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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednava o zpracovani kosti ze separace, které jsou bohaté na kolagen.
Teoreticka ¢ast pojednava o vyuziti a vyskytu jateného odpadu. Déle je zde popisovano
déleni pevného a kapalného jate¢ného odpadu. V teoretické ¢asti je zminén rovnéz ko-
lagen, jeho vlastnosti, typy a vyuziti. Strucné je zde také popsdna vyroba Zelatiny, jeji
vlastnosti a vyuziti. Prakticka Cast popisuje experimenty, v nichz byly pouzity dribezi kos-
ti ze separace na extrakci zelatin po pfedchozim opracovani proteolytickym enzymem.
Hlavnim cilem prace byla studie jednotlivych faktort na celkovou ucinnost extrakce a
pevnost zelatinového gelu. Sledované faktory byly: doba piisobeni enzymu, teplota extrak-
ce a doba extrakce. Byly nalezeny optimalni podminky pro zisk kvalitnich zelatin o vysoké
pevnosti gelu z driibezich kosti ze separace. Vyhodnocovani experimentu se provadélo

faktorovymi schématy.

Kli¢ova slova: Zelatina, odpad, kolagen, extrakce, gel, kostni separat, vedlej$i produkty.

strojn€ oddélené maso. opracovani

ABSTRACT

This master thesis deals with the processing of bones from separation, which are rich in
collagen. The theoretical part deals with the usage and occurrence of slaughter waste. Fur-
thermore, the separation of solid and liquid slaughter waste is described. Collagen, its pro-
perties, types and applications are also mentioned in the theoretical part. Also briefly
described is the production of gelatin, properties and uses. Experimental part describes
experiments in which poultry bones from separation for gelatin extraction were used after
previous proteolytic enzyme treatment. The main aim of the thesis was stidying the indivi-
dual factors on the overall extraction efficiency and strength of the gelatin gel. The factors
studies were: time of action of the enzyme, extraction temperature and extraction time.
Optimal conditions for obtaining high-quality gel of high strength poultry gel from sepa-

ration were found. Experiment evaluation was performed by factor schemes.

Keywords: gelatin, waste, collagen, extraction, gel, bone separation, by-products. mecha-

nically separated meat. machining
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UVOD

V dnesni dob¢ je celosvétoveé velky problém vyuziti a likvidace odpadu. Na prvni pohled to
nemusi byt patrné, ale 1 odpadni surovina mize poslouzit, jako zdroj nového produktu pro
opetovné vyuziti. Na celém svéte jsou kladeny veétsi a veétsi naroky na snizovani odpadu, jak
ze strany statu, riiznych organizaci ¢i podnikd. Tyto odpady se museji likvidovat, coz je eko-
nomicky i ekologicky nevyhodné. V masném priimyslu je snaha tento odpad redukovat a to
tak, ze se odpadni surovina zpracuje a vznikne tak produkt, ktery se vyuzije a ekonomicky
snizi ndklady. Vedlejsi jate¢ni produkty jsou naptiklad droby, kiize, krev, kosti a dalsi. Tyto
produkty jsou velice bohaté na kolagen. Zelatina se piipravuje z kolagenu kyselym zpiisobem
(typ A) nebo alkalickym zptGsobem (typ B). Vedlejsi produkty se zpracovavaji na krmiva,
krmné smési, hnojiva. Je mozné je také zpracovat pro farmaceuticky, potravinarsky ¢i tech-
nicky primysl ve formé zelatin, nebo pro restaurovani nabytku v podobé¢ klihu.

Teoreticka ¢ast prace pojednava o vyuziti a déleni jatecniho odpadu. Déle je zde zminéna vy-
roba, vlastnosti, typy, vyuziti zelatiny. V této Casti prace je uveden i kolagen a jeho jednotlivé
typy a vlastnosti. Na zavér této ¢asti jsou zminény pravni predpisy pro manipulaci se Zivocis-
nym odpadem.

