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ABSTRAKT

Diplomova prace je rozdélena do dvou ¢asti, na ¢ast teoretickou a experimentalni. Teoreticka
¢ast charakterizuje vedlejsi Zivoc¢isné produkty a popisuje nakladéni s nimi. Déle je popséno
vyuziti zelatin a hydrolyzati v potravinarském, fotografickém a farmaceutickém pramyslu.
Experimentalni ¢ast se zabyva vyuzitim dribezich b&hakl pro extrakci zelatin (pfipadné
hydrolysatti) po pfedchozim opracovani proteolytickym enzymem. Byl sledovan vliv vybra-
nych technologickych podminek pii zpracovani (mnozstvi enzymu, doba extrakce, teplota
pfi extrakci) na vytézek a kvalitu pfipravenych Zelatin, ptipadné hydrolyzatt. Vysledky byly

statisticky zpracovany a byly navrzeny optimalni technologické podminky extrakce zelatin.

Kli¢ova slova: druibezi béhaky, enzymové opracovani, extrakce, hydrolyzat, vedlejsi zivo-

¢iSné produkty, Zelatina

ABSTRACT

The diploma thesis is divided into two parts - theoretical and experimental. The theoretical
part deals with characterization of animal by-products and describes usual treatment of this
material. Usage of gelatines and hydrolysates in food, photographic, pharmaceutical industry
is depicted. The experimental part is concerning usage of chicken feet for gelatines extraction
(eventually hydrolysates) pre — treated by proteolytic enzyme. We observed defined techno-
logical conditions of manufacturing (amount of enzyme, extraction time and its temperature)
influencing the yield and quality of gelatines eventually hydrolysates. The results were sta-

tistically processed and optimal technological conditions for gelatine extraction were stated.

Keywords: chicken feet, enzyme preparation, extraction, hydrolysate, animal by-products,

gelatine
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UvVOD

Opracovani jate¢ného téla je prvni vyrobni fazi v masném primyslu. Zvitata jsou pii
ném usmrcena, ziskava se maso a vedlejsi jatecné produkty (krev, klize, stfeva, droby, zlazy,
tukova tkan aj.). Maso je nepostradatelnou soucasti lidské stravy. Ze zdravotniho hlediska
je cenéno zejména pro obsah biologicky hodnotnych bilkovin a latek budujicich organismus.
Obsah plnohodnotnych bilkovin v mase je od 16 do 20%. Z vitamini maso obsahuje
zejména vitaminy skupiny B. Dodava organismu Zelezo a fosfor. Driibezi maso je uzivano
na celém svété a v prub¢éhu poslednich n¢kolika desetileti se zvysila jeho popularita v mnoha
zemich. Jednim z diivodii jsou relativné nizké vyrobni ndklady, rychly riist driibeze a vysoka

nutri¢ni hodnota masa.

Se zvySujici spotfebou masa, roste i produkce vedlejSich Zivoc¢iSnych produkti. Po-
uziti pro nepozivatelné vedlejsi produkty se neustdle méni na zédkladé dostupnych technolo-
gii a z4jmu spotiebiteld napt. kiize a kozeSiny se pouzivaji k vyrobé kozeného zbozi, tuky
K ptipravé primyslovych oleji, maziv, mydel a kosmetickych ptisad. Kosti se pouzivaji
K vyrobé krmiv a hnojiv. Nékteré zlazy se pouzivaji k pripravé 1é¢iv. Naptiklad hovézi va-
je€niky k vytézku estrogenu, slinivka bfisni k vytézku inzulinu, ktery se pouziva k 1é¢bé di-

abetu. Plice se pouzivaji k vyrobé krmiv pro domaci zvitata.

Jednim z nejvyznamnéjsich vedlejSich zivocisnych produkti je Zelatina. Komercni
Zelatina je pfipravena preménou kolagenu Kyselym ¢i alkalickym zptisobem. Kolagen je roz-
Sifen v celé ti$i Zivych organismt s vyjimkou jednobunécnych a patii mezi technicky nejda-
funkci, zejména v souvislosti s jejich mechanickymi vlastnostmi. NejvyuZzivanéjsi surovinou
pro zisk Zelatiny jsou veptova kiize, hovézi kiize a kosti. Podle G¢elu pouZiti v praxi rozdé-
lujeme Zelatiny do n€kolika skupin. Nejvyznamné&j$imi oblastmi pouziti jsou potravinarsky,
farmaceuticky a fotograficky prumysl.
V diplomové¢ praci se zabyvam piipravou zelatin/hydrolyzati extrakci z driibezich
behak, coz je vedlejsi zivocisny produkt pii opracovani jatecné drabeze, doposud mélo vy-

uzivany (Asijska kuchyng).
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1 VEDLEJSI PRODUKTY JATEK A MASO-ZPRACUJICIiCH
ZAVODU

Vedlejsi produkty zivocisného pivodu vznikaji zejména pii porazeni zvitat k lidské
spotiebé, pii vyrobé produktl zivoc¢isného plivodu, jako jsou mlééné vyrobky, pii neskod-
ném odstranovani mrtvych zvirat a béhem opatieni pro tlumeni nédkaz. Bez ohledu na ptivod
predstavuji tyto produkty potencialni riziko pro zdravi lidi a zvifat a pro Zivotni prostiedi.
Toto riziko je tieba vhodné zvladat, bud’ neSkodnym odstranénim téchto produktii bezpec-
nymi prostiedky, nebo jejich vyuzitim po jiné ucely za predpokladu, Ze jsou dodrzeny ptisné

podminky, které snizuji zdravotni rizika spojena s t€émito produkty na minimum.[1]

JateCny priimysl je znam jiz od nepaméti, ale potencialni riziko pro Zivotni prostiedi
zacal odpad vznikajici pfi bourani masa ptedstavovat v poslednich desetiletich diky polari-

zaci do velkych masokombinati.[2]

1.1 Kategorizace vedlejSich produktii ZivociSného piivodu a ziskanych

produkti

Natizeni (ES) €. 1774/2002 zavedlo klasifikaci vedlejSich produktt Zivocisného pii-
vodu do tii kategorii v zavislosti na stupni rizika spojeného s témito produkty. Podle uvede-
ného natizeni musi provozovatelé uchovavat vedlejsi produkty Zivo¢isného piivodu riznych
kategorii vzajemn¢ oddélené, jestlize maji v imyslu vyuzivat vedlejsi produkty Zivoc¢isného
puvodu, které nepfedstavuji vyznamné riziko pro zdravi lidi nebo zvifat, zejména pokud tyto
produkty pochazeji z materiali vhodnych k lidské spotfeb&. Uvedené nafizeni zavedlo rov-
nez zasadu, ze hospodarska zvitata by se neméla krmit materidlem, ktery predstavuje vysoké
riziko, a Ze materidlem pochdzejicim ze zvifat by se neméla krmit zvifata druhd, z nichz
tento material pochézi. Podle uvedeného natizeni smi do krmivového fetézce vstoupit pouze

material ze zvifat, ktera podstoupila veterinarni prohlidku.[1,3]

1.1.1 Material kategorie 1

Do této kategorie fadime cela téla a vSechny jejich Casti, v€etné kizi a kozek zvirat
podezrelych z infekce TSE, dale jinych nez hospodaiskych a volné zijicich zvifat, zejména
zvifat v zajmovém chovu a zvifat chovanych v zoologickych zahradach a cirkusech. Také
zvifata pouzivana pii pokusech a volné Zijici zvitata, u nichz existuje podezieni na infekci

onemocnénim pienosnym na ¢loveéka nebo zvifata. Dale do kategorie 1 zahrnujeme vedlejsi
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produkty zivocisného piivodu ziskané ze zvitat, ktera byla podrobena nezédkonnému oSetieni
a vedlejsi produkty zivoc¢isného ptivodu sebrané béhem tpravy odpadnich vod ze zafizeni
nebo podnikl zpracovavajicich materil kategorie 1, nebo z jinych zatfizeni nebo podnikd,
Vv nichz se odstraniuje specifikovany rizikovy materidl. Odpad ze stravovacich zafizeni
vznikly v dopravnich prostfedcich mezinarodni dopravy a smési materialu kategorie 1 bud’

s materidlem kategorie 2, s materidlem kategorie 3, nebo s materidlem obou kategorii.

1.1.2 Material kategorie 2

Material kategorie 2 zahrnuje hntij a obsah traviciho traktu. Vedlejsi produkty zivo-
¢iSného pivodu sebrané béhem upravy odpadnich vod ze zafizeni nebo podnikli zpraco-
vavajicich material kategorie 2. Dale vedlejsi produkty Zivocisného ptvodu, které obsa-
huji kontaminanty piesahujici piipustné urovné, nebo jsou z divodu vyskytu cizich téles
Vv téchto produktech prohlaseny za nevhodné k lidské spotiebé. Zahrnujeme zde i produkty
zivocisného pivodu, kromé materialt kategorie 1, které jsou dovezeny nebo propustény
ze tfeti zem¢ a nesplituji veterinarni pravni predpisy Spolecenstvi pro jejich dovoz nebo
propusténi do Spolecenstvi, kromé ptipadil, kdy pravni ptedpisy Spolecenstvi umoziuji
jejich dovoz nebo propusténi za zvlastnich omezeni nebo za podminky jejich navratu do
tieti zemé, nebo jsou odeslany do jiného ¢lenského statu a nespliuji pozadavky stanovené
nebo schvalené pravnimi piedpisy Spolecenstvi, kromé piipadd, kdy jsou vraceny za po-
voleni ptisluSného organu ¢lenského statu pivodu. Do této kategorie fadime zvitata, ktera
uhynula jinak nez poraZzkou nebo usmrcenim k lidské spotiebé, vcetné zvitrat usmrcenych
za uCelem tlumeni nékazy, dale plody, embrya, sperma, které nejsou ur¢eny k chovnym
uceliim a driibez odumfela ve vejci. Smési materialu kategorie 2 s materialem kategorie

3.[1]

1.1.3 Material kategorie 3

Vedlejsi produkty zivoc¢isného ptivodu zahrnujici materidly kategorie 3 jsou téla
porazenych zvifat a jejich ¢asti, nebo v ptipad¢ zvéfe téla usmrcenych zvitat nebo jejich
¢asti, které jsou podle pravnich pfedpisti vhodné k lidské spotfebé, av§ak z obchodnich
davodi nejsou k lidské spotfebé urceny. Jate¢né upravena téla a jejich Casti pochazejici
bud’ ze zvirat, ktera byla poraZena na jatkach a po prohlidce pted pordzkou byla shledana
jako zpusobila k porazce k lidské spotiebe, nebo téla a jejich ¢asti zveéie usmrcené k lidské

spotfebé v souladu s pravnimi predpisy. Jako ¢asti téla jsou mysleny hlavy dribeze, kiize
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a kozky, v¢etné jejich odiezki a platki, rohy a koncetiny, véetné ¢lankt prsti, zapéstnich
a zaprstnich ktstek, narti a zanarti, praseci stétiny, pefi. Dale vedlejsi produkty zivocis-
ného ptivodu z driibeze a ze zajicovcl porazenych na farmé, kteti nevykazovali ptiznaky
onemocnéni prenosného na ¢lovéka nebo zvitata, krev pochazejici ze zvitat, ktera nevy-
kazovala zadné ptiznaky onemocnéni ptenosného krvi na ¢lovéka nebo zvitata, ktera byla
porazena na jatkach a ktera po prohlidce pied porazkou byla shleddna zptsobilymi k po-
razce k lidské spotiebé v souladu s pravnimi piedpisy. Vedlejsi produkty Zivoc¢isného pti-
vodu, které vznikaji pfi vyrob¢ produkti uréenych k lidské spotiebé, véetné odtuénénych
kosti, Skvarkid a kalu z odstiedivky a separatoru ze zpracovani mléka, produkty zivocis-
ného ptivodu nebo potraviny obsahujici produkty zivoc¢isného pivodu, které z obchodnich
divodl nebo z diivodu problémtl zplsobenych vyrobnimi vadami, vadami baleni nebo
jinymi zavadami, z nichz nevzniké zadné riziko pro zdravi lidi ani zvifat, jiz nejsou ureny
k lidské spotiebé. Dale sem fadime krmiva pro zvifata v zajmovém chovu a krmiva Zivo-
¢iSného plivodu nebo krmiva obsahujici vedlejsi produkty Zivocisného plivodu ¢i ziskané
produkty, které z obchodnich dtivodi nebo z divodu problému zptisobenych vyrobnimi
vadami, vadami baleni nebo jinymi zdvadami, z nichz nevznika zadné riziko pro zdravi
lidi ani zvitat, jiz nejsou ureny ke krmeni. Krev, placenta, vina, pefi, srst, rohy, odiezky
paznehtl a syrové mléko pochézejici ze zivych zvitat, kterd nevykazovala zadné ptiznaky
onemocnéni pfenosného timto produktem na ¢lovéka nebo zvifata. Vodni Zivocichové
a jejich ¢asti, kromeé motskych savca, ktefi nevykazovali zadné ptiznaky onemocnéni pie-

nosného na ¢lovéka nebo na zvitata.[4]

