského a veprového oka. Kolagen pro tento medicinsky obor se vyrabi

z veprovych bélm [42].

Dale se vyuzivaji kolagenové podusky / houby na popaleniny ¢i oteviené rany. Dokazi
lehce pfilnout k ran€, jsou schopny absorbovat vyloucené latky z rany a chranit tkan pred
moznou bakteridlni infekci. Vyrdbi se i tzv. praskovy kolagen, ktery je k dispozici

nejcastéji ve formée spreje a pouziva se jako postiik pfi bandazovani ran [31, 42].

Jinym moznym vyuzitim kolagenu v mediciné je kolagen jako doplnék stravy ve formé
praska nebo tablet ¢i kolagenova, lidskym télem resorbovatelna vlakna, ktera slouzi jako
chirurgické nité. Soucast ndhrad krevnich cév a srdecnich chlopni a hemostatikum pak
predstavuje dalsi praktické vyuziti. Kolagen se rovnéz vyuziva v plastické chirurgii a

vyrabi se z néj i nejriiznéjsi kosmetické preparaty [42].
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V neposledni fadé bychom méli zminit pouziti Zelatin (vyrobenych z kolagenu ziskaného

z hovézich nebo veprovych kizi) ve farmaceutickém primyslu [31].

Obecné je kolagen lidskym télem velmi dobfe sndsen, avSak v ojedin€lych piipadech se
muze objevit zarudnuti klize nebo otoky po plastickych operacich, ve dvou ptipadech byla

zaznamenana alergicka reakce na hovézi kolagen pti operaci o¢i [42].

3.2.3.3 Kosmeticky primysl

Jak jiz bylo zminéno, kolagen méa vybornou schopnost zadrzovat velké mnozstvi vody
(schopnost bobtnani). Dalsi vyuzitelnou vlastnosti pro kosmeticky priimysl je schopnost
kolagenu hojit rany a také schopnost brzdit proces starnuti pokozky. Vyuziva se jak

rozpusténého kolagenu z mladych zvirat, tak i hydrolyzatu kolagenu [31].

3.3 Elastin

Elastin je fazen mezi vlaknité bilkoviny. Vyskytuje se jak u vyssSich, tak i biologicky
niz§ich organismi. Je obsazen ve zluté elastické pojivové tkéani, kterd se vyskytuje
v plicich, kuzi, Slachach, ve sténach velkych cév, napt. v aorté, kde je jeho obsah v rozmezi
30-57 %. Nejveétsi mnozstvi - 78 az 80 % - elastinu je v tylnim vazu. Jednd se o protein
s elastickymi vlastnostmi, jehoz vlakna Ize nékolikanasobn¢ natdhnout. Protahuje se vratné
v Sirokych mezich a bez vétsi ztraty energie ve formée tepla. Elastinova vldkna se skladaji
ze dvou zakladnich ¢asti, a to z amorfniho elastinu a z mikrofibril, které jsou 10-12 nm
Siroké. Mnozstvi elastinovych vlaken v jednotlivych tkénich je proménlivé v zavislosti na

jejich vyuziti [31, 34, 36 -40].

Elastin m4, jako kazda jina bilkovina, své specifick¢ aminokyselinové slozeni. Je tvofen
z jedné tietiny glycinem, dal$i tfetinu tvofi alanin a valin a zhruba zbytek je prolin. Pro
elastin je typické, ze obsahuje malo hydroxyprolinu a prakticky zadny hydroxylysin.
Naopak obsahuje, jako jedina bilkovina, pticné sit'ujici bilkoviny desmosin a isodesmosin,
a to tak, jak je zobrazeno na Obr. 2. Ob¢ tyto bilkoviny byly objeveny v roce 1963 a maji

za nasledek zluté zbarveni elastinu [34, 36].

Vyuziti elastinu neni pfili§ velké. Jatecni produkty, které obsahuji velkd mnozstvi elastinu,
nejsou pro svou Spatnou stravitelnost vhodnym krmivem. Hlavni vyuziti elastinu je

v kozedélném primyslu a v primyslu kosmetickém [31, 37].
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Polypeptidy

T~ Tzodesmosin

Desgmosin

Obr. 2: Struktura molekuly elastinu [35]

3.4 Kolagenni hydrolyzat

3.4.1 Hydrolyza
Hydrolyza je nejcastéji uzivand metoda k rozkladu polymera. V praxi se uzivaji tii druhy
hydrolyz [31, 32]:
1. enzymova hydrolyza - pfi tomto procesu je tfeba dodrzovat optimalni teplotu
hydrolyzy, dobu hydrolyzy a optimalni pH (podle zvoleného druhu enzymu)
2. kysela hydrolyza - k hydrolyze se pouzivaji zfedéné kyseliny, nejcastéji kyselina
sirova, chlorovodikova nebo fosfore¢na
3. alkalicka hydrolyza - k hydrolyze se pouzivaji roztoky hydroxidid, nejcastéji

hydroxidu sodného, draselného ¢i barnatého
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3.4.2 Rozdéleni kolagennich hydrolyzati

Kolagenni hydrolyzaty miizeme rozdélit podle ptivodu materidlu, ze kter¢ho se dany

hydrolyzat ziskava [31, 32].
1. Odpady z nativniho kolagenu

Do této kategorie mizeme zatadit Slachy, vnitinosti (stfeva, atd.) a odiezky z kazi
jateCnich zvitrat. Vyroba kolagennich hydrolyzatt z této kategorie odpadi je jednodussi,
protoze vychozi materidl se nemusi pracné Cistit. Jako nejCastéjsi metoda vyroby
kolagenniho hydrolyzatu se pouzivd enzymova hydrolyza. Podminky enzymové
hydrolyzy se daji upravovat tak, aby vznikl produkt s pozadovanymi vlastnostmi (napf-.
molekulova hmotnost, obsah dusiku aj.) Pii pouziti peroxidu vodiku je mozné ziskat
bezbarvé hydrolyzaty bez zapachu. Hydrolyzaty tohoto typu nachazeji uplatnéni v

potravinaiském prumyslu.
2. Odpady z kozeluzen, obuvnické a galanterni vyroby

Vramci této skupiny se pouzivaji k vyrobé kolagenniho hydrolyzatu odpady z
kozeluzské prvovyroby (nefinény a cinény bilkovinny materidl) a z kozedélné
druhovyroby (¢inény a upraveny bilkovinny material). K myslence zpracovani téchto
odpadi vedla skutecnost, ze pii jejich sklddkovani miize dochazet k uvolnovani
chromu (III), ktery mtze byt za jistych okolnosti oxidovan na slouc¢eniny Cr(VI), které
maji karcinogenni ucinky. Odpady z kozed€Iného a kozeluzského primyslu mohou byt
zpracovavany vSemi tfemi zpusoby hydrolyz (kyseld, alkalickd ¢i enzymova). Po
alkalické¢ hydrolyze vznikd zlutohnéda tekutina sirupovité konzistence. Po kyselé
hydrolyze vznika produkt, ktery obsahuje znaéné mnozstvi oxidu chromitého, ktery se
pak slozit¢ separuje. Nejzajimavejsim typem hydrolyzy je enzymova hydrolyza, a to
z diivodu nizkych pozadavkl na spotfebovanou energii. Hydrolyzaty tohoto typu pak

nachazi uplatnéni v technickych aplikacich [38, 48].

Kolomaznik a spol. vyvinuli a patentovali technologii dvoustupfiové enzymové
hydrolyzy chromocinénych usiiovych odpadd, kdy v prvnim stupni se nechava na
materidl plsobit roztok KOH a MgO pii zvySené teploté¢ a tlaku. V tomto kroku
dochazi k rozruseni zesitované proteinové matrice, ktera je poté rozlozena v druhém
stupni. V prvnim stupni se tedy ziskdvd vysokomolekuldrni proteinova frakce (75 -

200 kDa) a filtra¢ni kola¢. Do druhého stupné zpracovéani se vyuziva jiz jen filtracni
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kola¢, na ktery pusobi proteolyticky enzym, coZ méa za nasledek oddé€leni 2 frakci.
Konkrétné se jedna o chromity kal a pozadovany kolagenni hydrolyzat, jehoz
molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 10-20 kDa v zavislosti na podminkach

hydrolyzy [31, 32, 49].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Pro praktickou cast diplomové prace byly stanoveny nasledujici cile:

1. Zpracovani hovézich Slach 3-stupniovou hydrolyzou ve vodném prosttedi a v mirné

alkalickém prostiedi za pridavku enzymu na kolagenni hydrolyzat

2. Sledovani vlivu vybranych technologickych podminek pii hydrolyze (doba,

ptidavek enzymu a teplota) na mnozstvi rozlozenych Slach

3. Sledovani vlivu prostfedi a technologickych podminek pii hydrolyze na kvalitu
ziskaného kolagenniho hydrolyzatu (obsah kolagenu, elastinu, popelovin a ¢istych

bilkovin)
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Hovézi Slachy

Kratké vysekové hovézi Slachy byly dodany zjatek v Pierové. Tab. 4 charakterizuje

zakladni slozeni dodaného materialu [53].