Praktickd Cast prace se zabyva moznosti extrakce kvalitnich Zelatin z kosti ze separace. Suro-
vina byla ptecisténa od doprovodnych nekolagennich slozek a tuku. Nasledné byla zpracova-
na podminkami obdobnymi pfi primyslové vyrobé Zelatin. Byly sledovany podminky extrak-
ce zelatiny s vybranymi procesnimi podminkami. Na zavér se udélala optimalizace a navrhly

se optimalni podminky pro zpracovani.
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I. TEORETICKA CAST
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1 PRAVNI PREDPISY PRO MANIPULACI S ZIVOCISNYM
ODPADEM

Jsou déany zakladni ptedpisy a nafizeni Evropského parlamentu a Rady ES pro manipulaci a
zachazeni s zivoc¢iSnymi odpady. Hygienicka pravidla pro vedlejsi produkty zivoc¢isného pt-
vodu a dalsi vytézené produkty v zakonu ¢. 1069/2009 a ty jsou urceny k lidské spotiebé. Ta-
ké se musi ucastnici fidit nafizenim Komise EU ze dne 25.2.2011 ¢. 142/2011. Dale vyhlas-
kou hygienickych a veterinarnich pozadavku ¢. 94/2010. [1, 2]

Material z vedlejsich zivociSnych produkti, je rozdélen to tii kategorii a to do materidlu kate-

gorie 1,2 a 3.

Material kategorie 1

Do této kategorie spadaji zejména casti t¢l a cela téla, u kterych je podezieni na infekci ¢i
jinou nakazu, nebo podavani zakazanych latek. Déle jsou zde zahrnuty Zivocisné odpady, kte-
ré vznikly béhem upravy odpadnich vod béhem zpracovavani riznych smési materidlti kate-
gorie 1 s materidlem kategorie 2 ¢i kategorie 3, nebo zpracovavani samotného materidlu kate-

gorie 1. [1, 2]

Material kategorie 2

-----

vvvvv

odpadnich vod b&hem zpracovavani riznych smési materiadli kategorie 1. Dale odpady
z jatek, které obsahuji kontaminované ¢asti nebo latky, které jsou nad povolené mnozstvi pro
lidskou konzumaci a zvifata. Dale se zde fadi smési materidlu kategorie 2 s materidlem 3 a

jiné vedlejsi zivocisné odpady, které nespadaji do kategorie 1 a 3. [1, 2]

Material kategorie 3

-----

lidskou spotiebu, ale diky obchodnimu zap#i¢inéni nejsou uréeny k lidské spotiebs. Casti tél
nebo cela téla pochazi ze zvitat porazenych na jatkach a po veterindrni prohlidce pted poraze-
nim byla urcena jako zpUsobild k porazeni k lidské spotiebé. Dale jatecnd téla, ktera byla
upravend a jsou nevhodna k lidské spottebé, 1 kdyz nemaji Zadné patogenni ¢i jiné onemocné-

ni, kterd by byla pfenosna na ¢lovéka nebo zvitata. Spadaji zde rtizné odiezky, jako jsou kiize,
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casti pokozky, drabezi hlavy, koncetiny, rohy, parohy, pefi, §tétiny praseci, kaly ze separato-
rt, odtucnéné kosti a separaty, odpady, které nejsou vhodné k lidské spotiebé, placenta, krev,
vlna, rohovina, krmiva, ktera nejsou vhodna ke krmeni zvitat, pefi, srst, ulity koryst a méky-
Su, tukova tkan ze zvirat, ktera neméla nakazu, odpady z jidelen a stravovacich zafizeni, va-

jecné skotapky a vedlejsi produkt z vajec. [1, 2]
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2 VYUZITI JATECNEHO ODPADU