1.2 Nakladani s odpady

Neskodné odstranéni vedlejsSich produktii zivocisného ptivodu a ziskanych produktt
by mé&lo byt provadéno v souladu s pravnimi piedpisy z oblasti Zivotniho prostiedi tyka-
jicimi se skladek a spalovani odpadl. Aby byla zajiSténa jednotnost, mélo by byt spalo-
vani provadéno v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 2000/76/ES ze dne
4. prosince 2000 o spalovani odpadt. Spoluspalovani odpadt, bud’ jako jejich vyuziti,
nebo neskodné odstranéni, musi spliiovat podobné podminky pro schvaleni a provoz jako
spalovani odpadil, zejména co se ty¢e meznich hodnot emisi do ovzdusi, vypousténi od-
padnich vod a zbytki, kontroly a sledovani a pozadavki na méfeni. V disledku toho by
meélo byt povoleno piimé spoluspalovani vSech tii kategorii materialti bez predchoziho

zpracovani. Pouziti vedlejSich produktti Zivoc¢isného ptivodu nebo ziskanych produkti
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jako paliva ve spalovacim procesu by mélo byt povoleno a nemélo byt povazovano za
neSkodné odstranovani odpadu. Toto pouziti by nicméné¢ meélo byt provadéno za podmi-
nek, které zajisti ochranu zdravi lidi a zvifat i dodrzovani piislusnych norem v oblasti Zi-
votniho prostiedi. Nové technologie, které jsou dnes vyvijeny, nabizeji vyhodné zptsoby
vyroby energie na zaklad¢ vedlejsich produktti zivocisného ptivodu nebo zajisténi bezpec-
ného neskodného odstranéni téchto produktii. Bezpecné neskodné odstranovani vedlejsich
produkti zivocisného plivodu mize byt provadéno na zakladé riznych metod jejich bez-
pecné izolace na misté a zavedenych zpusobt jejich neSkodného odstranovani. Podpora
védy a vyzkumu a umélecké ¢innosti mohou vyzadovat pouziti vedlejSich produktl Zivo-
¢isného puvodu nebo ziskanych produkt vSech kategorii. Moznost zahrabani a spaleni
vedlejSich produktt ZivociSného pivodu, zejména mrtvych zvifat, mize byt v nekterych
situacich odivodnéné, obzvlasté v odlehlych oblastech nebo v situacich tlumeni nakazy
vyzadujicich nouzové neskodné odstranéni zvifat usmrcenych v ramci opatfeni k tlumeni

vzplanuti zavazného pfenosného onemocnéni.[1,5]

Neskodné odstranéni a pouziti materialu kategorie 1

Material kategorie 1 se neSkodn¢ odstrani jako odpad spalenim ptimo bez predcho-
ziho zpracovani, po zpracovani tlakovou sterilizaci, nebo spoluspédlenim. NeSkodné se
také odstrani zahrabanim na povolené skladce, nebo se pouZije jako palivo pro spalovani

%

pro energetické ucely po predchozim zpracovani ¢i bez n¢;j.
Neskodné odstranéni a pouziti materialu kategorie 2

Taktéz material 2 se neSkodné odstrani jako odpad spéalenim bud’ pfimo, nebo po
tlakové sterilizaci, dale spoluspalenim ¢i uloZenim na povolené skladce. Dal$i moZnosti
je, ze se vyuzije K vyrobé organickych hnojiv, pidnich pfidavkia nebo se zkompostuje ¢i
pfeméni na bioplyn.

Neskodné odstranéni a pouziti materidalu kategorie 3

Neskodné odstranéni materidlu 3 je provedeno spalenim, spoluspalenim, ulozenim
na povolené skladce. Dale se pouzije k vyrobé krmiv pro hospodaiska zvifata, Kk vyrobé
syrovych krmiv pro zvifata v zajmovém chovu, K vyrobé organickych hnojiv nebo pud-

nich ptidavkd. Dals$i moznosti zkompostovani nebo se preméni na bioplyn.[1,6]
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2 MOZNOSTI ZPRACOVANI VEDLEJSICH PRODUKTU JATEK
A MASO-ZPRACUJICICH ZAVODU

Vedlejsi produkty Zivo&isného ptivodu, oznatované zkracené VZP, by mély byt pou-
zivany, pouze pokud jsou rizika pro zdravi lidi a zvifat v priibéhu jejich zpracovani a pfi
uvadéni ziskanych produkti vyrobenych na bazi vedlejsich produktt zivoc¢isného piivodu
na trh snizena na minimum. Neni-li tato moznost dostupnd, mély by byt vedlejsi produkty

zivo¢isného pivodu za bezpecnych podminek neskodné odstranény.[1]

Jatecné opracovanym télem se rozumi cel¢ t¢lo porazeného zvitete, s vyjimkou dra-
beze podle zvlastniho predpisu (vyhlaska ¢.201/2003 Sb.). Je prvni vyrobni fazi v masném
pramyslu. Zvifata jsou pfi ném usmrcena a ziskavaji se pti ném vedlejsi jate¢ni produkty
(krev, kiize, stfeva, droby, zlazy, tukova tkan aj.). Dnes se uskuteciiuje na vysoce mecha-

nizovanych a automatizovanych linkach v pramyslovych jatkach ¢i masokombinatech.[7]

VZP v podilu cca z 100% jate¢ného skotu : Krev 3,5%, hlavy 3%, ktize 8,5%, stteva
8%, rohovina a rohovina z kopyt 0,15%, technické kosti, konfiskaty, technicky 13j a lojové
odpady 6%.[8]

Vedlejsi produkty pii opracovani jateCnych kufat jsou: pefi, krev, béhaky, hlavy,
stieva, ¢ast zpracuji asanacni ustavy (krev, pefi) za uplatu a zbytek se proda vyrobctim
krmeni, snaha je ziskat vyrovnanou bilanci. Jate¢né kute 100%, pak cca hlava 3%, béhaky

5%, krev 3%, pefi 5,5%, stieva 6%.[9]

2.1 Zpracovani dribezich vedlejSich produktu

V soucasné dobé jsou vedlejsi zivo€isné produkty vyuZzivany pro prospésné ucely.
Zavody na celém svété zpracovavajici dribez vytvari velké mnozZstvi pevnych vedlejSich
produktt v podobé hlav, koncetin, kosti, vnittnosti a peti. Tyto odpady jsou Casto zpraco-
vany na krmiva pro hospodarské zvitata, hnojiva, krmiva pro domaci zvitata, nebo jsou
zcela zlikvidovany. Nevhodna likvidace téchto odpadii zpisobuje znecisténi zivotniho
prostiedi, nemoci a ztratu uzitecnych biologickych zdroji, jako jsou bilkoviny, enzymy a
lipidy. Metody vyuzivajici téchto biologickych komponentt pro vyrobu produktt s pida-

nou hodnotou by mohla byt dal$i mozZnou alternativou pro nakladani s t€émito odpady.

Zivo¢isné odpady jsou slozeny z biologicky odbouratelnych C, N, H, O slouéenin.

Tyto slouceniny mohou byt ziskdny a pouzivany v riznych primyslovych odvétvich napf.
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v mikrobiologii, v medicing, ve farmacii, v kosmetice a zaroven by snizovaly objem vy-

choziho odpadniho produktu.[10]

Odpady urcené pro krmivaiské ucely se rozmélni v drtici a ziskana smés se nasledné
opracuje pii 121°C asi 30 min. Vznikne tmavohnéda, drobiva, na tuk bohaté, dobie zpra-

covatelna a skladovatelna hmota se specifickym aroma. Obsah susiny je cca 90%.[11]
Krev

Krev tvoti kolem 7 az 7,5% celkové zivé hmotnosti driibeze. Obsah plazmy a krev-
nich télisek je v poméru asi 6:4. Krev obsahuje asi 90% vody, zbytek tvoii rozpustné bil-
koviny, lipidy a mineralni latky. Slozeni a vlastnosti, oSetieni a konzervace dribezi krve
jsou obdobné jako u jinych jateénych zvifat. Potravinaiské vyuziti je omezeno jejim hy-
gienickym ziskdvanim. MozZnosti zpracovani jako potraviny se vyuziva hlavné u krve
vodni dribeze, a to do konzerv a masnych vyrobkl. Vétsina krve se zpracovava pro krmi-

vaiské ucely.[12,13]
Kiize
Kuze dribezZe je pozivatelnou ¢asti. Kiize driibeze neobsahuje zlazy, kromé kostréni.

Kuze je jemna, pokryta peiim, které vyrista z papil.[7]

Kuteci ktize ptrevazné obsahuji kolagen typu I a III. Moznost extrakce Zelatin z ku-
fecich kuzi a jeji srovnani s komeréni zelatinou je popsana ve studii N. M. Sarbona,
(2013).[14]

Droby

Droby jsou pozivatelné vnitinosti a ¢asti tél jate¢né opracovanych zvifat. Za droby
povazujeme srdce, jatra, svalnaty zaludek a krk. Nejcenné;jsi pro technologické zpracovani
jsou jatra jatené driibeze pro specifické vlastnosti organoleptické, technologické a vyzi-
vové. Z hlediska technologického je mozné zpracovani na pastiky, pfiCemz zvlastni ob-
lasti je produkce delikatesnich vyrobkti z jater vodni dribeze, které jsou typické vysokou
infiltraci tuku. Je vSak nutno zduraznit, ze ve vnitinostech miize dochazet 1 ke kumulaci

Skodlivin z prostredi, krmiv a vody.[7]
Kureci behaky

Kureci béhaky se skladaji z 85% bilkovin, coz je hlavné kolagenu a 2,7% tuku.


http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0268005X12001099
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Nejveétsi ¢ast kutecich béhaku se likviduje s vyjimkou nékterych asijskych zemi, kde jsou
kuteci beéhaky vareny a spotfebovany konzumaci. S narGstem spotieby dribeze se pro-
dukce kufecich b¢hdki zvysila a zplsobila znepokojeni ohledné Zivotniho prostredi.
Kolagen z drubezich béhaku se sklada hlavné z kolagenu typu I a typu I, obsahuje 30%
glycinu, 11% prolinu, 10-12,7 % alaninu a kyseliny glutamové.[15]

2.2 Vyroba Zelatin/hydrolyzati

2.2.1 Kolagen

Kolagen je rozsifen v celé 1iSi zivych organismu s vyjimkou jednobunécnych a patii
rym zajiStuje spravnou funkci, zejména v souvislosti s jejich mechanickymi vlast-
nostmi.[16] To je dano jeho specifickou strukturou, charakteristickou vysokym stupném
vnitini organizace molekul. Kolagen piedstavuje 25-30 % vSech bilkovin v téle. Tvorti
hlavni organickou slozku kuze, kosti, chrupavek, §lach a vaziva. Je rovnéz vyznamnou
soucasti cévnich stén, bazalnich membran a rohovek. Mé opérnou a ochrannou funkci.
Patfi, zejména jako slozka mezibunééné hmoty, ke kliCovym proteintim zivotnich po-

chodti ve zdravém i v nemocném organismu.[17]