Tab. 4: Slozeni pouzivanych hovezich slach

o Smérodatna | Varia¢ni
Parametr Hodnota (%) odchylka koeficient
Susina 34,44 0,14 0,08
Popel ! 1,35 0,05 3,70
Tuk ¢V 321 0,20 6,23
Dusik 15,36 0,66 0,68
Cisté bilkoviny " 96,00 - -
Obsah hydroxyprolinu " 11,00 0,14 0,01
Obsah kolagenu"” 88,00 - -
Obsah elastinu®® 8 - -

M

vztazeno na susinu Slach
@ yypo&teno z rozdilu &istych bilkovin a obsahu kolagenu

5.2 Pristroje

susarna MEMMERT ULP 400 ( Némecko)

magnetické michadlo Ikamag RCT Basic (Némecko)

magnetickd michadélka (8 x 40 mm)

trepacka LT 2 (CR)

elektronické predvazky KERN 440 — 47 (Némecko)

elektronické analytické vahy KERN 770 (Némecko)

exsikator (s vysuSenym silikagelem)

pH metr WTW pH 526 (Némecko)

inkubator WTB Binder (Némecko)

inkubator Liebherr FKU 1800 (Némecko)
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elektricky vati¢ ETA 2107 (CR)

lednicka s mrazni¢kou Samsung Calex

kovovy kuchynsky cednik (velikost porti 1 mm)
PAD tkanina na filtraci (velikost port 150 um)
mlynek na maso Moulinex HV 6 (Francie)
muflova pec Nabatherm (Némecko)
mineralizator Digesdahl (Némecko)
Parnas-Wagneriv destilaéni ptistroj

spektrofotometr Helios (Némecko)

5.3 Pomiicky

25 ml, 100 ml, 500 ml odmérné valce
Biichnerova nalevka

250 ml Erlenmayerovy banky s gumovymi zatkami
nalevky

filtra¢ni papirky Filpap KA 1 (CR)
hlinikové misky do suSarny

Petriho misky

krystaliza¢ni misky

pipety + balonky

navazovaci lodicka

50 ml odmérné banky

kadinky

mineraliza¢ni baiky

zihacti kelimky
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e titracni banky

e zatavovaci ampulky

5.4 Chemikalie
e destilovana voda
e 1% roztok NaOH
e enzym POLARZYME 6.0 T (protedza v praskové form¢) — Novozymes (Déansko)
e 30% HyO;(p.a.)
e 95% H,SO4(p.a.)
e 2% H;BO;(p.a.)
e 30% NaOH (p.a.)
e 1% H;3PO4(p.a.)
e (0,05 mol/1H,SO,
e Tashirovo ¢inidlo
e 6MHCI
e | M,5MNaOH
e roztoku CuSQOy4 (0,125 g CuSOy4. 5 H,O + 50 ml H,0O)
e 2,5moll" NaOH
e roztok H,O, (5 ml 30% H,0, + 10 ml H,0)

e roztok p-dimethylaminobenzaldehydu (10% roztok p-dimethylaminobenzaldehyd

v propanolu)

5.5 Planovani a vyhodnocovani experimenti

Hovézi Slachy byly zpracovany na kolagenni hydrolyzat kombinovanym 3-stupiiovym
procesem, ktery zahrnoval v 1. stupni pfedzpracovani odtu¢nénych Slach ve vodé, ve 2.
stupni pusobeni proteolytického enzymu a ve 3. stupni var smési po kratkou dobu. Celkovy

postup zpracovani surovych Slach na kolagenni hydrolyzat je znazornén na Obr. 3.
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Surove hovézi slachy

3-stupnove zpracovani slach
vH,O0avH,O s pridavkem
1% (wiw) KOH
1/ Piedzpnacovani
= slachy + H,0 nebo H,0 s pridavkem
1% {(wiw) KOH (1040 °C),
pomer slachy : voda = 1:10
= micham 5h
= korntrofa pH
= teplota 10-40 °C

2! Pridavek enzyimu

= 1-5 % enzyimu, {w/iw)
=teplota 10-40 *C
=doba 3-25 h
“pH=T7,8-8,2

= michani

3/ Extrakce zawvaru
= doba 15 min

Priprava slach

wrezani z vwsekoveho materialu
promyti

nakrajeni na kousky do 5 cm
rozembeti na = 5mm

= uchovaniv HDPE obalech v mraznicce
pri -18°C

|

Odtuénéni

= slachy: rozpoustédio {petrolether + etanol =
1:1) v poméru 1:4,2

= 6°C

12h

= michani

l

Filtrace smési

= 1Twrstva PAD tkaniny
= promyti 50 ml destilované vody {90 °C)

Nerozlozeny podil

l

l

Kolagenni hydrolyzat

l

wysuseni pri 103 °C, 24 h

Filtrace

* 5wvrstev PAD tkaniny

Vysuseni kolagenniho
hydrolyzatu

= 70°C,36h

!

Analyza (ze susiny pri 103 °C)

- dusik popel, hydroxyprolin, Kolagen,
elastin, zhydrolyzovany elastin

Obr. 3: Celkovy postup zpracovani surovych slach na kolagenni hydrolyzat
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K hydrolyze byl pouzit komeréné dostupny enzym POLARZYME 6.0 T. Pfidavek enzymu
byl stanoven na 1, 3 a 5 % (w/w). Tento enzym vykazuje maximalni u¢innost v rozmezi

teplot 5-60 °C a optimalni pH se pohybuje od 7 do 9.

Aby bylo mozné sledovat vliv sledovanych faktorti pti hydrolyze (teplota, doba hydrolyzy a
pfidavek enzymu) na ucinnost hydrolyzy, byly experimenty naplanovany metodou
faktorovych pokusi. Byly pouzity faktorové pokusy 2° (3 sledované faktory na dvou

urovnich — minimalni a maximalni) se dvéma opakovanimi ve stfedu experimentu.

Sledovanymi faktory byly: faktor A = doba hydrolyzy (dolni limit byl stanoven na 5 h a
horni limit na 25 h); faktor B = ptidavek enzymu (dolni limit 1 % a horni limit 5 %,
vztazeno na navazku vysuSenych §lach); faktor C = teplota pii hydrolyze (dolni limit 10 °C
a horni limit 40 °C). Pfehled organizace faktorovych pokust hydrolyzy ve vodném prostie-

di i ve vodném prostiedi s pfidavkem 1 % (w/w) KOH je sumarizovan v Tab. 5.

Tab. 5: Prehled organizace faktorovych pokusii hydrolyzy

Podminky enzymového rozkladu hovézich Slach

Experiment Faktor A: Faktor B: Faktor C:
¢ doba hydrolyzy teplota piidavek enzymu
' (h) (C) (%) A
1 5 10 I
2 5 10 5
3 5 40 1
4 5 40 5
5 15 25 3
0 15 25 3
7 25 10 1
8 25 10 5
9 25 40 1

A yztaZeno na su§inu rozmrazenych a odtuénénych lach

Vyhodnoceni dat bylo provedeno ve statistickém programu STATGRAPHICS (Statistical
Graphics System - version: 6,0 Manugistic, Inc. and Statistical Graphics Corporation,

USA, 1992).
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5.6 Postup prace

5.6.1 Priprava slach

Slachy byly pomoci noze mechanicky vyfezany z vysekového materialu, byly promyty
vodou a nakrijeny na mensi kousky. Nasledné¢ byly rozemlety na mlynku na maso
Moulinex HV6 na velikost < 5 mm. Takto pfipraveny material se michanim

homogenizoval, déale byl rozdélen po mensich davkadch do HDPE obali a ty byly pak

uchovany v mrazniéce pii teploté -18+2 °C [53].

5.6.2 Odtuéniovani §lach

Slachy byly rozmraZeny v ledniéce (pii 5 °C po dobu 24 hodin) a odtuénény. Odtuénéni se
provadélo podle postupu, ktery navrhl Ing. Fenyk [53], avSak s drobnou upravou.
Rozmrazené $lachy byly smichany s vytemperovanou (6 °C) smé&si rozpoustédel petrolether
a etanol (1:1 objemovych dild) v poméru 1 : 4,2 (620 g Slach + 2600 ml rozpoustédla).
Takto pfipravend smés se umistila na magnetické michadlo v chladicim inkubatoru pfi
teploté 6+1 °C na dobu 12 hodin. Poté se dana smés precedila pies kuchyisky cednik
s velikosti por 1 mm a jesté¢ jednou promyla polovicnim objemem smeési rozpoustédel,
ktera byla opét vytemperovana na teplotu 6+1 °C. Odtu¢néné Slachy byly zanechany
v digestofi po dobu 15 minut, aby se odstranilo zbylé rozpoustédlo. Odtu¢néné Slachy byly

nasledné rozdéleny do sacki po cca 65 g a opét zmrazeny pro dalsi pouziti.

5.6.3 Hydrolytické zpracovani Slach na kolagenni hydrolyzat

5.6.3.1 Pokusny experiment enzymového rozkladu $lach

Odtu¢néné zmrazené Slachy byly vytazeny z mrazni¢ky 24 hodin ptfed dal$im pouzitim.
Rozmrazovani probihalo v lednici pfi teploté 5+1 °C. Poté bylo navazeno 50 g (s pfesnosti
na 0,01 g) odtuénénych a rozmraZenych Slach a smichano v kadince s destilovanou vodou,
vytemperovanou na potiebnou teplotu (251 °C). Pomér $lach a vody byl stanoven na
1 : 8,50 g Slach a pfidalo se 400 ml destilované vody. Smés byla promichéna a bylo
zméfeno a zaznamenano jeji pH, které cCinilo 8,25. Nasledné bylo k smési piidano
michadélko a smés se michala po dobu 5 hodin pii sledované teploté (251 °C) v

inkubatoru. Po této dob¢ doslo ke zbobtnani vychoziho materialu.
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Po 5-ti hodindch michani bylo opét zméfeno a zaznamenano pH smési (pH=8,25).
Nasledné bylo ke smési ptidano 8 % enzymu, ktery se vazil s piesnosti na 0,0001 g na
navazovaci lodi¢ce. Dale byla takto pfipravena smés v Erlenmayerové bance zpét vlozena
na magnetickou micha¢ku a se smési bylo michano pfi 25 °C po dobu 15 hod. Béhem
prvnich 2 hodin hydrolyzy bylo kontrolovano pH. Po prvni hodin¢ bylo pH = 8,26 a po
druhé hodiné bylo jiz na hodnoté 7,95.

Po uplynuti 15-ti hodin bylo opét provedeno méteni pH (pH = 7,95). Dale byla provedena
dvoji filtrace. Prvni byla provedena ptes PAD tkaninu o velikosti pord 150 pm a kovovy
cednik, kdy byl odd¢€len nerozlozeny tuhy podil a filtrat (hydrolyzat). Pevna faze byla jesté
promyta 100 ml destilované vody, vytemperované na sledovanou teplotu (25+1 °C). Filtrat
s promyvaci vodou byl nasledn¢ prefiltrovan pies filtraéni papir KA-1 pomoci Biichnerovy
nalevky. V posledni fad¢ byla provedena inaktivace enzymu ve filtratu - filtrat byl zahiat na
teplotu 8042 °C na dobu 5 minut. Takto inaktivovany filtrat byl vysuSen pfi 103+1 °C.
Nerozlozeny tuhy podil byl také vysusen pii 103+1 °C.

Bylo zjisténo, ze uinnost hydrolyzy za téchto podminek je jen 4,0 %. Vzhledem k tak
nizkému procentu rozlozenych Slach bylo rozhodnuto upravit technologicky postup
rozkladu. Také bylo zjisténo, ze michani smési pomoci magnetického michadla a michacky
neni nejvhodnéjsi, protoze dochézelo k namotavani lehce zbobtnalych §lach na michadélko

které se neustale zastavovalo.

5.6.3.2 Engymovad hydrolyza Slach ve vodném prostiedi

Zpracovani hovézich slach ve vodném prostiedi na kolagenni hydrolyzat 3-stupiiovym

procesem je uvedeno na Obr. 3.

Odtu¢néné zmrazené Slachy byly vytazeny z mrazni¢ky 24 hodin ptfed dal$im pouzitim.
Rozmrazovani probihalo v lednici pfi teploté 5+1 °C. Poté bylo navazeno 25 g (s pfesnosti
na 0,01 g) odtuénénych a rozmraZenych §lach a smichano v 500 ml kédince s destilovanou
vodou, vytemperovanou na potiebnou teplotu - faktor B (10, 25, 40 =1 °C ). Pomér $lach
a vody byl stanoven na 1 : 10, konkrétné bylo navdzeno 25 g Slach a bylo pfidano
250 ml destilované vody. Smés byla promichana a bylo zméteno a zaznamenano jeji pH,
které se pohybovalo v rozmezi 7,8-8,37. Nasledn¢ byla smés umisténa na tiepacku a bylo
ttepana po dobu 5 hodin pfi sledované teplot¢ v inkubatoru. Po této dobé doslo ke

zbobtnani vychoziho materialu (1. stupeil zpracovani). Po 5-ti hodinach michani bylo opét
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zméfeno a zaznamenano pH smési. V tomto pifipadé se pH pohybovalo v rozmezi 7,90-

8,54.

Ve 2. stupni zpracovani bylo ke smési ptidano sledované mnozZstvi enzymu (faktor C - viz.
Tab.5), ktery se vazil s presnosti na 0,0001 g na navazovaci lodi¢ce. Dale byla takto
pfipravend smés v kadince zpét vloZena na tfepacku a se smési bylo michano pfi stanovené
teploté (10, 25, 40 £1 °C ) po ptedepsanou dobu - faktor A (5, 15 a 25 h.). Béhem prvnich
2 hodin hydrolyzy bylo opét kontrolovano pH. U experimentd pti 10+1 °C bylo pH
v rozmezi 8,29-8,79, pti 25+1 °C bylo 8,04-8,40 a pii 40+1 °C bylo 7,85-8,04.

Po uplynuti stanovené doby hydrolyzy bylo opét provedeno méteni pH. U experimentl pfi
10+1 °C bylo pH v rozmezi 8,22-8,26, pii 25+1 °C bylo 7,73-7,89 a pii 40+1 °C bylo
7,64-7,79.

Déle byla kadinka s obsahem umisténa na vafi¢ a smés byla rychle uvedena k varu a takto
udrzovana po dobu 15 minut (3. stupenn zpracovani). V ramci tohoto kroku doSlo rovnéz
k inaktivaci pouzit¢tho enzymu. Na Obr. 4 jsou fotografie odtuénénych S$lach pred

zpracovanim a v pritbéhu 3-stupniového zpracovani na kolagenni hydrolyzat.

I D

Obr. 4: Fotografie slach a smési pri 3-stupniovém zpracovani. A - surové hovezi slachy,
B - Slachy po 5-ti hod. michani (1. stupen), C - Slachy po 15-ti hod. piisobeni enzymu

(2. stupent), D - slachy po 15-ti minutovém povareni (3. stupern)

Po 3. stupni nasledovala filtrace, ktera byla provedena ptes jednu vrstvu PAD tkaniny
o velikosti pora 150 um a kovovy cednik, kdy byl oddélen nerozlozeny tuhy podil a filtrat
(hydrolyzat). Tuhy podil byl jest& promyt 50 ml destilované vody ptedehiaté na cca 90 °C



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

a zbytek kapaliny byl opatrné vymackan. Takto promyty nerozloZeny podil byl vysuSen na
Petriho miskach v susarné pfi 103+1 °C po dobu minimalné 20 hodin. Obr. 5 znazorfiuje

nerozloZeny podil $lach po zpracovani.

Obr. 5: Nerozlozeny podil slach po zpracovani. A - pred vysuSenim, B - po vysuSeni

Filtrait s promyvaci vodou byl jesté prefiltrovan ptes pét vrstev PAD tkaniny na
kuchyfiském cedniku a vysusen (na krystalizaéni misce) pfi 70+5 °C po dobu 36 hodin. Na

Obr. 6 je znazornén kolagenni hydrolyzat pted a po vysuSeni.

Obr. 6: Kolagenni hydrolyzat. A - roztok kolagenniho hydrolyzatu, B - film z kolagenniho

hydrolyzatu, C - prasek kolagenniho hydrolyzatu
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VysuSeny hydrolyzat byl zvazen, a byly u ného provedeny analyzy (stanoveni obsahu

dusiku, hydroxyprolinu a popelovin) a byla stanovena uc¢innost rozkladu slach () podle

vztahu:
n:IOO—(E*IOOJ (%) (1)
n
NP ..... hmotnost nerozlozeného podilu (g)
n ..... navazka vzorku (g)

5.6.3.3 Engzymova hydrolyza Slach ve vodném prostiedi s pridavkem 1 % (w/w) KOH

Zpracovani hovézich §lach ve vodném prosttedi s ptidavkem 1 % (w/w) KOH na kolagenni

hydrolyzét 3-stupfiovym procesem je uvedeno na Obr. 3.

Experimenty probihaly shodné jako experimenty ve vodném prostredi s rozdilem piidavku
1 % (w/w) KOH v 1. stupni zpracovani. Diky ptidavku KOH v 1. stupni zpracovani doslo
k posunu pH do alkalické oblasti, které¢ se na pocatku experimenti pohybovalo v rozmezi
11,24-11,98. Po 5-ti hodinovém michani pH lehce kleslo na hodnoty 10,63-11,42. Pted 2.
stupném zpracovani se pH upravilo pomoci 1% kyseliny fosforecné na pH
7,80-8,35. Primérna spotieba kyseliny fosfore¢né byla 1,8 ml. Po enzymovém rozkladu
bylo naméfeno u experimentt pii 10 °C pH v rozmezi 8,14-8,94, pii 25 °C pH = 8,15-8,80
a pii 40 °C bylo pH = 8,15-8,51.

5.7 Analytické metody

Kolagenni hydrolyzat byl nejdiive vysusen pii 103 °C a ze suSiny se pak stanovil obsah
dusiku, popelovin, hydroxyprolinu a vypocetl se obsah kolagenu, elastinu a

zhydrolyzovaného elastinu.