Kolagenni vldkna jsou tvofena molekulami tropokolagenu (relativni molekulova
hmotnost je asi 30 kDa), které se skladaji ze tii vzajemné stoCenych Sroubovic. Pfevazné
se vyskytuji a-helixy. Tropokolagen spontanné agreguje za vzniku kolagennich vlaken.
Ve skladbé aminokyselin je proti ostatnim proteinim anomalii vysoky obsah glycinu (asi
30%), prolinu (asi 12%) a piitomnost hydroxyprolinu (asi 10%) a 5-hydroxylysinu (asi
0,5%). Sekvence aminokyselin se sklada z opakujicich se jednotek Gly-X-Y, kde X je
¢asto prolin a Y hydroxyprolin ¢i hydroxylysin. Na volné hydroxylové skupiny peptido-
vého fetézce byvaji glykosidovou vazbou vazany glukosa nebo galaktosa. Cukry tvofi
0,4-12 % hmotnosti molekul kolageni. Kolageny jsou tedy glykoproteiny. V pojivovych
tkanich je doprovazeji proteoglykany.[18]

U savci existuje 10 variant kolagen slozenych minimaln¢€ z 18 odlisnych polypep-
tidovych fetézct, které se vyskytuji v riiznych tkanich téhoz jedince. V kazi a kostech je

nejrozsifenéjsim typem kolagen typu I skladajici se ze dvou fetézcu tzv. a1 kolagenu a
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jednoho fetézce a2 kolagenu. Molekula kolagenu I mé relativni molekulovou hmotnost

285 kDa, tloustku 1,4 nm a délku 300nm.[19]

Obrazek 1. Retézce a1,23.[19]

Kolagen se nerozpousti ve studené vodé ani v roztocich soli a ztedénych roztocich
kyselin a zasad. Jeho charakteristickou vlastnosti je smrStovani (zkrdceni molekul) pfi
zahtivani na ur€itou teplotu, které je pozorovatelné také pfi vareni a pe€eni masa. Nékdy
se tato forma lisici se konformaci oznacuje jako kolagen B a nativni forma jako kolagen
A. Teplota pii které dochazi ke smrsténi kolagenu zavisi na jeho puvodu. U kolagenu

rybiho masa je tato teplota asi 45°C a u masa savct zhruba 60-65 °C.[18]

Kolagen je obnovitelnou surovinou a jeho zdroje jsou téméf neomezené. Je proto
snaha neustale zdokonalovat preparaty z ného vyrabéné a hledat nové moznosti jejich
Zpracovani a vyuziti. Kromé toho, ze je kolagen hlavni surovinou kozedéIného prumyslu
pro vyrobu usni (roéné se zpracuji asi 4.mil. tun kolagenu[20]), vyuziva se v fadé dalSich
oborii. Pfehled vyuziti je uveden v tabulce 1. Cetné aplikace vyplyvaji z ,.fyziologické
blizkosti* nebo dokonce identité aplikovaného kolagenu s télesnym kolagenem, resorbo-

vatelnosti, a schopnosti zadrzovat vodu.[17]
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Strukturni rovina

Obor pouZziti/produkty

vyroba usni, kryti ran, nadhrada pokozky,

Pletivo vlédken/plocha
nahrada cév,
sttivka z kolagenovych past, obalové f6-
Vlékna lie, membrany, hemostyptika, prasek na
rany
o biokompatibilni plastové nebo keramickeé
Fibrily

materialy, kostni a Celistni chirurgie

Makromolekuly

nativni kolagen, atelokolagen, deamido-

vany kolagen pro kosmetiku a medicinu

Polypeptidy

zelatina, klih, hydrolyzaty kolagenu, ex-
pandéry plazmy, kapsule, Zelatinaéni pro-
stiedky, tensidy, emulgétory, zahustova-

dla, krmiva, hnojiva

Tabulka 1. Strukturni hierarchie kolagenu a prirazené obory pouZiti

2.2.2 Preména na zZelatinu

Zelatina se vyrabi hydrolyzou kolagenu. Komerénim zdrojem surovin jsou kosti a

kiize ze skotu a prasat. Kolagen mize byt hydrolyzovan kysele, nebo alkalicky. Zelatiny

jsou oznacovany podle ptivodu a ¢inidla pouZitého pii zpracovani surovin. Typ A zpraco-

vany kysele a typ B alkalicky.[21]

Z hlediska teoretickych pfedstav pfemény kolagenu na zelatinu rozeznavame tii pochody:

a) Stépeni pticnych kovalentnich intermolekularnich vazeb na urovni kvartérni struktury,

b) denaturace na Grovni terciarni struktury,

c) hydrolytické stépeni peptidickych vazeb polypeptidovych fetézcti na molekularni

urovni.
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Zasah do struktury polypeptidového fetézce ma charakter degradace, depolymerace
a je jevem nezadoucim: ¢im méné téchto vazeb je rozstépeno, tim lepsi fyzikdlné che-
mické vlastnosti Zelatina ma.[17] Zdroj, vek a typ kolagenu, stejné jako pouzity proces

denaturace, ovliviiuje vlastnosti a strukturu Zelatiny.[22]

Zelatina je téméf bez chuti a zapachu. Jde o kiehkou pevnou latku se slabé Zlutym
zabarvenim. Obsahuje cca 14% vlhkosti a mé relativni hustotu 1,3 - 1,4. Zelatina je roz-
pustna ve vodnych roztocich s vicemocnymi alkoholy, jako je glycerol a propylenglykol.

Nerozpustna v méné polarnich organickych rozpoustédlech.[23]

Typickou vlastnosti zelatin je ptechod sol-gel. Gel Zelatiny jevi tixotropii, zahfatim

na urcitou teplotu ,,taje a pfechazi na sol. Je to pfeména inverzni, nikoli vSak vratna:

342C 280

gel 7> sol sol > gel

Z hlediska slozeni AMK je mozné zelatinu povazovat za chemicky velmi Cistou formu

kolagenu. Jsou odstranény nevlaknité bilkoviny, mukopolysacharidy a tuky.[24]

Zelatina je nutriéné nekompletnim proteinem, protoZe neobsahuje L-tryptofan. Hyd-
rolytické produkty o rizné M, jsou piedstavovany smési volnych aminokyselin a ve vodé
rozpustnych peptidi s obsahem L-prolinu, L-hydroxyprolinu a glycinu. Hydrolytické pro-

dukty Zelatiny a kolagenu jsou z hlediska obsahu aminokyselin velmi blizké.[25]

Dalsi vlastnosti Zelatiny je jeji hydroskopiénost, je potieba ji skladovat v suchu, kde
nemuze absorbovat vodu. Vét§i pozornost musime vénovat Zelatinovym roztokiim, kde je
vynikajici prosttedi pro riist bakterii. Zelatina je produkt, kde je velice diilezitd mikrobio-
logicka kvalita.[21] Zelatina uloZena ve vzduchot&snych obalech pii pokojové teploté zi-

stava nezménéna po dlouhou dobu.[23]
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3 VYUZITI ZELATIN A HYDROLYZATU

3.1 Zelatina

Podle ucelu pouziti v praxi rozdélujeme Zelatiny do n€kolika skupin. Nejvyznamnéj-
S$imi oblastmi pouziti jSou potravinatsky, farmaceuticky a fotograficky primysl. Tyto hlavni
skupiny ptredstavuji ¢ast odvétvi primyslu, kde zelatiny nachazeji uplatnéni, ale v praxi se
déli na fadu podskupin, z nichz kazda klade na zelatinu specidlni pozadavky podle ucelu, k

némuz ma byt Zelatiny pouzito.[26]
Potravinaisky primysl

V zavislosti na chemickych vlastnostech, struktute a pevnosti gelu zelatiny miize mit
ruzné aplikace v potravinarskych primyslu. Podle Moritaka a Nakazawa (2010) byla zela-
tina pouzita jako Zelatinové ¢inidlo jiz od starovéku a v poslednich letech byla pouzita
K apravé fyzikalnich vlastnosti potravin pro star$i lidi, ktefi maji problémy se zvykanim a

polykanim.[27]

Zelatina s vy§8imi viskozitnimi vlastnostmi, S hodnotami Bloom 240-280 a dobrymi
pénovymi vlastnostmi je upfednostiiovana pro vyrobu marshmallows.[28,29] Marshmallows
a pusinky se skladaji ze ¢tyt hlavnich slozek - gluk6zového sirupu, sacharézy, roztoku zela-
tiny a vody. Jedna se o kontinualni proces, rychly prubéh slehani se stabilizaci pény. Jsou
umisténé na nekonecny pas, a aby se zabranilo vzajemnému slepeni, tak jsou pokryty tenkou

vrstvou $krobu, nebo cukru.

Zelatinové dezerty predstavuji jednu z nejvétsich aplikaénich oblasti pro potravinai-
skou zelatinu. V Mexiku je spotfeba na obyvatele dokonce vEtsi nez ve Spojenych statech a
v Polsku. Nejen v téchto zemich je zelatina vyuzivana v celé fadé forem, barev a chuti. Po-
davaji se k snidani, jako dezert, nebo se pouziva pro piipravu ovocnych kolaci. Zelatinovy
dezert se sklada z praskové zelatiny, cukru, ovocnych pfichuti, barviv a okysli¢ovacimi sloz-

kami.[29]

Zelatina v mase - Zelatina se pouziva do aspiki, syri, kufecich rolek, ke konzervo-
vani Sunky, pfidava se do masnych vyrobkl vSeho druhu. Jeji funkci je absorbovat masové
Stavy, dat tvar a strukturu, kterd by se jinak rozpadla. Jeji pouziti se pohybuje od 1 do 5%,

Vv zavislosti na druhu masa, vyvaru, struktufe pozadované v kone¢ném vyrobku.[24]
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Velmi vyznamnou vlastnosti Zelatin je schopnost tvorby filmu. Zelatinové filmy a
povlaky se pouzivaji jako jedlé obalové materidly na ovoce, zeleninu, chlazené a mrazené
potraviny, na potravinové polotovary, na ofisky atd. Pfidavkem zmé&kcovadel o nizké mole-
kulové hmotnosti se snizuje teplota tdni (Tm) a teplota skelného ptechodu (Tg) Zelatinovych
filmt. Mechanické vlastnosti filmi jsou vyrazné ovlivnény zptasobem jejich ptipravy. Filmy
ziskané odparovanim pii vyssich teplotach (cca 60 °C) mély nizsi pevnost v tahu a % pro-
dlouzeni nez filmy pfipravené odpatovanim pii nizkych teplotach s ptidavkem plastifikatorti
do 25%.[11]

Farmaceuticky priimysl

Zelatina je nesmirn¢ dileZzitd a vSestranna pomocna latka pro farmaceutické a 1ékat-

ské aplikace, je uvedena ve vSech hlavnich 1ékopisech.[29]

Farmaceuticka Zelatina musi spliiovat naro¢né pozadavky:

a) mikrobiologické vlastnosti — nepfitomnost patogennich a nepatogennich mikrobi

b) fyzikaln¢-mechanické vlastnosti — struktura, viskozita, pevnost gelu

¢) chemické vlastnosti — hodnota pH

d) nepfitomnost t¢zkych kovl

Pii vyrobé 1€kt a v 1ékatstvi se vyuZziva Zelatin, které se svymi vlastnostmi blizi jedlé Zela-
ting.

Farmaceuticka zelatina se vyrabi hlavné z hovézich nebo veptovych kizi. Barva je
svétle zluta az bila. Roztok Zelatiny je &iry. Zelatina se dodava granulovana. Je velmi dobie
rozpustna. Vzhledem k tomu, ze obsahuje 9 z 10 esencidlnich aminokyselin, jeji nutri¢ni
hodnota je velmi dobra.