5.7.1 Stanoveni suSiny hydrolyzatu

Ke stanoveni obsahu suSiny byla pouzita nepfima metoda. Vzorek byl vysouSen v suSarné
Memmert s cirkulaci vzduchu pfi teploté 103+1 °C po dobu 24 hodin do konstantni
hmotnosti. Vzorek byl navazen s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista do hlinikové misky

s vickem, ktera byla pfedem vysuSena a zvazena. Navazka vzorku byla zvolena kolem 1 g.
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Po vysouseni byla hlinikova miska se vzorkem vlozena do exsikatoru, nasledné zvazena a

poté byl vypocitan obsah susSiny ve vzorku. Obsah susiny (S) byl pfepocitan podle vztahu:

m, —m
S=—2—"1%100 (%) )
n
m; ..... hmotnost hlinikové misky s vickem pted stanovenim (g)
m; ..... hmotnost hlinikové misky s vickem vcéetné vzorku po vysuseni (g)

n ..... navazka vzorku (g)

Pro kazdé stanoveni bylo pracovano se dvémi navazkami a suSina tak byla stanovena jako

aritmeticky primeér téchto dvou stanoveni.

Pted dalSim stanovenim byla provedena tzv. bilance hmoty, ktera byla stanovena podle

vztahi:

VSTUP (susina §lach) = VYSTUP (H+NP) + BCH 3)

S=H+ NP+ BCH
4
S ..... suSina navazenych §lach (g)
H ..... kolagenni hydrolyzat (g)
NP ..... nerozlozeny podil (g)
BCH ..... bilan¢ni chyba (%)
Bilan¢ni chyba (BCH) byla vypocitana podle vztahu:
S—(nP +H)
BCH = *100 (%) (5)
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S ..... suSina navazenych §lach (g)
NP ..... hmotnost nerozlozeného podilu (g)

H ..... hmotnost kolagenniho hydrolyzatu (g)

5.7.2 Stanoveni obsahu dusiku a ¢istych bilkovin v hydrolyzatu

Stanoveni bylo provadéno podle CSN 57 6023 [54] ze suiny (pii 103+1 °C). Do
mineraliza¢ni baiikky bylo navazeno 0,5 g vzorku s ptesnosti na 0,0001g. Poté bylo ptidano
12 ml 95% kyseliny sirové a mineralizaéni baiikka byla vloZzena do mineralizatoru.
Mineralizace probihala 1,5 hodiny pii 450+3 °C. Po této dobé bylo pfidano 5 ml 30%
H,0,, aby doslo k rychlej§imu vycetfeni vzorku. Po ukoncCeni mineralizace byl obsah

mineraliza¢ni baiky pfeveden do 50 ml odmérné baiiky a doplnén destilovanou vodou.

Do ptedlohy Parnas-Wagnerova pfistroje bylo nalito 50 ml 2% H3;BOs, do nalevky bylo
odpipetovano 20 ml mineralizatu a 25 ml 30% NaOH. Destilace byla provadéna od
pocatku varu po dobu 20 minut a uvolnény amoniak byl s vodni parou jiméan do ptedlohy.
Po dokonceni destilace bylo do piedlohy ptidano par kapek Tashirova ¢inidla a takto
ptipraveny vzorek byl titrovan 0,05 mol.I" roztokem kyseliny sirové. MnoZstvi pouZité na
titraci bylo zaznamenéno. Stanoveni bylo provedeno dvakrat u stejného vzorku. Mnozstvi

dusiku ve vzorku (N) bylo vypocteno podle nésledujiciho vztahu:

v V00014, 7

—=* f*100 (%) (6)
Ny 8
V| .... objem odmé&rného roztoku H,SO4 (¢ = 0,05 mol.1"") spotiebovany na titraci (ml)

V,; .... celkovy objem mineralizatu (ml)
V3 .... objem mineralizatu pipetovany na stanoveni (ml)
f.... piepotitavaci faktor odmérného roztoku H,SO4 (¢ = 0,05 mol.1™)

ny ..... navazka hydrolyzatu vysuseného pii 103°C (g)
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Z vypocteného mnozstvi dusiku, vynasobenim faktorem 6,25 [54], bylo zjisténo mnozstvi

¢istych bilkovin (B) ve vzorku.

B=N*625 (%) 7)

5.7.3 Stanoveni obsahu hydroxyprolinu, vypocet obsahu kolagenu a elastinu

v hydrolyzatu

Stanoveni obsahu hydroxyprolinu bylo provedeno podle metody popsané Davidkem [54] a
podle metody pro posuzovani shody a detekci falSovani potravin [55]. Vypocet obsahu

kolagenu byl proveden podle Vazqueze-Ortize [56].

5.7.3.1 Priprava pracovniho roztoku hydrolyzdatu pro stanoveni obsahu hydroxyprolinu

Do zatavovaci ampulky bylo navazeno 0,05 g vzorku (s ptfesnosti na 0,0001 g) a ptidano
10 ml 6 M HCIL. Ampulka byla zatavena a inkubovala se v susarn¢ po dobu 30+1 hodin pii
teploté 112+2 °C. Po té byla vyjmuta, ochlazena studenou vodou a jeji obsah byl pfeveden
do 50 ml odmérné banky, kterd byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. S obsahem
bylo zamichano a nésledné byl prefiltrovan pies filtracni papir s nizkou hustotou do dalsi
50 ml odmérné banky. V tomto ptipad¢ jiz nedoslo k doplnéni vody po rysku a vznikl tak
tzv. ,,zfedény hydrolyzat“. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 10 ml roztoku do 75 ml
kadinky a bylo kni pfidano 20 ml destilované vody. Dale bylo upraveno pH takto
piipraven¢ho roztoku nejdiive pomoci 5 M roztoku NaOH = 3 a poté pomoci 1 M roztoku
NaOH na pH = 6,3-6,8. Po upravach pH byl obsah z kddinky pfeveden do 50 ml odmérné
banky, doplnén po rysku vodou a promichan (pracovni roztok hydrolyzatu) [54-56].

5.7.3.2 Stanoveni hydroxyprolinu

Do zkumavky bylo odpipetovano 1 ml pracovniho roztoku hydrolyzatu. K nému bylo
napipetovano 1 ml roztoku CuSO4 (0,125 g CuSO4. 5 H,O + 50 ml H,O), 1 ml roztoku
NaOH (¢ =2,5 mol.l'l) a 1 ml roztoku H,O; (5 ml 30% H,0O, + 10 ml H,0). S touto smeési
bylo michano po dobu 5 minut. Po té byla ke zkumavce piidana nalevka, ktera byla vyuzita
jako zpétny chladic, a celé tato sestava byla vlozena do vodni 14zné a zahtivana po dobu 5
minut pii teploté 80+1 °C. Nasledné byla zkumavka ochlazena vodou na cca 20 °C a bylo
k ni pfidano 4 ml roztoku H,SO4 (c = 3 mol.1™") a smds byla promichéna. Diky tomuto

kroku doSlo krozpusténi hnédé srazeniny. Pak byly pfidany 2 ml roztoku
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p-dimethylaminobenzaldehydu (10% roztok p-dimethylaminobenzaldehyd v propanolu) a

opét promichano. Zkumavka s touto smési byla poté temperovana ve vodni lazni pii teploté

70+1 °C po dobu 16 minut. Po ochlazeni zkumavky na pokojovou teplotu byla zméiena

absorbance Cerveného zbarveni na spektrofotometru pii vinové délce 550 nm oproti

slepému vzorku. Mnozstvi hydroxyprolinu ve vzorku hydrolyzatu (HYP) bylo vypocteno

podle vztaht [54-0] :

HYP:—”Q*&* ! *100 (%) (8)
ng VsV, 1000
mj ..... mnozstvi hydroxyprolinu odectené z kalibra¢ni kiivky (mg)
ny ..... navazka hydrolyzatu vysuseného pii 103°C (g)
V4 ..... objem zfedéného hydrolyzatu (tj. 50 ml)
V5 ..... objem pipetovaného ziedéného hydrolyzatu (tj. 10 ml)
Vs ..... objem pracovniho roztoku hydrolyzatu (tj. 50 ml)
V7 ..... objem pipetované¢ho pracovniho roztoku hydrolyzatu na stanoveni hydroxyprolinu

(tj.1 ml)

Na Obr. 7 je kalibraéni kiivka hydroxyprolinu.
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Obr. 7: Kalibracni kiiivka hydroxyprolinu
Mnozstvi hydroxyprolinu (mj3) bylo vypocteno z rovnice piimky [53]:
A -0,0695
m, = i m 9
3 13.813 (mg) )
A ..... absorbance
5.7.3.3 Vypocet obsahu kolagenu a elastinu v hydrolyzdatu
Obsah kolagenu v hydrolyzatu (K) byl stanoven podle vzorce [55, 56] :
K = HYP*8 (%) (10)

HYP ..... obsah hydroxyprolinu v hydrolyzatu (%)
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Pro vypocet obsahu elastinu v hydrolyzatu (E) byl pouzit vztah:

E=B-K (%) (11)

B ..... obsah &istych bilkovin v hydrolyzatu (%)

K ..... obsah kolagenu v hydrolyzatu (%)

Dale byl stanoven obsah zhydrolyzovaného elastinu (Ez), k jehoz stanoveni byl pouzit

vztah:
H %
Ez=mﬂ*100:*—fE*lOO(%) (12)
Mg s
Mgy ..... mnoZstvi elastinu v hydrolyzatu (g)
Mgs ..... mnoZzstvi elastinu v susing Slach (g)

fi ..... podil elastinu v hydrolyzatu ( f, = %)

fs ..... podil elastinu v susSing Slach (obsah elastinu ve Slachach = 8 % - viz Tab. 4
=> £5=0,08)
H ..... hmotnost kolagenniho hydrolyzatu (g)

S ..... suSina navézenych §lach (g)

5.7.4 Stanoveni obsahu popelovin v hydrolyzatu

Stanoveni bylo provadéno ze suSiny (pti 103+1 °C). Navazka vzorku byla umisténa do
kiemicitého, zaruvzdorného kelimku a byla pomalu spalovana. Navazka na stanoveni po-
pela se volila podle mnozstvi vzorku v rozsahu 1-2,5 g. Prvni etapa spalovani byla prova-
déna nad kahanem 1,5 hodiny az do svého zuhelnaténi. Ve druhé etapé byl vzorek vyzihan
v muflové peci Nabatherm piti 650+4 °C po dobu 45-60 minut [54]. Poté byl Zihaci kelimek
se vzorkem vychlazen v exsikatoru a bylo zvdzeno a pfepocitino mnozstvi popelovin ve

vzorku. Mnozstvi popelovin (P) bylo pfepocitano podle vztahu :
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p =" 7" w100 (%)
ny
my ..... hmotnost zihaciho kelimku bez vzorku (g)
ms ..... hmotnost Zihaciho kelimku véetné vzorku po vyzihani (g)

ny ..... navazka hydrolyzatu vysuseného pii 103 °C (g)

(13)
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola je rozd€lena do tfi podkapitol, jez se zabyvaji vysledky pifi enzymové
hydrolyze hovézich Slach ve vodném prostfedi, ve vodném prostedi s ptidavkem 1 %
(w/w) KOH a v posledni fadé srovnanim vysledki enzymové hydrolyzy Slach v obou
prostiedich.

6.1 Enzymova hydrolyza Slach ve vodném prostiedi

6.1.1 Uginnost rozkladu

Sumarizované vysledky ucinnosti rozkladu hovézich Slach 3-stupfiovym zpracovanim ve
vodném prostiedi jsou uvedeny v Tab. 7. Bylo zjisténo, Ze Gcinnost rozkladu $lach se
pohybovala od 13,17 % u experimentu ¢.1 (tzn. 5 h/ 10 °C / 1 % ptidavek enzymu) aZz po
55,66 % u experimentu &. 5 (tzn. 15 h /25 °C /3 % piidavek enzymu).

Mnozstvi rozlozenych §lach (y) je popsano nasledujici nelinearni rovnici:

y= k +x7.A +x2.B +x3.C + x12.AB + x13.AC + x23.BC (14)

A,B,C ..... sledované faktory pti hydrolyze
AB, AC, BC ..... interakce faktori

k, X1, X2, X3, X12, X13,X23 - ... regresni koeficienty

Pti rozkladu $lach ve vodném prostfedi ma regresni rovnice tvar:
y =2,18429 + 0,796458A + 0,369583B + 9,10979C - 0,0121333AB - 0,118375AC - 0,0134167BC

Korelaéni faktor: R*= 0,738535

Déle bylo pomoci Fischerova testu zjiSténo, Zze zadny ze tii sledovanych faktorti neni
statisticky vyznamny. AvSak za nejvyznamnéjsi faktor mizeme povazovat faktor C, tzn.

piidavek enzymu, jak vyplyva z Tab. 6.
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Tab. 6: Vysledky analyzy rozptylu a Fischerova testu statistické vyznamnosti sledovanych

faktorii na mnozstvi rozlozenych slach ve vodném prostredi

Sledované faktory

3-stupiiova hydrolyza
hovézich Slach

,S oucef F-hodnota
ctvercu
Faktor A: doba hydrolyzy 15,24 0,08
Faktor B: teplota 39,07 0,20
Faktor C: piidavek enzymu 1567,44 7,84
Interakce: AB 26,50 0,13
AC 44,84 0,22
BC 1,29 0,01
Celkova chyba: 599,87
Celkova chyba (kor.): 2294,25

Fioic > (1;3) = 10,13
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4

EBilance suginy A Analyza hvdrolyzatu E
H_...mﬂ:_u Vystupy H+NP| BCH " n,HH i N B P HYP K E Fz
Exp. m. H NP .| [soudet | [oilandni | o ] [obsah |[obsah distych| [obsah [obsah | [obsan [ohsah [obsah \
. [sudina | [nerozloE. . o . _ |hyroxyprol- . zhydrolyzované
i o [hyrdrolyzit] émfﬂ_ﬁ”_ chyhal (%) dusilo] g.wn_.%.ub”_ popelovin] . kaolagen] m_mmﬁu_u.uﬂ”_ Ta b
naviz ilach) (2) podil] () (%) (%) (%) (%) 0r: (o) (%%) o
() - (g} B _ . . (%) _ (Vo)
1 2,73 1,29 7,58 8,87 1,62 13,17 14,22 88,87 10,82 8,39 75,09 12,78 23,35
2 8,73 4,06 404 | 860 | 140 | 4792 | 1475 92,19 7,18 9,10 | 72,80 | 19,3% | 100,00°
3 9,13 1,%0 7,01 8,91 2,40 23,25 15,10 94,37 &,24 8,66 727 17,10 39,07
4 9,13 5,04 4,20 9,25 1,30 53,96 14,27 89,16 6,31 8,24 73,91 15,25 92,34
5 9,06 4,70 4,02 8,72 277 55,66 15,21 95,71 5,16 5,81 78,47 17,24 98,69
& 9,06 4,40 4,09 8,49 £,29 54,87 15,77 98,56 5,31 5,99 79,95 18,61 99,78
7 2,89 2,18 6,62 2,81 0,97 25,52 15,16 9476 5,25 878 78,27 16,49 45,53
s 2,89 4,08 4,59 8,67 2,49 43,37 14,98 93,60 847 847 75,74 17,86 92,14
9 2,99 1,96 6,66 8,63 4,03 25,28 15,08 94,26 5,27 861 76,34 17,42 42,36
10 8,93 4,76 403 | 330 | 343 | 4956 | 1511 94,45 6,94 858 | 7668 | 1772 | 100,00°
) E

stanoweno pft 103 °C vrtaFeno na sufinu (pH 103 °CY

F wypoitem rjisténa hodnota byla v ramei analytické chyby nad 100 %

Tab. 7: Vysledky rozkladu slach ve vodném prostredi

Fodminky enzymového rozkdadu hovézich slach:

Exp.€.1 ... 5h/10°C/ 1% enzyom Exp.£.2 .. Sh{10°C § 3% enzymm
&3 . 5h40°C f 1% enzpmu €4 . 5hf40°C i 5% enmymm
£.5 . 15h/ 25°C /3% enzymu £.6 ... 15h/ 25°C F 3% enzymu
£.7 .. 25h [ 10°C f 1% enzymm &8 . 25h/ 10°C f 5% enzymu
€9 . 25h [ 40°C /1% enzymu £.10 . 25h/ 40°C 7 5% enzymu
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Grafickd prezentace vlivu sledovanych faktori na mnozstvi rozlozenych Slach pfi
hydrolyze ve vodném prostiedi je uvedena na Obr. 8 a Obr. 9. Obr. 8 je vrstevnicovy graf
znazornujici vliv teploty hydrolyzy a ptidavku enzymu na mnozstvi rozlozenych §lach po
5-ti hodinach piisobeni enzymu (Obr. 8a) a po 25-ti hodinach ptisobeni enzymu (Obr. 8b).
Z grafl je patrné, ze pii 5-ti hodinovém plisobeni enzymu je G¢innost hydrolyzy v rozmezi
18-57 %, pii ptisobeni enzymu po dobu 25 hodin je uinnost nizsi, a to jen v rozmezi
29-50 %. Z tohoto faktu vyplyva, ze hydrolyza ve vodném prostredi je G€inné;jsi pii kratsi
dobé¢ ptisobeni enzymu. Dale je ziejmé, Ze pii 5-ti hodinovém plisobeni mé vliv na ucinnost
rozkladu $lach i teplota, pti které se rozklad provadi (Obr. 8a), kdezto pii 25-ti hodinovém

pusobeni teplota jiz nema tak zasadni vliv (Obr. 8b).