PredevSim se Zelatina pouZziva na vyrobu tvrdych zelatinovych kapsli, mékkych Ze-
latinovych kapsli, tablet (a k potahovani tablet), mikroenkapsuli. Historie vyroby tvrdych
zelatinovych kapsli sahd do roku 1833, kdy byly kapsle vynalezeny a zpo€atku se pouzivaly
k maskovani nepfijatelné chuti 1é¢iv.[11] Podobné jako mekké Zelatinové kapsle se 1éCivo v

kapslich 1épe polykd, protoZe maji piiznivy tvar pro polknuti a jsou kluzké po smoceni v

ustech.[30]
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Fotograficky priimysl

Zelatina se pouZiva jiz vice nez 100 let jako pojivo svétlocitlivych produktii. Funkci
zelatiny ve fotografickém primyslu pfedurcuje jeji ochranna koloidni vlastnost, filmotvorna

vlastnost béhem potahovani a botnani pti zpracovani exponovanych folii nebo papiru.[31]

Ziskava se prevazné z kosti, pticemz proces piipravy a extrakce surového materialu
je veden za prisn¢ kontrolovatelnych podminek vedoucich k Zelatin€ s pozadovanymi foto-

grafickymi vlastnostmi (citlivost, neutradlnost, minimalni zékal).

Inertni fotograficka Zelatina tvofti také podkladni vrstvu barevnych fotografickych
materidlti. Zabezpecuje dobré piilnuti celé emulze skladajici se z n¢kolika vrstev (kazda je
citlivd na jednu ze zdkladnich barev) k podlozce. Tvoii i ochranné vrstvicky citlivych vrs-
tev.[11] Spektrum Zelatinovych aplikaci zahrnuje mnohem vice nez jen tisk, diapozitiv, film,
kinofilm. Primysl zpracovava fotografickou zelatinu k riznym typtim filmt pro polygrafii,

k védeckym a technickym emulzim jako jsou jaderné emulze v nuklearni medicing.[32]

Fotochemicky priimysl pozaduje Zelatiny standardnich fyzikélnich i fotochemickych
vlastnosti, coz zna¢né usnadnuje praci a bezprostiedni pouziti Zelatiny pro vyrobu urcitého
druhu fotografického materialu s minimalnim po¢tem zmén a Gprav procesu vaieni emulze
a jejiho dalsiho zpracovani. Termin fotografické emulze se vztahuje k disperzi halogenidu

stiibrného (fotografickych mikrokrystald) v Zelatin€ potazené na nosici.[33]

Fotochemické vlastnosti Zelatiny je moZno zlepSit spravnym vybérem vhodnych
druhti surovin. Vhodné jsou hovézinové Stipenky, zajeci nudle, teletinové Stipenky a hlavy
a kvalitni druhy kosti. Velky vliv na fotochemické vlastnosti mé skutecnost, zda surovina
byla opracovana v kyselém nebo alkalickém prosttedi, a rovnéz dikladnost prani. Delsi vap-
néni klihovek poskytuje Zelatiny s nizsi citlivosti a s mékkou gradaci. U kostnich Zelatin se
dikladné&jsi vapnéni projevi zvySenim rychlosti zrani a dobrym Cernanim. Dulezita je také
kvalita pouZivané vody.

Pozadavky kazdého vyrobce fotografického materidlu jsou velmi piesné, a proto se
fotograficka Zelatina prodava vétSinou podle vzorkl. Fotochemické zavody si je vyzkouseji

a podle vysledka zkousek kupuyji.

Zelatinarny mnohdy upravuji vlastnosti fotografickych Zelatin vzajemnym smichénim
jednotlivych vyrobenych Sarzi v takovém pomeéru, aby vyhovovaly emulzni zkouSce a jejimu

vyhodnoceni.[11]
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3.2 Hydrolyzaty Zelatiny

Hydrolyzat Zelatiny je specialni typ zelatiny. Je vyroben ze stejnych surovin, které se
pouzivaji pro vyrobu praski, lupenti a instantni Zelatiny. Nicmén¢ proteinové fetézce kola-
genni suroviny jsou dale chemicky, tepelné, nebo biochemicky stépeny. Takto ziskané
frakce s malou molekulovou hmotnosti maji, na rozdil od Zelatiny, mnozstvi specialnich
technologickych vlastnosti. Naptiklad jsou rozpustné ve studené vod¢ a netvofti gely i z vy-
soce koncentrovanych roztokt. Maji vSak jiné vlastnosti, které nejsou typické pro Zelatiny.
Pti vyrobé hydrolyzatu zelatiny je produkovano velmi malé mnozstvi hotkého peptidu v po-
rovnani s mnozstvim vytvoreného s jinych hydrolyzovanych proteint tak, Ze je vice neut-
ralni v chuti. Hlavni technologickou vlastnosti hydrolyzatu Zelatiny je jeho molekularni pro-
fil. To ptispivé k jeho Siroké Skéle aplikaci. Molekularni profil je zavisly na surovinach a na
vyrobnim procesu, ktery se pouZzije. Obecné plati, ze primérna molekulova hmotnost hyd-

rolyzatu Zelatiny je asi 2000-20000 g/mol.[29]

Hydrolyzaty jsou doporucovany pii degenerativnich kloubnich onemocnénich. Me-
chanismus uc¢inku neni dosud ptesné objasnén. Piedpoklada se, ze tyto fragmenty vstupuji

do biosyntézy oligopeptidu, které mohou stimulovat syntézu kolagenu.[25]

Zelatinové hydrolyzaty jsou povazovany jako dopln&k Zivotné dalezitych proteintl v
lidské potraveé. Technologii hydrolyzy dochazi u zelatiny ke zkraceni molekulovych fetézct

a tim se zvysuje stravitelnost a vyuziti aminokyselin v Zelatiné obsazenych.[34]
Potravindisky primysl

Hydrolysaty pro potravinatské ucely se dodavaji jako tzv. natravené bilkoviny a ob-
sahuji §tépné produkty bilkovin. Piipravky jsou rtizné, podle zptisobu piipravy, stupné od-

bourani piivodni bilkoviny, slozeni, ¢istoty a smyslovych vlastnosti.

Objevitelem zajimavych chutovych vlastnosti bilkovinnych hydrolyzata je Svycar-
sky mlynat J. Maggi (1890). Hydrolyzat kolagenu se od té doby pouZziva zejména jako ko-
fenici smés napt. do polévek, omacek, salati a dalSich pokrmi. Hlavni a i¢innou sloZzkou
bilkovinnych hydrolyzati je kyselina glutamova (kysely glutaman amonny), ktera urcuje

jejich smyslové vlastnosti.[11]
Hydrolyzat Zelatiny snizuje povrchové napéti a umozituje tvorbu pény a jeji stabili-
zaci. Pii urcité koncentraci pfidané do dezerti zmek¢i jejich texturu, zvysi objem a jsou poté

mnohem krémové;jsi a také stabilné;si.
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Zelatinovy hydrolyzat se ptidava do ovocnych napoji pro zvyseni nutriéni hodnoty,
ale také nedavné studie ukazaly, ze hydrolyzat Zelatiny v ovocnych §t'avach zvysuje jejich
sladkou a ovocnou chut’. Dalsi aplikaci hydrolyzatu Zelatiny je ¢isténi piva, vina a ovocnych
stav. To je zaloZeno na skutecnosti, ze hydrolyzat zelatiny reaguje s negativné nabitymi pek-

tiny a tfislovinami za vzniku sitovanych sloucenin. Po vysrazeni dochézi ke zlepSeni chuti.

Ptidava se do varené Sunky pro zachovani obsahu §t'av, také do riznych cerealnich a
proteinovych tyc¢inek, tablet, pastilek, 1ékofice kvili soudrznosti a pfilnavosti. Do instant-
nich ¢aji, bilkovinovych smési, napoji, koktejlti pro zvyseni rozpustnosti. Dale ke stabili-

zaci pomazanek, nizkotu¢nych syru.[29]
Riistové stimuldtory

Ristové stimulatory (hnojiva) se dodavaji na trh jako kapalné koncentraty nebo jako
pevné substraty. Jedna se o kolagenni hydrolysaty vyrabéné hlavné z chromocinénych po-
struzin s pfidanymi mikroelementy aktivujici vyzivu a rist rostlin. Principem pfipravki je
optimalni kombinace vlastnosti proteinové baze (obsah dusiku), né€kterych makrozivin a mi-

kroelementti v pomérech doporucenych odborniky na vyzivu rostlin.

Nekteré dalsi aplikace hydrolyzati zelatiny jsou dopliiky stravy pro sportovce, sou-
¢ast kosmetickych vyrobkii, mikroenkapsulace v zeméd¢€lstvi, plniva do plastl, adheziva

(napf. na etikety) a ptisady do pracich praskt a Sampont.[11,29]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Experimentalni ¢ast diplomové prace se zabyva moznosti extrakce zelatin/hydrolyzatt
zZ driibezich béhaku po jejich predzpracovani enzymem POLARZYME 6.0 T. Vedlejsi zivo-
¢i8né produkty zatézuji zivotni prostifedi. Vzhledem k tomu, Ze spotieba driibeziho masa
stoupd, tak produkce zivociSnych odpadii nemuze klesat. Jedinou moznosti je, ze vedlejsi
zivocisné produkty budou dale zpracovany a ze pro produkty z nich vyrobené najdeme uplat-
néni. Jatkdm by ubyla prace s nakladanim VZP a pozitivné by zasdhla do jejich bilance.
Pokud je mi znamo, doted’ neni zadna studie, ktera by se zabyvala pfeménou druibeZich bé-
hakl na zelatinu pomoci proteolytického enzymu. Metoda popsana v této praci by mohla
prinést, S ristajici poptavkou po dribezim mase, rychly a energeticky vyhodny postup pfi-

pravy zelatin z vedlejSich zivo¢isnych produktti z driibezaren - driibezich béhakd.

Cilem experimentu bylo:

-----

» posoudit moznosti piipravy Zelatin/hydrolysatu z dribezich béhaka (vedlejsi zivo-
¢iSny produkt z driibezaren) a sledovat vybrané technologické podminky pfi zpra-
covani na vytézek produkti — doba, teplota, mnozstvi enzymu

= sledovat G¢innost procesu tzn. stupen konverze

= charakterizovat pripravené produkty — obsah susiny a popelovin, pevnost gelu

* navrhnout optimalni podminky zpracovani
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Drubezi béhaky

Surové driibezi béhaky byly dodany firmou Raciola Uhersky Brod a jejich slozeni je:

Obsah popelovin Obsah bilkovin Obsah tuku

Dribezi béhaky 16,1% 48,3% 29,9%

5.2 Pristroje, pomiicky, chemikalie

5.2.1 Pristroje
= fezacka masa SPAR Mixer SP-100AD-B
* muflova pec Nabatherm (Némecko)
= pH metr WTW pH 526 (Némecko)
» tfepaci ptistroj LT2 firmy Kavalier
» analytické vahy Kern 770
» laboratorni vahy Kern 440-47
= suSarna MEMMERT ULP 400
» suSarna WTB Binder E-28-TB1
* horkovzdus$na trouba Mora
* lednicka s mrazni¢kou Samsung Calex
* magnetické michadlo IKA LABORTECHNIK RCT BASIC s topenim
* magnetické michadlo IKA C-MAG HS7 s topenim
» magnetickd michadélka (8 x 40 mm)
= exsikator (S vysuSenym silikagelem)
* topnd deska Schott s magnetickym michadlem
= Sevens-LFRA analyzator (ur€eny pro stanoveni pevnosti gelu)

= centrifuga universal 32
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5.2.2