Mnoistvi rozlozenych slach (%) Mnozstvi rozlozenych slach (%)
7 S R e e e e R
4;; 4E: 50
L : T . Z 146
& R ]
< 3F S —142
E| 8 1139
B[] B ]
5 2H I e S B —116
¥ ] — Z i
’ L ]33
1F 1--.-.._.:.19.:........, v
U] S s PR I T Tl Bl 0] S T P I IR Tt DOt
10 15 200 25 30 35 40 10152 20 25 30 35 40
Teplota (*C) Teplota (7C)
) =)

Obr. 8: Vliv teploty a pridavku enzymu na mnozstvi rozlozenych slach
pri experimentech ve vodném prostiredi
a) po 5-ti hodindch piisobeni enzym b) po 25-ti hodinach piisobeni enzymu
Na Obr. 9 je vrstevnicovy graf znazoriiujici vliv doby hydrolyzy a pfidavku enzymu na

mnozstvi rozloZzenych §lach pii 10 °C (Obr. 9a) a pii 40 °C (Obr. 9b). Z Obr. 9a je ziejmé,

ze ¢im krat$si dobu hydrolyzy zvolime, tim musi byt vyssi piidavek enzymu, abychom
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dosahli pozadovaného procentualniho rozkladu. KdeZto u hydrolyzy pii 40 °C (Obr. 9b) je
tento fakt pravdivy jen pfi niz§im mnozstvi rozlozenych $lach (do 36%) a u rozklada $lach
nad 44 % je tendence vlivu doby a pfidavku enzymu zcela opac¢nd. Vyjimku tvoii zhruba
40 % rozlozenych slach, kde mizeme na §lachy piisobit zhruba 2,5 % ptidavkem enzymu

rizn¢ dlouho a vysledek rozkladu §lach bude stale shodny.

Mnozstvi rozlozenych slach (%) Munozstvi rozlozenych slach (%o)
5F. 5-‘________,._,.5.3.‘_‘2
4k 4k e

= | = I
2 | 2 o f
= 3 g 3 :
e L e :
oo aL
M 2f SRRy
I:]_i-----l----i ----- || L1 I:I
o5 1 13 20 25
Doba (h)
a) b)

Obr. 9: Vliv doby a pridavku enzymu na mnozstvi rozlozenych slach
pri experimentech ve vodném prostiedi

a) pri teploté 10 °C b) pri teploté 40 °C

6.1.2 Charakterizace kolagennich hydrolyzati

V Tab. 7 (str. 53) jsou obsazeny rovnéz vysledky bilance hmoty a analyz kolagennich
hydrolyzatl, tj. stanoveni obsahu dusiku a obsah ¢istych bilkovin, dale obsah popelovin,

hydroxyprolinu, kolagenu, elastinu a rovnéz obsah zhydrolyzovaného elastinu.

Minimalni obsah dusiku v kolagennim hydrolyzatu byl roven 14,22 % (u experimentu ¢.1),
maximalni obsah dusiku byl 15,77 % u experimentu €. 6. S obsahem dusiku souvisi i obsah

¢istych bilkovin, ktery byl u experimentu €.1 roven 88,87 % a u experimentu €. 6 98,56 %.
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V piipadé minimalniho obsahu popelovin v kolagennim hydrolyzatu vyhovuje experiment
¢. 5 (5,16 % obsah popelovin), coz soucasné¢ odpovidd maximdlnimu obsahu bilkovin
(95,71 % obsah bilkovin). Vice nez dvojnasobny obsah popelovin v kolagennim
hydrolyzatu (10, 82 %) byl zaznamenédn u experimentu ¢. 1. Grafickd prezentace vlivu
doby a teploty na mnozstvi popelovin pfi hydrolyze ve vodném prostfedi je uvedena na
Obr. 10. Obr. 10a je vrstevnicovy graf znazornujici vliv sledovanych faktorii na obsah
popelovin pii ptidavku 1 % enzymu a pii 5 % ptidavku enzymu zobrazuje Obr. 10b. Z Obr.
10a vyplyva, ze s prodluzujici se dobou a soucasn¢ zvysujici se teplotou se mnozstvi
popelovin v kolagennim hydrolyzatu snizuje. Pti 5 % ptidavku enzymu vliv doby
hydrolyzy a teploty na obsah popelovin jiz neni tak jednozna¢né dany. Kazdopadn¢, pokud

bychom pozadovali nejnizsi obsah popelovin (kolem 5 %), pak je nutné zvolit nejkratsi

dobu hydrolyzy (5 h) ] nejvyssi teplotou
(40 °C).
(bsah popelovin (%) Obsah popelovin (%)

9 2

B o
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Obr. 10: Vliv doby a teploty na obsah popelovin
pri experimentech ve vodném prostiredi

a) pri 1 % pridavku enzymu b) pri 5 % pridavku enzymu
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Nejvyssi obsah kolagenu v kolagennim hydrolyzatu, 79,95 %, byl zaznamendn u
experimentu ¢. 6. Naopak nejniz$i obsah kolagenu v kolagennim hydrolyzatu byl zjistén u
experimentu €. 2 (72,8 %), coz u tohoto experimentu je i nejvySe zaznamenany obsah
elastinu (19,39 %). Nejnizsi obsah elastinu se vyskytoval u experimentu ¢. 1, kde ¢inil
13,78 %. Na Obr. 11 je znazornén vrstevnicovy graf, ktery znazoriiuje vliv piidavku

enzymu a doby piisobeni enzymu na obsah elastinu v kolagennim hydrolyzatu pii 25 °C.

Munozstvi elastinu (%s)

1179
=S
E -
= 17.5
=
[

Obr. 11: Vliv doby a pridavku enzymu na mnozstvi elastinu

pri experimentech ve vodném prostredi a teploté 25 °C

Na Obr. 12 jsou vrstevnicové grafy znazornujici vliv doby hydrolyzy a pfidavku enzymu na
mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu (vztazeno na pivodni obsah ve $lachach) pii 10 °C
(Obr. 11a) a pti 40 °C (Obr. 11b). Mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu se miize pohybovat
(maxima sledovanych faktoril), pficemz nebyl zaznamenan vyrazny vliv doby hydrolyzy.
Pti nejvyssi teploté hydrolyzy (40 °C) to bylo od 45 % az do 100 % zhydrolyzovaného

elastinu.
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Mnozstvi zhy drolyzovaného elastmu (%)  Mnoizstvi zhydrolvzovaného elastmu (%)
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Obr. 12: Vliv doby a pridavku enzymu na mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu

pFi experimentech ve vodném prostiedi

a) pii 10 °C b) pri 40 °C

6.2 Enzymova hydrolyza Slach ve vodném prostredi s pridavkem

1 % (w/w) KOH

6.2.1 Uginnost rozkladu

Sumarizované vysledky ucinnosti rozkladu hovézich §lach 3-stupfiovym zpracovanim ve
vodném prostiedi jsou uvedeny v Tab. 9. Bylo zjisténo, Ze Gcinnost rozkladu $lach se
pohybovala od 23,63 % u experimentu ¢.1 (tzn. 5 h/ 10 °C / 1 % ptidavek enzymu) aZz po
58,12 % u experimentu ¢. 10 (tzn. 25 h /40 °C / 5 % piidavek enzymu).

Mnozstvi rozlozenych §lach (y) je popsano nasledujici nelinearni rovnici:

y= k +x7.A +x2.B +x35.C + x12.AB + x13.AC + x23.BC (15)

A,B,C ..... sledované faktory pti hydrolyze
AB, AC, BC ..... interakce faktord

k, X1, X2, X3, X12, X13,X23 - ... regresni koeficienty
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Pti rozkladu $lach ve vodném prostiedi ma regresni rovnice tvar:

y =16,5436 + 0,068125A + 0,3505B + 5,50229C — 0,00085.AB + 0,113625AC - 0,0674167BC

Korelaéni faktor: R* = 0,899025

Dale bylo pomoci Fischerova testu zjisténo, ze statisticky vyznamny je faktor C, tzn.

piidavek enzymu, jak vyplyva z Tab. 8.

Tab. 8: Vysledky analyzy rozptylu a Fischerova testu statistické vyznamnosti sledovanych
faktorit na mnoZstvi rozlozenych slach ve vodném prostiedi s pridavkem

1 % (w/w) KOH

3-stupiiova hydrolyza
Sledované faktory " hovézich Slach
§ oucef F-hodnota
ctvercu
Faktor A: doba hydrolyzy 120,28 2,67
Faktor B: teplota 33,05 0,73
Faktor C: piidavek enzymu 975,49 21,66
Interakce: AB 0,13 0,00
AC 41,31 0,92
BC 32,72 0,73
Celkova chyba: 135,12
Celkova chyba (kor.): 1338,11
Fiie " (133) = 10,13
* statisticky vyznamny faktor
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“idavkem

’