Pomucky

4x Erlenmayerova banka

3x PE lahev 2 1

odmérny valec 50 ml, 500 ml, 1000 ml
8x koZeluzskd miska s vickem
exsikator

laboratorni 1zice a lopatka

pipeta 1 ml, 40 ml

kadinka 250 ml, 2000 ml

2x plastovy cednik

stiicka s destilovanou vodou
nuzky

PA tkanina (primér péra 100 um)
vazenka

balonek

4x Petriho miska

laboratorni klesté

zihaci kelimek

4x vazenka pro stanoveni pevnosti gelu dle Blooma
Chemikalie

destilovana voda

0,15 M NaHCO3

0,10% NaOH

enzym POLARZYME 6.0 T (Novozymes — Dansko) — materialovy list viz pfiloha 1

12% HCI

20% NaOH
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5.3 Plan experimentu

Klasické experimentdlni postupy pouzivaji vzdy jen jednu veli¢inu jako proménny
faktor a ostatni veli¢iny se pii méfeni neméni. V piipad¢ potieby prozkoumat nékolik
vstupnich veli¢in je tento postup velice zdlouhavy a také velmi nakladny. Faktorové plany
minimalizuji ndklady diky vyuziti ortogonality, kterd umoZzni sniZzeni poctu pokusi na ta-
kovou miru, abychom byli schopni popsat dany jev bez nutnosti hledani vSech variant

feSeni. K tomu nam postaci okrajové podminky. Struktura faktorovych pokusi je zalozena

na matici vzajemn¢ kombinovanych vstupnich hodnot daného pokusu.[35]

Pocet pokusti zavisi vzdy na mnozstvi vstupnich proménnych a hodnotach bodi téchto
proménnych. Nejéast&ji pouzivanymi plany pokust jsou typu NP, kde N je pocet urovni fak-
tort a P je pocet faktortl. Na obrazku 2. je znazornén uplny faktorovy pokus 22 (2 Girovng, 3

studované veli¢iny neboli faktory). Tento jednodussi model se hodi pro zjistovani vyznam-

nosti faktort, kdy zavislost mezi faktory je linearni.[36]

‘.....-....- S

“~

Faktor 3 5
-
Faktor2
-3 Faktorl

Obrdzek 2. Schéma uplného faktor. planu pro 3 proménné

Pro ovéteni technologickych procesii byly vybrany tyto tfi faktory: faktor A — ptida-
vek enzymu, faktor B — teplota extrakce a faktor C — doba extrakce. Tyto faktory maji vy-

znamny vliv na extrakci Zelatin.

Faktor A (1-5 %)

Faktor B (60-90 °C)

Faktor C (1-4 h)
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5.4 Analytické metody

5.4.1 Stanoveni susiny

Bylo stanoveno podle normy CSN EN 14346, ktera specifikuje metody pro vypocet
susiny ve vzorcich, pro které jsou vysledky provedenych analyz vztazeny na suSinu. Vypocet

byl zaloZen na stanoveni podilu susiny.[37]

Susina se stanovovala u vstupniho materialu (dribezi béhaky), u materialu po odtuc-
néni a odstranéni nekolagennich bilkovin, kvlili navazce enzymu, které bylo vztazeno na
suSinu parati a u produktti po extrakci (Zelatiny/hydrolysaty). Byla vzdy provedena 2 - 3
stanoveni, ze kterych se poté vytvoril primér. Do ptedsusenych misek bylo na analytickych
vahéch navazeno piiblizné 1,5 g materialu s pfesnosti na 4 desetinna mista. Misky byly poté
vlozeny do susarny a suSeny pii 103+1 °C po dobu 7,5 h. Poté byly misky vlozeny do exsi-

katoru a po vychladnuti zvazeny.

Vypocet susiny se nasledn¢ provedl dle nasledujiciho vztahu:

S = mﬂ 100 (%) m...hmotnost vzorku po vysuseni (g)
0

Mo...hmotnost vzorku pfed vysuSenim (g)

S...obsah susiny ve vzorku (%)

5.4.2 Stanoveni popelovin

Stanoveni bylo vzdy provedeno dvakrat pro jeden vzorek ze susiny vzorku. Do vy-
zihaného kelimku bylo s pfesnosti na 4 desetinnd mista navazeno 0,5 g vzorku. Vzorek v
kelimku byl spalovan nad kahanem v digestofi po dobu pftiblizn€ 0,5 hodiny. Nasledn¢ byl
kelimek umistén na dobu 1 hodiny do muflové pece pfedem vyhtaté na 600°C. Po mirném

ochlazeni pfi pokojové teploté byl vzorek vloZen do exsikatoru, kde vychladl a byl zvazZen.

Vypocet popelovin ve vzorku je pak stanoven dle nasledujici rovnice:

P= % 100 (%) ma...hmotnost vzorku po zpopelnéni (g)
1

mz1...hmotnost navazky vzorku (g)

P...obsah popelovin ve vzorku (%).
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5.4.3 Stanoveni pevnosti gelu dle Blooma

vvvvvv

zé&visi na koncentraci Zelatiny, vnitini pevnosti zelatiny, pH, teploty a pfitomnosti ptisad.
Vnitini sila Zelatiny zavisi na struktufe a molekulové hmotnosti. Bloom gelometr byl vyvinut
a patentovan v roce 1925 O. T. Bloomem. Metoda je zalozena na vtlaGovani valecku do gelu,
¢im vétsi je sila nutna (@), tim vyssi je pevnost gelu. Pevnost gelu je udavana v jednotkach

g nebo Bloom.[31]

Vzhledem k omezenému mnozstvi ptipravenych zelatin bylo pouzito mensich nava-
zek zelatiny, do nadob o mensim objemu nez standardni nadoby ( pramér vnéj$i/vnitini mm
a vyska mm). M¢feni bylo provedeno vhodné upravenou metodikou ve vazence; primér 50
mm (vnéjsi) 44 mm (vnitini), vySka 50 mm. Byly navdzeny 3 g zelatiny a 42 g destilované
vody. Vzorek se nechal botnat 30 min. a poté byl mirnym ohfevem rozpustén. Roztok 0
koncentraci 6,67% (w/w) byl ponechan zchladnout a nasledné byl vlozen na 17 hodin do
lednice. Po vyjmuti byl gel podroben zkousce na pfistroji Sevens - LFRA analyzator Obr.
3.[23,38]

Byl stanoven piepocitavaci koeficient f = 1,2627, aby vysledky dosazené v jinych
podminkach odpovidaly vysledkim dosazenych za standardnich podminek, byla naméfena

hodnota poniZena o tento faktor.

STEVENS-LFRA TEXTURE ANALYSER

Obrazek 3. Sevens - LFRA analyzator
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5.5 Postup zpracovani dribezich béhaki

5x prebytek

T

rozemleti (6 mm) ‘
- ——— Odpadni mate¢né louhy

8x prebytek

- ————— Odpadni mate¢né louhy

8X pfebwlek ‘ -

| vysugeni pti 103°C |

Obrazek 4. Blokové schéma zpracovani béhakii vysuseni pii 50°C
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5.5.1 Priprava drubezich béhaki na extrakci

Surové béhaky byly promyty ve vodé, kdy se odstranily zbytky necistot, krve atd.
Osusily se utérkou a rozemlely na masovém mlynku SPAR Mixer SP-100AD-B. Zhomoge-
nizovaly se a byly skladovany v ledniéce pti 6+1 °C. Z rozemletych a zhomogenizovanych
surovych béhakl bylo odebrano cca 100 g na vstupni analyzy, byl zjiStén podil suSiny (gra-
vimetricky) a ze suSiny byl stanoven obsah popelovin (gravimetricky), obsah tuku (extrakci

rozpoustédlem podle Soxhleta), obsah kolagenu (vyvaienim v NaOH).

Obrdzek 5. Rozemleté surové béhaky

Ptiprava driibezich béhaki na extrakci probihala ve dvou krocich, v odtu¢néni a v od-
stranéni nekolagennich bilkovin. Rozemleté a zhomogenizované béhaky byly rozmrazeny

den pfedem. Do Erlenmayerovy banky bylo navazeno 120 g patatt a smichano s 600 ml

0,15 M NaHCOs+, Ttepano na tfepacim stroji 1 hodinu pfi pokojové teploté a nasledné od-
filtrovano na kuchynském sitku, kde byl material dikladn€ promyt vodou (cca 1 litr). Od-
tuénéni bylo provedeno opakované 4x po sobé. Po 4. opracovani nebyl uz v supernatantu

viditelny tuk.
*Vypocet navazky NaHCO3 pro ptipravu odmérného roztoku o presné koncentraci

m=cV M
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c...pozadovana koncentrace roztoku
V...pozadovany objem roztoku v litrech

M...molekulova hmotnost chemikalie

Odtu¢nény material byl smisen s 0,10 % NaOH v poméru 1:8, tj. na 120 g navazky
béhaki bylo pridano 950 ml 0,10% NaOH. Bylo tiepano na tiepacim stroji 45 minut pfi
pokojové teplote. Poté byl odtu¢nény material odfiltrovan na kuchynském sitku a dikladné

promyt vodou. Odstranéni nekolagennich bilkovin bylo provedeno opakované 4x po sob¢.

Po provedené pted-piipravé byla rozemleta varka zbavena vody mechanicky tak, ze

byla varka vlozena do sita a voda byla diikkladn¢ vymackana.

Z materialu bylo odebrano 2 x 1,5 g na analytické stanoveni susiny materialu pro

navazku enzymu pro dal$i zpracovani a i pro bilan¢ni vypocty.

5.5.2 Priprava Zelatin
Neutralni opracovani vychoziho materialu enzymem

Opracované a zvazené béhaky z pfedchozich stupnti byly smichany s 800 ml desti-
lované vody. Bylo upraveno pH na 7,5 + 0,3. Poté byl pfidan enzym Polarzyme 6.0 T
v mnozstvi podle Faktoru A (1-5 %). Mnozstvi enzymu bylo vztazeno na suSinu driibeZich
beéhaka. Trepano na tiepacim stroji pii pokojové teploté 20 hodin. Po této dob& byl material

prefiltrovan pres kuchynskeé sitko a dikladné vymackan.

Kapalina byla nalita do 1000 ml odmérné baiky, doplnéna po znacku a promichana.
Z této odmerné banky bylo odebrano 3x40 ml do kozeluzskych misek, vysuSeno pii 103°C
a zvazeno, poté byl vypocitan obsah susiny v 1000 ml. Po zjisténi mnozstvi susiny byl cely

obsah prelit na plech a vysusen pii 50-60 °C. Ziskal se produkt po prvnim stupni opracovani.

Material zachyceny na kuchynském sitku byl diikladné promyt béznou vodou z ko-

houtku a zpracovan v dalS$im stupni.
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Extrakce Zelatiny/hydrolyzatu

Promyty material byl pteveden do 1000 ml kadinky a smisen s destilovanou vodou
v poméru 1:8, tj. ptidalo se 800 ml vody a systém byl zahtat na teplotu podle Faktoru B

(60-90 °C). Po dosazeni ptedepsané teploty byla extrahovana Zelatina/hydrolyzat po dobu
podle Faktoru C (14 h). Béhem extrakce bylo obsahem michano. Po ukonc¢eni extrakce byl
systém prefiltrovan pres kuchynské sitko, které bylo opatfeno jesté tremi vrstvami PA tka-

niny.

Kapalny podil byl pielit do odmérného valce a ponechan stat 4 hodiny. Poté byl stah-
nut tuk, ktery se utvofil po vychlazeni na povrchu kapaliny. Tuk byl vysusen pii 103°C,
zvazen a zapocitan do hmotové bilance. U experimentli ¢.1, 2, 5, 6 byl kapalny podil od-
stfedén na odstfedivece, kapalny podil byl slit do kadinky a usazeny zbytek vysusen pfi
103°C, zvazen a taktéz zapocitan do hmotové bilance. Kapalina byla pielita na plech s ne-
ptilnavou folii a vysusena pti 50°C. V ptipadé, ze kapalny podil po 4h stani ztuhnul jiz v od-
mérném valci (exp.¢.3, 4, 7, 8, 9), tak byl zahtatim na 50°C rozpustén a vylit na plech bez

predchoziho odstfedéni a vysusSeni pii 50°C.

Obrazek 6. Odstredovani kapalného podilu a vysuseny material
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Pevny nerozlozeny podil byl vysusen pii 103°C a zvéazen. Nasledné byla provedena

hmotova bilance a vypocitala se ucinnost extrakce.

Vypocet u€innosti extrakce

Uginnost procesu je vyjadiena stupném konverze vychoziho materialu na vodo-roz-
pustny produkt - Zelatinu, respektive hydrolyzat. Mnozstvi rozloZzenych kutecich béhaku se

stanovovalo z hmotnosti vysuseného filtracniho kolace (103£1°C).

Vypocet u¢innosti rozkladu kutecich béhakt (n):
n= %1 100 n...0¢innost extrakce kufecich béhaki (%)
m1...mnozstvi zelatiny/hydrolyzatu po vysusSeni (g)

m... susina vstupu (g)

Bilance hmoty

Jelikoz driibezi béhéky byly jiz dfive odtucnény, méla by jejich susina obsahovat
pouze bilkoviny a popeloviny. Byla proto provedena procentudlni bilance ze zjisténych vy-

sledkt obsahu susiny ve zkoumanych béhécich a jejich Zelatin/hydrolysata.
Vypocet bilance zjisténych latek obsazenych v susiné:

SV= (PL24NZ+T) ) 0

SV=NP+B+T BCH =
sV

SV...su$ina vstupu (g)

NP...hmotnost nerozloZzeného podilu (g)

P12...hmotnost produktu po 1. a 2. stupni opracovani (g)
T...hmotnost tuku (g)

BCH...bilan¢ni chyba (%)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

38

SV P12 T NP BCH
Exp.¢. SuSina vstupu Bilan¢ni
Produkt po 1. | Produkt po 2. Tuk po 2.
(9) ) ) ) chyba susiny
stupni stupni stupni Zbytek po Zbytek po (%)
opracovani opracovani opracovani | odstfed’ovani | filtraci (g)
@) (@) (@) (@)
1 25,4 3,1 6,8 0,1 2,7 10,5 8,7
2 26,2 3,2 11,2 0,0 0,3 9,0 9,5
3 24,4 2,9 9,4 0,5 0,4 11,0 0,8
4 22,8 2,2 9,6 0,0 0,1 8,7 9,7
5 24,1 3,3 10,5 0,4 0,3 9,4 0,8
6 23,2 3,6 11,4 0,0 0,4 7,5 1,3
7 25,3 3,4 10,4 1,5 0,0 7,7 91
8 22,4 3,5 9,4 0,3 0,4 8,6 0,9
9 26,5 3,7 10,4 1,2 0,3 8,4 9,4

Tabulka 2. Bilance hmot po extrakcnim procesu
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Bylo provedeno celkem 15 experimenttl, nejprve 9 pokusti (23+1) a kvili nasledné
optimalizaci podminek dalsich 5 experimentd (22+1). Produkty, vzniklé extrakci driibeZich
behakli za riznych podminek, jsou v nésledujici kapitole porovnany. Pii extrakci Zela-
tin/hydrolyzata byly sledovany tii faktory (pfidavek enzymu — faktor A, teplota extrakce —
faktor B, doba extrakce — faktor C). Veskeré vysledky analyz vzniklych produktd jsou uve-
deny v tabulce 3. a 4.

6.1 Hodnoceni ucinnosti zpracovatelského procesu a kvality priprave-

nych produkti

Vysledky téinnosti extrakce dribezich béhakl jsou zaznamenany v tabulce 3. Bylo
zjisténo, ze ucinnost rozkladu se pohybovala od 34,1% u experimentu ¢.1 (tzn. 1h / 60°C /
1% ptidavek enzymu) az po 72,6% u experimentu ¢.6 (tzn. 4h / 60°C / 5% ptidavek en-
zymu) . Obecné& nejvétSich vytézka zelatiny/hydrolyzatu bylo zaznamenano pii pouZziti 5%
enzymu (vztaZeno na suSinu zpracovdvaného materidlu), dobé extrakce 4 hodiny a teploté
60°C. Nejmensi ucinnost rozkladu driibezich béhaki byla zaznamenana u experimentu €. 1

(34,1 %), kdy podminky pfi extrakci byly nejmirnéjsi.

Tvorba gelti ve vodé je jednou z nejvyznamnéjsich vlastnosti zelatiny. Gel vznikl u
experimentu ¢.3, 4, 7, 8, 9, u téchto experimentl ztuhl kapalny podil po extrakei jiz v od-
mérném valci pred odstiedénim. Nejvyssi hodnoty pevnosti gelu byly naméfeny u experi-
mentu &.3 (tzn. 1h/ 90°C / 1% piidavek enzymu) a to 167 Bloom viz tabulka 3. Zelatina
je pouzivana v mnoha vyrobcich pravé kvuli svym gelaénim schopnostem. Pro obchodni
ucely je pouzivana zelatina s hodnotou Vv rozmezi od 50 do 300 Bloom, coz spliuji v§echny

utvorené gely.

Z tabulky 3 je patrné, ze na obsah popelovin nema vyznamny Vliv Zzadny faktor pouzity
pii extrakci Zelatin/hydrolyzati. Bylo dosazeno od 0,58 % do 1,42 % obsahu popelovin.
Tyto hodnoty odpovidaji kvalit¢ farmaceutické zelatiny, kde limit je do 2 % obsahu popelo-
vin. Vyssi hodnoty obsahu popelovin byly nejspiSe zpiisobeny pouzitim vétsiho mnozstvi

roztoku hydroxidu sodného pfi upravé pH pied pfidavkem enzymu.
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EXxp. Technologické Produkt po 1. stupni ) Produkt po 2. stupni _ Y

¢. podminky opracovani — opracovani N <

S = O ‘= L

o = o = +—

< ‘S x

z 3 q = 23 Q g3 2
.t |8 S 2 |Tiel T | 2 |a2_| fio | ig
e 25 98 | E 2. |E5g| F s_ |58 | 58S | £€

£:8 229 88| % 28 |zz | % =8 |88 | 3z &

STV ST S - c S o = [~ Sm == ‘<

L = w o Ngs! S ] s 2 S 38 &~ = 2

=} o o @R [%2] ot D @n ot U

;: D D = o) > = O o facd é

~ — o (@) = o = 3
1 1 60 1 95,6 22,0 10,6 93,4 0,99 - 23,5 34,1
2 1 60 4 96,4 20,8 10,6 93,7 1,06 - 37,7 48,3
3 1 90 1 96,2 27,9 11,8 93,3 1,23 167 34,0 45,8
4 1 90 4 96,5 22,8 11,3 96,2 0,67 56 38,9 50,2
5 5 60 1 98,5 28,3 16,7 96,5 1,41 - 48,2 64,9
6 5 60 4 98,6 27,7 18,3 97,1 0,58 - 54,4 72,6
7 5 90 1 98,1 29,2 14,5 93,9 0,58 105 39,0 53,5
8 5 90 4 97,1 30,2 16,9 93,1 0,99 78 45,6 62,5
9 3 75 2,5 97,5 25,4 13,6 95,7 1,17 148 38,5 52,0

Tabulka 3. Vysledky po prvnim a druhém stupni opracovani
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6.2 Ovéreni vlivu doby, teploty a mnoZstvi enzymu na extrakci Zelatin

6.2.1 Uc&innost extrakce
Rovnice pro celkovou t¢innost extrakce ma tvar:

y=-22,21+2164 A+0,7222 B + 13,66  C—-0,2233 - AB-2,392° AC-0,1397 BC +
0,03063 - ABC

A,B,C ..... sledované faktory pti hydrolyze

AB, AC, BC ..... interakce faktort

Hranice vyznamnosti

A
C |
|
1
1
AB |
i
1
ABC i
|
1
1
BC !
|
B |
| A  Enzym (%)
| B Teplota (°C)
AC i C Doba (h)
1
]
1
1

Obrazek 7. Vyznamnost sledovanych faktorii na ucinnost extrakce

Z obrazku 7 je zfejmé, ze nejveétsi vyznam na ucinnost extrakce ma jednoznacné faktor A
tzn. % piidavek enzymu a nasledné faktor C tj. doba extrakce. Obrazek 8 vykresluje vliv

sledovanych faktorii na uc¢innost extrakce. Nejvyssiho stupné konverze 72,6% je dosahnuto
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pii pouziti vétsiho mnozstvi enzymu a delsi doby extrakce. Vliv teploty (faktor B) na ucin-
nost extrakce je velmi maly, pfi 4 hodinovém plsobeni a pouziti vyssiho % piidavku enzymu

se tento vliv zvysuje, ale zdsadné snizuje stupen konverze 62,5%.

50,2 62,5
N T T /1
/7 4
s | S
P | ri : @ Stfedni hodnota
45,8 | 53,5 : ® Limitni hodnoty
90 S . !
I | I
| | | |
' | & : '
l | 52,0 | l
I , I
Teplota G) 48,3 | 72.6
I e _
I I 4
y -
S/
I . /" Doba (h)
60 v T 1
1 5

Obrazek 8. Vliv sledovanych faktorii na ucinnost extrakce
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Obrazek 9. Vliv interakci sledovanych faktorii na ucinnost extrakce

Vliv interakcei sledovanych faktorii je znazornén na obrazku 9. Vzajemna interakce teploty a

doby extrakce nema zadny vliv na celkovou ucinnost extrakce. Vzajemné ptisobeni mnozstvi

enzymu (faktor A) a teploty (faktor C) je dulezité, u teploty 60°C a ptidavku 5% enzymu

dosahujeme vysokého stupné konverze, se zvysujici teplotou a % pifidavku enzymu tento

vliv na celkovou ucinnost extrakce dribezich béhaku klesa. Vliv na stupen konverze ma

vzajemna interakce faktoru A (mnoZstvi enzymu) a faktoru C (doba extrakce). Se zvySujicim

mnozstvim enzymu a del$i doby extrakce je celkova G¢innost pfemény nejvyssi.
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Celkova
ucinnost
extrakce
(%)
< 40
[0 40 - 50
I 50 - 60
W 60- 70
— > 70
S |
£
>
N
(=
i
1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Doba (h)

Obrazek 10. Vrstevnicovy graf vlivu doby extrakce a pridavku enzymu na celkovou ucinnost

extrakce
Obrazek 10 je vrstevnicovy graf zndzornujici vliv doby hydrolyzy a pfidavku enzymu na
mnozstvi rozlozenych driibezich béhakt. Z grafu vyplyva, ze nejvyssi t¢innosti extrakce je

dosazeno pfi vy$$im piidavku enzymu a del3i doby extrakce. Cim kratsi dobu hydrolyzy

vvvvv

niho rozkladu. Pokud by nam tedy zélezelo na celkové pfeméné drubezich béhakd, volili
bychom tyto podminky. Vysokého stupné konverze je dosahovano na tkor kvality pfiprave-
nych zelatin/hydrolyzata.