1§ pri

1 % (w/w) KOH

Eilance sudiny A Analyza hydrolyzat E
4,_...._ 4.__.w ...._ tu v E
stup Vstupy H+Np| BCH o N B P HYP K E Ez
) S NP ) L, | [eérmost . [ohsah [ohsah
Exp. " H . | [soudet | [bilanénd tozkladh] [obsah  |[obsah distych | [obsah .| [obsah [otbsah .
. [susina .| [;erozloz. . . . | hrrocorproli- . zhydrolyzovaéd
i o [hyrdeolyzat] wystupil] | chyba) (%) duailos) bilkovin]  |popelovin] kolagenu] | elastinu] ho elastin
navaZ glach) X podi] (o) o ¢ (%) (%) % 1] % (%) o elastinu]
() (g} () ) (%) | “0) | | “0) (%) |"~0) ¢ (%)
1 9,15 1,90 f,99 8,89 2,87 2363 12,65 7907 11,04 706 60,44 18,63 4227
2 8,15 4,10 4,96 9,06 0,99 45,80 13,36 83,48 10,259 5,34 74,65 8,79 43,05
3 8,97 2,75 .05 8,79 1,93 32,598 12,95 8,96 10,48 8,15 £5.24 15,72 5377
4 8,97 4,23 4 89 9.12 1,66 45 4% 14 47 90 46 10,15 9,99 79,93 10,53 55,40
5 872 4,55 4,37 8,92 4,07 50,82 14,71 81,92 5,83 5,93 79,42 12,50 £0,24
& 872 4,16 4,77 8,93 6,02 48,589 14,53 92,66 £.95 8.94 79,55 13,13 57,86
7 8,11 2,54 4,07 6,61 0,19 27,68 15,25 85,92 8,08 7,91 63,26 22,67 09,92
g 8,11 5,17 3,85 2,02 1,02 5777 14,38 89,87 740 5,18 7343 16,44 100,00
9 9,72 3,25 .32 957 1,49 34,95 14 54 0,87 7,31 2,66 T1.29 13,58 4675
10 872 5,11 4,07 9,18 5,51 58,12 14,51 02,52 8,00 10,34 82,74 8,79 53,02
& b

watafeno na sudim (pf 103 °CY
" wipoitem ziiténa hodnota byla v ramci analytické chyby nad 100 %

stanovens pi 103 °C

Vysledky rozkladu slach ve vodném prostied

Tab. 9:

Fodminky enzymového rozldadu hovézich slach:

Exp.€.1 ... 5h/10°C{ 1% enzymu Exp.£.2 ... Sh{10°C /5% enzymu
&3 . sh/40°C /1% enzymun €4 . 5h/40°C /5% enzymu
€5 . 15h/25°C 7 3% enzpm €6 . 15h[25°C 7 3% enzymu
.7, 2shFI0°C 1% EIEVITIL €8 .. 2shi10tC /5% ENEVIIL
€9 . 25h 7 40°C { 1% enzymu £.10 ... 25h /1 40°C / 5% enzymu
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Grafickd prezentace vlivu sledovanych faktori na mnozstvi rozlozenych Slach pfi

hydrolyze ve vodném prostiedi s ptidavkem 1 % (w/w) KOH je uvedena na Obr. 13 a Obr.
14.

Obr. 13 je vrstevnicovy graf znazorfiyjici vliv teploty hydrolyzy a pfidavku enzymu na
mnozstvi rozlozenych Slach po 5-ti hodinach plisobeni enzymu (Obr. 13a) a po 25-ti
hodinach ptisobeni enzymu (Obr. 13b). Z grafii je patrné, ze pii 5-ti hodinovém pulisobeni
enzymu je u¢innost hydrolyzy v rozmezi 27-45 %, pii pisobeni enzymu po dobu 25 hodin
je ucinnost vyssi, a to v rozmezi 30-59 %. Z tohoto faktu vyplyva, ze hydrolyza ve vodném
prostiedi s ptidavkem 1 % KOH (w/w) je G€¢innéjsi pti delsi dobé pisobeni enzymu (oproti
hydrolyze ve vodném prostiedi). Dale je ziejmé, ze pii 25-ti hodinovém pisobeni s
nejvétsim ptidavkem enzymu (tzn. 4,5-5 %) nema vliv na G¢innost rozkladu teplota, coz u

ostatnich rozkladu slach tak jednoznaéné potvrdit nelze (Obr. 13b).

Mnozstvi rozlozenych slach (%) Mnozstvi rozlozenych slach (%o)
;'_I____I____I____I____I____I _____ _:I_|____|____|____|____|_______l_
4 _; ........... g 4 fl id
=
—_— L=
e =
< =
2 N
5 5
=
U O ST S B Bt B LU T Tt Bl Tt Sl ol
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
Teplota (°C) Teplota (°C)

a) b)

Obr. 13: Vliv teploty a pridavku enzymu na mnozstvi rozloZenych Slach
pri experimentech ve vodném prostredi s pridavkem 1 % (w/w) KOH

a) po 5-ti hodinach piisobeni enzym b) po 25-ti hodindch piisobeni enzymu
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Na Obr. 14 je vrstevnicovy graf znazoriujici vliv doby hydrolyzy a pfidavku enzymu na
mnozstvi rozlozenych §lach pfi 10 °C (Obr. 14a) a pfi 40 °C (Obr. 14b). Z obou obrazki je
patrné, ze Cim kratsi dobu hydrolyzy zvolime, tim musi byt vyss$i piidavek enzymu

abychom dosahli pozadovaného procentuélniho rozkladu.

Mnozstvi rozlozenych slach (%0) Mmnozstvirozlozenych slach (%o)
=

e - =
= : e
& | z
5 . .
: =

] et Al Dol e 1o (N S B S Co I

0 s 10 15 20 25 0 S 10 15 20 25

Doba () Doba (h)
a) b)

Obr. 14: Vliv doby a pridavku enzymu na mnozstvi rozloZenych slach
pri experimentech ve vodném prostredi s pridavkem 1 % (w/w) KOH

a) pri teploté 10 °C b) pri teploté 40 °C
6.2.2 Charakterizace kolagennich hydrolyzati

V Tab. 9 (str. 60) jsou obsazeny rovnéz vysledky bilance hmoty a analyz kolagennich
hydrolyzatt, tj. stanoveni obsahu dusiku a obsah cistych bilkovin, ddle obsah popelovin,

hydroxyprolinu, kolagenu, elastinu a rovnéz obsah zhydrolyzovaného elastinu.

Minimalni obsah dusiku v kolagennim hydrolyzatu byl roven 12,65 % (u experimentu ¢.1),
maximalni obsah dusiku byl 15,35 % u experimentu €. 7. S obsahem dusiku souvisi i obsah

¢istych bilkovin, ktery byl u experimentu ¢. 1 roven 79,07 % a u experimentu ¢. 6
95, 93 %.
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V ptipadé minimdlniho obsahu popelovin v kolagennim hydrolyzatu vyhovuje experiment
¢. 5 (5,83 % obsahu popelovin). Vice nez dvojnasobny obsah popelovin v kolagennim
hydrolyzatu (11, 06 %) byl zaznamenén u experimentu ¢.1. Graficka prezentace vlivu doby
a teploty na mnozstvi popelovin pfi hydrolyze ve vodném prostfedi je uvedena na Obr. 15.
Obr. 15a je vrstevnicovy graf znazoriujici vliv sledovanych faktorti na obsah popelovin pfi
ptidavku 1 % enzymu a pii 5 % piidavku enzymu to zobrazuje Obr. 15b. Z Obr. 15a
vyplyva, ze s prodluzujici se dobou a soucasn€ zvysujici se teplotou se mnozstvi popelovin
v kolagennim hydrolyzatu snizuje. Z Obr. 15b vyplyva, Ze s prodluzujici se dobou a naopak

snizujici se teplotou se mnozstvi popelovin v kolagennim hydrolyzatu snizuje.

Obsah popelovin (%o) Obsah popelovin (%0)
g 3
5 z
E 5
2 =
15 Foeeatans .
10'|‘|J;‘] 1.]
: 0 5 10 15
Doba (h) Daoba (h)
a) b)

Obr. 15: Vliv doby a teploty na obsah popelovin
pri experimentech ve vodném prostredi s pridavkem 1 % (w/w) KOH

a) pri 1 % pridavku enzymu b) pri 5 % pridavku enzymu

Nejvyssi obsah kolagenu v kolagennim hydrolyzatu, 82,74 %, byl zaznamenan u
experimentu ¢. 10. Naopak nejnizsi obsah kolagenu v kolagennim hydrolyzatu byl zjistén u
experimentu €. 1 (60,44 %). NejniZsi obsah elastinu se vyskytoval u experimentu €. 2, kde

¢inil
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8,79 %, naopak nejvyssi obsah elastinu byl zaznamenan u experimentu ¢€.7 (32,67 %). Na
Obr. 16 je znazornén vrstevnicovy graf, ktery znazoriiuje vliv pfidavku enzymu a doby

pusobeni enzymu na obsah elastinu v kolagennim hydrolyzatu pii teploté 25 °C.