6.2.2 Pevnost gelu

Rovnice pro pevnost gelu ma tvar:

y=-453,0+4500-A+7,55 B+88,00C-0,75-AB—-14,00 - AC-1,467 BC + 0,2333
~ABC

A,B,C ..... sledované faktory pti hydrolyze

AB, AC, BC ..... interakce faktortu
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Hranice
vyznamnosti

ABC

AC

A Enzym (%)
B Teplota (°C)
C Doba (h)

AB

Obrazek 11. Vyznamnost teploty, doby a mnozstvi enzymu na pevnost gelu

vvvvvv

zelatiny. Pohybuje se od nizké (150 Bloom), stiedni (150 — 220 Bloom) a vysoké (220 — 300
Bloom).[40]

Z vyznamnosti sledovanych faktorti na pevnost gelu (obrazek 11) je patrné, Ze
nejveétsi vliv ma teplota (faktor B) pii extrakci a nasledné doba (fakor C) extrakce. Nejméné
vyznamnym faktorem je faktor A (mnoZstvi pfidaného enzymu) pouzitého k poruseni vazeb
pted extrakci dribezich béhakl. Na nasledujicim obrazku 12, ktery vyjadiuje vliv teploty,
doby a enzymu na pevnost gelu, je vidét vzristajici hodnota Bloom se snizujicim mnozstvim
enzymu. Nejvyssi hodnota Bloom 167 je dosazena pii pouziti 1 % piidavku enzymu, dobé
extrakce 1h pfi teploté 90°C.
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Obrazek 12. Kubické vyjadreni viivu teploty, doby a enzymu na pevnost gelu

Teplota
O
160 Enzym (%) * Teplota e 60
- [ ] 75
— 20
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_——'-———_______ Doba (h)
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§ | ]
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o
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40
0
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Obrazek 13. Vliv vzajemnych interakci teploty, doby a enzymu na pevnost gelu
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Se zvySujici dobou extrakce se pevnost gelu snizuje, pii teploté pouziti 60°C se gely
vibec neutvorily. Zajimava je stfedova hodnota, kdy pii pouziti 2,5% ptidavku enzymu,

teploty 75°C a doby extrakce 2,5h, dosahuje hodnota pevnosti gelu 148 Bloom.

Na obrazku 13 je znéazornien vliv vzajemnych interakci teploty, doby a enzymu na
pevnost gelu. Vzajemné pasobeni teploty a doby nam ukazuje kiivka vpravo na obrazku 13.
Je zfejmé, Ze pevnost gelu ma zvySujici charakter se zvySujici teplotou a nizsi dobou
extrakce. Kiivky vlevo na obrazku 13 znaci vzajemnou interakci mnozstvi enzymu, doby
extrakce a mnozstvi enzymu, teploty extrakce. Vyssi pevnosti gelu bylo dosdhnuto pii vyssi
teploté a s niz§im % ptidavkem enzymu. Se zvySujicim mnozstvim enzymu se dokonce

pevnost gelu snizuje.

Pevnost

gelu

(Bloom)
[ | < 0
B 0- 25
W 25- 50
B 50- 75
[0 75 - 100
I 100 - 125
Il 125 - 150

W > 150

Teplota (°C)

10 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Doba (h)

Obrdazek 14. Vrstevnicovy graf viivu doby extrakce a teploty na pevnost gelu

Z obrazku 14 znézornujiciho vrstevnicovy graf vlivu doby extrakce a teploty na pev-
nost gelu je ziejmé, Ze se snizenim doby extrakce a zvySenim teploty extrakce driibezich
behaktl, dosdhneme nejvyssich hodnot pevnosti gelu. Optimalizace technologickych podmi-
nek popsana v nasledujici kapitole je zaméfena na tyto dva faktory — doba extrakce a teplota

extrakce. Doba extrakce dribezich béhak je zkracena a teplota extrakce zvySena.
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6.3 Optimalizace technologickych podminek extrakce Zelatin

Vzhledem k tomu, ze cilem prace bylo ziskat zelatinu v nejlepsi kvalité tj. s vysokou
pevnosti gelu, byly po statistickém vyhodnoceni experiment navrhnuty optimalni techno-
logické podminky ptipravy Zelatin. Bylo pfipraveno dalSich pét experimentl a jeden stie-
dovy pro ovéieni ziskanych vysledk. Doba extrakce byla 15 — 40 min (faktor C) a teplota
80 — 100 °C (faktor B). Vysledky zpracovani po optimalizaci jsou zaznamenany v tabulce 4.

Z tabulky 4 je ziejmé, Ze nejvySsi Géinnosti extrakce po optimalizaci zpracovani je
docileno u experimentti 12 a 13, kdy bylo pouzito vysokych teplot 100°C. Bylo dosahnuto
az 56,3% stupné konverze. U téchto dvou experimenttl pfipraveny material netvofil gel. Nej-
nizs§i celkova Gi¢innost extrakce je zaznamendna u experimentt 10, 11. U téchto pokust byla
teplota extrakce udrzovana na 80°C po dobu 15 — 45 min. U experimentu 10, kdy extrakce
probihala pfi 80°C a doby 15 min bylo dosahnuto nejvyssi hodnoty pevnosti gelu - 245
Bloom.

Stiedovy experiment byl potvrzen, dokonce jesté s lepsimi vysledky. Zelatina piipra-
vend extrakci z driibezich behakl pti 75°C po dobu 2,5h méla hodnotu pevnosti gelu 204

Bloom.
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Technologické Charakterizace
podminky produktu po optimalizaci

EXxp. Celkova
¢ Faktor | Faktor B | Faktor C | MnoZstvi | MnoZstvi tuku Utinnost Mnozstvi Pevnost gelu | u¢innost
A Teplota Doba nerozl. () extrakce po Zelatiny/ (Bloom) extrakce

Piidavek | extrakce | extrakce | fuh¢ho prvnim hydrol. (g) (%)

enzymu (°C) (h) podilu stupni
(%) 9 (%)

10 1 80 0,25 9,6 1,0 10,6 8,8 245 41,7

11 1 80 0,75 10,8 0,8 11,1 8,3 7 41,9

12 1 100 0,25 10,2 1,2 13,3 8,1 - 49,3

13 1 100 0,75 9,2 0,8 13,4 9,6 - 56,3

14 1 90 0,50 9,8 14 12,8 8,3 53 48,1

15 1 75 2,50 10,2 11 115 10,2 204 50,4

Tabulka 4. Vysledky zpracovani po optimalizaci
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6.3.1 Utinnost extrakce po optimalizaci zpracovani
Rovnice pro celkovou t¢innost extrakce po optimalizaci zpracovani ma tvar:
y=2480+021-A-0,90-B+0,0113 - AB
AB,C ..... sledované faktory pii hydrolyze
AB, AC, BC ..... interakce faktort

Pomoci grafi znazornénych na obrazku 15 a 16 je mozné konstatovat, Ze s rostouci
teplotou a dobou extrakce driibezich béhakt celkova ucinnost extrakce po optimalizaci zpra-
covani stoupa. Ptikladem je experiment 13, kdy extrakce probihajici pti 100°C a 45 min,

dosahuje nejvyssiho stupné konverze 56,3%. Opakem je experiment 10 (80°C, 15 min) u

cv w7

Teplota (°C) Doba (min) —— Spodni a horni limit
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Obrazek 15. Vliv teploty a doby na ucinnost extrakce po optimalizaci zpracovani
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Obrdazek 16. Vliv interakce teploty a doby faktorii na ucinnost extrakce po optimalizaci zpra-
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Obrazek 17. Plosné vyjadreni viivu teploty a doby na ucinnost extrakce po optimalizaci zpra-

covani
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Obrazek 17 demonstruje plosné vyjadieni vlivu teploty a doby na ucinnost extrakce

po optimalizaci zpracovani. Pouzijeme-li teplotu extrakce 100°C po dobu 15 minut stupen
konverze bude 49,3%, pokud ale dobu zvys$ime na 45 minut, stupeii konverze se zvysi na
56,3%. Celkova Gcinnost extrakce driibezich béhaki je jednoznacné zavisla na dob¢, teploté
extrakce a % ptidavku enzymu. Podminky byly upraveny tak, ze jsem dobu extrakce dribe-
zich béhakl zkratila, proto je nyni dosahovano nizs§iho stupné konverze nez tomu bylo
u ptedchozich experimentd. Dal$im dalezitym aspektem je, Ze v predchozi kapitole bylo do-
sahovano vysoké celkové ucinnosti U experimenti, kde byl pouzit 5% piidavek enzymu
vztaZzeného na suSinu materialu. V optimalizaci zpracovani byl tento pfidavek snizen na 1%
ptidavku enzymu. Nebylo dosahnuto takového stupné konverze jako v pfedchozi kapitole a
to diky snizenému mnozstvi ptfidavku enzymu, ale zavislost doby a teploty extrakce byla

potvrzena viz obrazek 18.
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Obrdazek 18. Vrstevnicovy graf viivu doby extrakce a teploty na celkovou ucinnost extrakce

po optimalizaci zpracovani
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Srovnanim s vytéznosti zelatin z odlisSnych zdroji miZzeme konstatovat, ze stupeinl
konverze u zelatin pfipravenych z driibezich béhaku je o dost vyssi. Napiiklad vytézek Ze-
latiny z rybiho odpadu (kosti, ktize, ploutve) dosahoval maximalni hodnoty 6,6% [39] a vy-

tézek extrahovany z kuiecich kizi 16%.[14]

6.3.2 Pevnost gelu po optimalizaci zpracovani

Rovnice pro pevnost gelu po optimalizaci procesu ma tvar:
y =1820-18,20 - A-39,67 - B + 0,3967 - AB
A,B,C ..... sledované faktory pii hydrolyze

AB, AC, BC ..... interakce faktort

Teplota (°C) * Doba (min)
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Obrdazek 19. Vzdjemnd interakce teploty a doby na pevnost gelu po optimalizaci zpracovaini
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Z obrazku 19 a 20, které zobrazuji vliv interakci teploty a doby na pevnost gelu po

optimalizaci zpracovani, 1ze vycist, Ze s rostouci dobou extrakce dribezich behaki, pevnost
gelu klesa. S postupnym zvySovanim teploty, pevnost gelu klesa. U experimentti extrahuji-
cich 45 minut se gel netvofi nezavisle na teploté pouzité pti hydrolyze. Pii nejvyssi teploté
100°C a jiz 15 minutach dochazi k hydrolyze a vzniku materialu $patné kvality, gel ne-
vznikda. Snizenim teploty na 90°C a doby (30 min) extrakce driibezich behakd dosdhneme
pfipravy materialu s pevnosti gelu 53 Bloom. Jednoznacny klesajici charakter kiivek uka-
zuje obrazek 21, popisujici vliv interakei sledovanych faktori, kdy pii stoupajici teploté a
dobé¢ extrakce, klesa pevnost gelu az na nulovou hodnotu. Extrakce probihajici 15 minut pfi

80°C je optimalni k dosazeni nejvyssich hodnot pevnosti gelu 245 Bloom viz obrazek 22.

250
Teplota
Q)
200 —— 80
—m 20
100
>
5 150
o
2
c
3 100
a
50
0 o
15 30 45
Doba (min)

Obrdazek 20. Vliv interakci teploty a doby na pevnost gelu po optimalizaci zpracovani
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Obrazek 21. Vzdjemna interakce teploty a doby na pevnost gelu po optimalizaci zpracovani
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Obrazek 22. Vliv teploty a doby na pevnost gelu po optimalizaci zpracovani
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Obrazek 23. Vrstevnicovy graf vlivu doby extrakce a teploty na pevnost gelu po optimalizaci

zpracovani

Na obrazku 23 je vrstevnicovy graf vlivu doby extrakce a teploty na pevnost gelu po
optimalizaci zpracovani. Z obrazku 23 je patrné, Ze pro dosazeni vysokych hodnot pevnosti
gelu je nutné snizit teplotu a Cas extrakce. Extrakci dribezich béhakt pii 80°C a dobé¢ 15

minut dosahujeme 245 Bloom, coz fadime do vysokych hodnot pevnosti gelu.