NMnozstvi elastinu (%0)

(%0)

Enzym

Doba (h)

Obr. 16: Vliv doby a pridavku enzymu na mnozstvi elastinu pri experimentech

ve vodném prostiedi s pridavkem 1 % (w/w) KOH a teploté 25 °C

Na Obr. 17 jsou vrstevnicové grafy znazornujici vliv doby hydrolyzy a ptidavku enzymu na
mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu (vztazeno na pivodni obsah ve $lachach) pii 10 °C
(Obr. 17a) a pti 40 °C (Obr. 17b). Mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu se miize pohybovat
maxima sledovanych faktort), pficemz nebyl zaznamenan vyrazny vliv doby hydrolyzy. Pii

nejvyssi teploté hydrolyzy (40 °C) to bylo od 49 % az do 100 % zhydrolyzovaného elastinu
a lze pozorovat vliv doby hydrolyzy.
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Mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu (20) Mnozstvi zhvdrolyzovaného elastinu (%o)

5k 5
4 b 4F
S 3 I
25 P
22 Y
Fﬂ S
1 1k
Ok R | R IR D Tl PR
0 5 10 15 200 25 0 5 10 15 20 25
Doba () Doba (h)
a) b)

Obr. 17: Vliv doby a pridavku enzymu na mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu pri

experimentech ve vodném prostredi s pridavkem 1 % (w/w) KOH

a) pii 10 °C b) pii 40 °C
6.3 Srovnani vysledkii enzymové hydrolyzy Slach

Pti enzymové hydrolyze Slach ve vodném prostiedi byla maximalni G¢innost rozkladu §lach
(55,66 %) pti téchto podminkach hydrolyzy: 15 hodin hydrolyzy, 3 % ptidavek enzymu a
teplota 25 °C (stiedovy experiment). Ve vodném prostfedi s pfidavkem 1 % (w/w) KOH
byla zaznamenidna mirn¢ vys$i U¢innost hydrolyzy (57,77 %) pii téchto podminkach:
25 hodin hydrolyzy, 5 % pfidavek enzymu a teplota 10 °C. Nepatrné vyssi ucinnost

rozkladu Slach je ale z ekonomického pohledu spornd (o 10 hodin delsi hydrolyza; o 2 %

vvvvv

Obsah popelovin v kolagennim hydrolyzatu je mozné do jisté miry ovlivnit jednak volbou
prostfedi a jednak volbou technologickych podminek pii hydrolyze. Obecné niz§i obsah
popelovin v kolagennim hydrolyzatu byl pii hydrolyze Slach ve vodném prostiedi, kde
hodnota obsahu popelovin pouze pii minimech sledovanych faktort (5 hodin, 1 % ptidavek

enzymu a 10 °C) prekroéila hodnotu 10 %. Ve vSech ostatnich p¥ipadech byl obsah
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popelovin v kolagennim hydrolyzatu mensi nez 7,5 %; nejméné to bylo pii stiedovych
experimentech (15 hodin hydrolyzy, 3 % piidavek enzymu a teplota 25 °C), kdy obsah
popelovin v kolagennim hydrolyzatu byl cca 5,3 %. Pfi hydrolyze Slach ve vodném
prostiedi s ptidavkem 1 % (w/w) KOH byl obsah popelovin v kolagennim hydrolyzatu
vetsi nez 10 % v piipade experimentl pfi dolnim limitu doby hydrolyzy (tj. 5 hodin).
Minimalni obsah popelovin v kolagennim hydrolyzatu (6-7 %) byl zaznamendn pfi

sttedovych experimentech (15 hodin hydrolyzy, 3 % ptidavek enzymu a teplota 25 °C).

Mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu pti hydrolyze §lach se pohybuje od cca 23 do 100 %
pfi hydrolyze ve vodném prostiedi, respektive od cca 42 do 100 % pti hydrolyze ve
vodném prostiedi s pfidavkem 1 % (w/w) KOH. Nicméné¢ mnozstvi hydrolyzovaného
elastinu ve vodném prostiedi je vyrazné ovlivnéno piidavkem enzymu, nebot bylo
prokdzano, ze rozdil mezi dolnim a hornim limitem pfidavku enzymu znamend 2-5
nasobné zvyseni hydrolyzovaného elastinu. Ve vodném prostiedi s ptidavkem 1 % (w/w)

KOH nebyl zaznamenan zadny vyrazny vliv ptfidavku enzymu.
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ZAVER

Diplomova prace je rozdélena do dvou casti, na cast teoretickou a experimentdlni.
Teoretickd ¢ast pojednava o pevnych a kapalnych bilkovinnych odpadech masného
pramyslu. Dale je popsano vyuziti odpadii masného prumyslu (energetika, zeméd¢lstvi,
potravinaistvi, 1€karstvi, farmaceuticky prumysl a ostatni odvétvi). Soucasti teorie byla také

charakterizace vstupniho materialu experimentalni ¢asti - hovézich §lach.

V experimentalni casti diplomové prace jsem se zabyvala rozkladem hovézich Slach
3-stupiiovou enzymovou hydrolyzou ve vodném prostiedi a ve vodném prostiedi s
pfidavkem 1 % (w/w) KOH na kolagenni hydrolyzat. V 1. stupni byly odtu¢néné Slachy
inkubovany ve zvoleném prostiedi po dobu 5-ti hodin v poméru 1 : 10 (Slachy : prostiedi).
Ve 2. stupni se ke smési ptidal proteolyticky enzym a ve 3. stupni zpracovani se smeés
zahtala k varu na 15 minut. Sledoval se vliv doby 2. stupné hydrolyzy (5-25 h), pridavku
enzymu (1-5 % piidavek) a teploty v 1. a 2. stupni hydrolyzy (10-40 °C) na mnozstvi

rozlozenych §lach.

Maximalni G¢innosti rozkladu hovézich Slach (55 %) ve vodném prostfedi bylo dosazeno
za téchto podminek rozkladu: 15 h hydrolyzy / 25 °C / 3 % ptidavek enzymu. Ve vodném
prosttedi s 1 % (w/w) ptidavkem KOH to bylo 57 % rozloZenych §lach za podminek: 25 h
hydrolyzy / 10 °C / 5 % ptidavek enzymu. U kolagennich hydrolyzati byl stanoven obsah
dusiku, popelovin, hydroxyprolinu a vypocCten obsah kolagenu, elastinu a
zhydrolyzovaného elastinu. Pii enzymové hydrolyze Slach ve vodném prostfedi byl
nejvyssi obsah Cistych bilkovin (cca 95 %, z toho témét 80 % kolagenu) zaznamenan u
kolagenniho hydrolyzatu ptipraveného za téchto podminek rozkladu: 15 h hydrolyzy / 25
°C / 3 % pridavek enzymu; obsah popelovin byl v tomto ptipadé cca 5 %. Pfi enzymové
hydrolyze Slach ve vodném prostiedi s 1 % (w/w) ptidavkem KOH byl nejvyssi obsah
¢istych bilkovin (cca 93 %, z toho téméf 80 % kolagenu) se soucasné nejnizSim obsahem
popelovin (cca 7 %) zaznamenan u experimentu za stejnych podminek rozkladu. Bylo
zjisténo, Ze kombinovand enzymova hydrolyza ve vodném prostiedi s 1 % (w/w)
pfidavkem KOH nema zasadni vliv na Uc¢innost rozkladu; obsah cistych bilkovin v
kolagennim hydrolyzatu je srovnatelny s hydrolyzatem ptfipravenym pouze ve vodném
prostiedi, ale obsah popelovin je o0 40 % vyssi. Pfipravené kolagenni hydrolyzaty by mohly

najit uplatnéni v potravinairském, farmaceutickém ¢i kosmetickém pramyslu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

EU
SRM
BSE

cov
FAO

OECD

HYP

ny

BCH

Vi

Evropské unie

specifikovany rizikovy material

Bovinni spongiformni encefalopatie (nemoc $ilenych krav)
Cisticka odpadnich vod

Svétova organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi (Food and Agriculture

Organization)

Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (Organization for Economic

Co-operation and Development)

hydroxyprolin

hmotnost hlinikové misky s vickem pted stanovenim (g)
hmotnost hlinikové misky s vickem vcetné vzorku po vysuseni (g)
mnozstvi hydroxyprolinu odectené z kalibracni kiivky (mg)
hmotnost zihaciho kelimku bez vzorku (g)

hmotnost zihaciho kelimku véetné vzorku po vyzihani (g)
mnozstvi hydroxyprolinu (%)

hydrolyzat (g)

nerozlozeny podil (g)

mnozstvi popelovin (%)

navazka vzorku (g)

navazka hydrolyzatu vysuSeného pii 103°C (g)

ucinnost hydrolyzy (%)

bilan¢ni chyba (%)

obsah cistych bilkovin ve vzorku (%)

obsah dusiku (%)

objem odmérného roztoku H,SO;4 (¢ = 0,05 mol.I™) spotiebovany na titraci (ml)
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V, celkovy objem mineralizatu (ml)

V3 objem mineralizatu pipetovany na stanoveni (ml)

V4 objem ziedéného hydrolyzatu (tj. 50 ml)

Vs objem pipetovaného ziedéného hydrolyzatu (tj. 10 ml)

Vs objem pracovniho roztoku hydrolyzatu (tj. 50 ml)

A\ objem pipetovaného pracovniho roztoku hydrolyzatu na stanoveni HYP
f prepotitavaci faktor odmérmého roztoku H>SO;4 (¢ = 0,05 mol.I'")
B mnozstvi Cistych bilkovin (%)

A absorbance

K mnozstvi kolagenu (%)

E mnozstvi elastinu (%)

Ez mnozstvi zhydrolyzovaného elastinu (%)

Mgy mnozstvi elastinu v hydrolyzatu (g)

MEs mnozstvi elastinu v susing $lach (g)

fg podil elastinu v hydrolyzatu

fs podil elastinu v susiné §lach
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