Williams (2010) ve své studii piipravil zelatiny hydrolyzou ve vodném prostiedi
(50°C, 3 hod) z rybich odpadti riznych ryb po pfedchozim namocenim vstupniho materialu
na 1 hodinu do 0,2 M Ca(OH)2 a 3 hodin v 0,1 M kyselin¢ citronové. Ziskal Zelatiny s pev-
nosti gelu v rozmezi od 14,4 do 49,4 Bloom. Srovnaval kvalitu pfipravenych Zelatin s kva-
litou komeréné dostupnych zelatin z ryb (61 Bloom), z hovézi ktize (163 Bloom) a z vepiové
kize (222 Bloom).[39]

Sarbon at al. (2013) ve své praci ptipravil Zelatinu z kufecich kuzi. Nejprve kize od-
tucnil a odstranil nekolagenni bilkoviny pomoci 0,15% roztoku NaOH po dobu 40 minut 3x
po sobg, to samé pak provedl v roztoku kyseliny sirové a kyseliny citréonové. Kone¢nou ex-
trakci provedl v destilované vodé pii 40°C pies noc bez michéani. Zelatiny p¥ipravené touto

metodou byly vysoce kvalitni, hodnoty pevnosti gelu dosahovaly 355 Bloom. Vysledky
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z jeho studie ukazuji, Ze Zelatina z kufeci klize by mohla byt alternativou ke komer¢ni Zela-

ting.
6.4 Ptinos vysledku pro praxi

Je dobfe znamo, Ze mnozstvi Zelatiny pouzité nejen v potravinarském prumyslu na
celém svéte se zvySuje kazdy rok. Kolagen je hlavni strukturni protein nalezeny v ktizi, kos-
tech a v §lachach zvifat. Zelatiny jsou jeho degrada¢ni produkty. Vétsina komerénich Zelatin
je vyrobena z veptové kuze nebo kiize a kosti skotu. Savéi Zelatiny vykazuji vynikajici
funk¢ni vlastnosti.[39] Kvalita zelatiny zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech, coz je
ovlivnéno druhem pouzitého materialu a zpisobu zpracovani. Asi 46% Zelatiny na trhu je
vyrobeno z praseci kuze, 29,4% z kravské kuze, 23,1% z kosti a 1,5% z jinych zdroju, jako
napiiklad z riznych druht ryb.[40] Vyvoj Zelatinovych alternativ ziskal vét$i vyznam v po-
slednich letech, kdy poptavka po hovézi a praseci Zelating se snizila v dasledku krize BSE a

pro nabozenské a spolecenské duvody.[14]

Aby se zvysila rozpustnost zralych kolagenti v pouzitych surovinach, musi se vychozi

surovina podrobit ur¢itému opracovani:

- dlouhodobé alkalické opracovani suspenzi hydroxidu vapenatého

- pisobeni hydroxidu alkalickych kovt v pfitomnosti latek brzdicich botnani
- pasobeni silnych mineralnich kyselin

- opracovani lyotropnimi solemi

- enzymatické opracovani.[26]

Pti vyrob¢ zelatiny se v praxi predev§im pouziva tzv. kysely nebo alkalicky zptisob
opracovani, popiipadé jsou oba zptisoby kombinovany. Kyselym zpiisobem (typ A) se zpra-
covavaji nejcastéji vepiové kiize. Kiize se omyva a namaci na 10 — 30 hodin do 5% roztoku
anorganickych kyselin, naptiklad se pouziva kyselina chlorovodikova, sirova, fosforecna,
sifi¢ita. U alkalického zpusobu (typ B) se pfevazné opracovavaji hovézi kize a kosti, které
se omyji a namaci v 1lazni s nasycenym roztokem hydroxidu vapenatého na 3 az 12 tydnu 1
déle. Poté se upravi pH a at’ uz po kyselém ¢i alkalickém opracovani nastava extrakce ve
vodném prostiedi s regulaci teploty a Casu. Vznikla surova Zelatina se filtruje, odpatuje a

susi.[31]
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Enzymové reakce probihaji s vysokou ucinnosti jiz pii mirnych reak¢énich podmin-
kach. Specifi¢nost enzymové katalyzovanych reakei a cenova dostupnost priimysloveé vyra-
bénych enzymovych ptipravka dava predpoklad, ze po separaci Ize ziskat produkty vysoké
Cistoty.[41]

Experimentalni Cast se zabyva vyuzitim dribezich behaki pro extrakei zelatin (pii-
padné hydrolysatl) po pfedchozim opracovani proteolytickym enzymem POLARZYME 6.0
T (firma Novozymes — Dansko). Nejprve byl surovy material odtu¢nén nékolikanasobnym
ttepanim v 0,15 M roztoku NaHCO3 pti pokojové teploté. Nasledovalo odstranéni nekola-
gennich bilkovin pomoci 0,1% roztoku NaOH, které bylo téZ opakovano n€kolikrat po sob&
pti pokojové teploté. Poté néasledovalo enzymové opracovani. Material byl po provedené
pied-piipravé smichan s vodou v poméru 1:8, pomoci ziedéné HCI bylo upraveno pH na
hodnotu 7,5 a ptidano navazené mnozstvi enzymu podle faktoru A (1-5 %) - vztazeno na
suSinu behakl. Enzymové opracovani probihalo 20 hodin opét pfi pokojové teploté. Na-
sledna extrakce probihala pfi riznych podminkach podle faktoru B (60-90 °C) a faktoru C
(1-4 h). Vychazime-li z optimalizace procesu, pak se tato doba zkratila na 15-45 minut a
teplota se zménila na 80-100 °C. Extrakce probihajici 15 minut pti 80°C se jevila jako nej-
vhodnéjsi, protoze materidl pfipraven za téchto podminek vykazoval nejvyssi kvalitu, coz

nam vyjadfovala vysoka pevnost gelu, ktera ¢inila 245 Bloom.

Srovname-li metody opracovani popsané vyse, pak uvidime, Ze Cas potiebny u riaz-
nych typi zpracovani je dosti odlisny. Nejdéle trva pfiprava Zelatiny typu B, kdy je potteba
dlouhého louzeni v hydroxidu (dle typu suroviny az 6 mésicu), pak Zelatina typu A, kdy
opracovani v kyseling probiha 1840 hodin. Metoda s pouZitim proteolytického enzymu trva
20 hodin pfi pokojové teploté s naslednou extrakei trvajici 15 minut pi1 80°C. Jako nejvétsi
piinos této metody tedy povazuji velkou tsporu Casu a energie pii ptipravé. Kromé toho,
tento novy vyzkum muze také vést k maximalizaci vyuziti nedostatecné vyuZzivanych zdroj

a primyslového odpadu.
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ZAVER

Diplomové prace je rozdélena do dvou ¢asti, na ¢ast teoretickou a experimentalni.
je popsano vyuziti zelatin a hydrolyzatii v potravinaiském, fotografickém a farmaceutickém
primyslu. Experimentalni ¢ast se zabyva vyuzitim driibezich béhakl pro extrakci zelatin

(ptipadné hydrolyzati) po predchozim opracovani proteolytickym enzymem.

Metodika prace je zalozena na faktorovych pokusech. Faktorové plany minimalizuji
naklady diky vyuziti ortogonality, ktera umozni snizeni poc¢tu pokusii na takovou miru, aby-
chom byli schopni popsat dany jev bez nutnosti hledani vSech variant feSeni. Pocet pokust
zavisi vzdy na mnozstvi vstupnich proménnych a hodnotach bodt téchto proménnych. V této
praci je pouzit uplny faktorovy pokus 22 (dvé tirovné, tii studované veli¢iny neboli faktory).
Faktor A — ptidavek enzymu (%), faktor B — teplota extrakce (°C), faktor C — doba extrakce
(h).

Experimenty extrakce Zelatiny se skladaly z pfipravy rozemletych a zhomogenizo-
vanych surovych béhak, dale z neutralniho opracovani materidlu enzymem a naslednou ex-
trakei a suSeni produktu. Pfiprava spoc¢ivala v odtu¢néni a odstranéni nekolagennich bilkovin
pomoci roztoku NaHCOz a NaOH. K neutralnimu 20 hodinovému opracovani dribezich be-
hakt byl pouzit proteolyticky enzym Polarzyme 6.0 T, jehoz mnozstvi bylo vztazeno na
susinu béhaku podle faktoru A (1-3 %). Nasledna extrakce Zelatiny/hydrolyzatu probihala
pfi rizné teploté podle faktoru B (60—90 °C) a po dosazeni této teploty po dobu podle faktoru
C (1-4h).

Maximalni u¢innosti rozkladu dribezich béhaku (72,6%) ve vodném prostiedi bylo
dosazeno za téchto podminek: 5% pridavek enzymu / 60°C / 4h extrakce. Produkt netvofil
gel. Zelatina, ktera vykazovala vyssi kvalitu (pevnost gelu 167 Bloom, obsah popelovin
1,23%) byla pfipravend za téchto podminek: 1% ptidavek enzymu / 90°C / 1h hydrolyza.
Utinnost extrakce dosahovala 45,8%. Po optimalizaci technologickych podminek, kdy byla
teplota extrakce zvysSena faktor B (80-100 °C) a doba extrakce zkracena faktor C (15-45
minut), byla pfipravena Zelatina ve vysoké kvalité (1% ptidavek enzymu / 80°C / 15minut).

Jeji pevnost gelu dosahovala 245 Bloom pfi G¢innosti extrakce 41,7%.

Bylo dokazano, ze volbou vhodnych technologickych podminek 1ze z dribezich bé-
haka, vedlejsiho zivocisného odpadu z dribezéren, ziskat vysoce kvalitni produkt, vhodny

k dal$imu zpracovani v potravinaiském, farmaceutickém ¢i fotografickém primyslu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK
PA
VZP
M,
Tm
Tg

BSE

Aminokyselina

Polyamid

Relativni molekulova hmotnost
Teplota tani

Teplota skelného prechodu

Bovinni spongiformni encefalopatie
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SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1
Obrazek 2
Obrazek 3
Obrazek 4
Obrazek 5
Obrazek 6
Obrazek 7
Obrazek 8
Obrazek 9

Obrazek 10

Obrazek 11
Obrazek 12
Obrazek 13
Obrazek 14
Obrazek 15

Obrazek 16

Obrazek 17

Obrazek 18

Obrazek 19

Obrazek 20

Retézce on a oo,

Schéma uplného faktorového planu pro 3 proménné.
Sevens - LFRA analyzator.

Blokové schéma zpracovani dritbezich behdki.
Rozemleté surové behdaky.

Odstredovani kapalného podilu a material po vysuseni.
Vyznamnost sledovanych faktorii na ucinnost extrakce.
Vliv sledovanych faktorii na ucinnost extrakce.

Vliv interakci sledovanych faktorii na ucinnost extrakce.

Vrstevnicovy graf vlivu doby extrakce a pridavku enzymu na celkovou ucin-

nost extrakce.

Vyznamnost teploty, doby a mnozZstvi enzymu na pevnost gelu.
Kubické vyjadreni viivu teploty, doby a enzymu na pevnost gelu.
Vliv vzajemnych interakci teploty, doby a enzymu na pevnost gelu.
Vrstevnicovy graf viivu doby extrakce a teploty na pevnost gelu.

Viiv teploty a doby na ucinnost extrakce po optimalizaci zpracovani.

Vliv interakce teploty a doby faktorii na ucinnost extrakce po optimalizaci

zpracovani.

Plosné vyjadrent viivu teploty a doby na ucinnost extrakce po optimalizaci

zpracovani.

Vrstevnicovy graf viivu doby extrakce a teploty na celkovou uicinnost extrakce
po optimalizaci zpracovani.

Vzajemnd interakce teploty a doby na pevnost gelu po optimalizaci zpraco-
vani.

Viiv interakci teploty a doby na pevnost gelu po optimalizaci zpracovani.
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Obrazek 21  Vzdjemnd interakce teploty a doby na pevnost gelu po optimalizaci zpraco-

vani.
Obrazek 22  Vliv teploty a doby na pevnost gelu po optimalizaci zpracovdani.

Obrazek 23 Vrstevnicovy graf viivu doby extrakce a teploty na pevnost gelu po optimali-

zaci zpracovani.
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SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Strukturni hiearchie kolagenu a prirazené obory pouciti.

Tabulka 2 Bilance hmot po extrakénim procesu.
Tabulka 3 Vysledky po prvnim a druhém stupni opracovani.

Tabulka 4 Vysledky zpracovani po optimalizaci.
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SEZNAM PRILOH
Ptiloha 1 Materialovy list Polarzyme 6.0 T



PRILOHA P I: POLARZYME 6.0 T
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