2.1 Vyskyt

Pti jateCném opracovani zvifecich tél vznika také velkd c¢ast odpadu, které by se dale mohly
zpravovat. Nalezly by vyuziti jak pro zvifata, tak pro lidi, nejen jen v podobé masného vyrob-
ku. Odpad tvoteny pfi jatecném opracovani, tvoii ptiblizné 35 % hmotnosti zvitete. [3]

Casti, které nejsou vhodné piimo ke konzumaci ¢lovékem, se nazyvaji jako vedlej$i produkty.
Takovéto materialy maji vysokou nutri¢ni hodnotu a proto je vhodné tyto materialy také zpra-
covavat. Musi se vSak dbat na vhodné opracovani a dekontaminaci materialu, aby neptedsta-
vovalo riziko pro organismus ¢lovéka. Nakladani s vedlejSimi produkty zivocisné vyroby,
jsou tizeny podle pfedepsanych ptedpisii evropské legislativy podle 1069/2009 a 142/2011
EU. [4,5]

V dnesni dob¢ spotieba masa se méni s pestrosti nabizenych potravin a naroky spotiebiteltl.
Primérné spotieba masa na jednoho ¢lovéka byla v obdobi 2014 — 2016 podle agentury Poul-
tryTRENDS 34 kg. Na obrazku ¢. 1 lze vidét spotfebu masa na jednu osobu za rok
v jednotlivych oblastech svéta. Viibec nejvétsi spotieba je dritbeziho masa. BRICS* je ozna-
Geni spole¢éného hospodafstvi mezi zemémi: Ruska, Brazilie, Ciny, Indie a Jizni Afriky.

(4,6, 7]

. 2026
Afrika 014161
Asie a Pacifik 2%

-
-
| e m—
201416 o
200 I ——
BRICS® 43/, ju n—
Etg 2026 e —
Zbytek svéta 20268
2 201414 -]
e 0. X e —————
Jizni Amerika ,, 70 e ———————
e sl e —
Evropski Unie 31416 R ——
i = o ]
Jidmi Asie 5141 ¢ s a———
e
e ——

Severni Amerika 5,; o1

2 &0 8 0 100

kg / €lovék / rok

Obrazek 1: Primerna spotfeba masa v obdobi 2014 — 2016 v jednotlivych castech svéta a jeho porovnani

s predikei v roce 2026 [6]
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Celosvétovy trh s masnym primyslem hledd vhodné vyuziti vedlejSich produkti za ucelem
jeho zpenézeni. Hleda se cesta, jak zefektivnit tento cenny odpad, aby nebyl ztracen potencio-
nalni zdroj pfijmu. Zaroven se také usetii cena za likvidaci tohoto odpadu. Tato cena se pak
odrazi od celkové ceny vysledné¢ho produktu. Zarovein si firma vybuduje novou klientelu a

rozsifi oblast technologické Casti. [8]

Jako ptiklad mtzou slouzit data z firmy Jatka JaroSov. Pii porazeni dobytka vepirového do-
chézi k 20 % masného odpadu z celkové hmotnosti zvifete. Takovyto vznikly odpad se pecli-
vé& eviduje a musi se predat do kafilerie. V kafilerii je tento odpad spalovan. U¢tovana cena za
tuto sluzbu je 8,50 K¢ za 1 kg. U hovéziho dobytka je tato cena jesté vyssi a vyznamna nato-
lik, ze se promitne do celkové ceny masa. Zaroven u hovéziho dobytka je podil odpadu daleko
vetsi a to az 50 % z celkové hmotnosti. Cena uctovana kafileriemi za likvidaci hovéziho od-
padu je proto 10 K¢ za 1 kg. Pro ptfedstavu je nize uvedena tabulka €. 1 vzniklého jatecniho
odpadu v CR za rok 2011. [9, 10, 11]

Tabulka 1: Vzniklé mnozstvi jateéného odpadu v masném primyslu v CR v roce 2011 [10]

Druh zvifete Pocet poraze- Prumérna Ziva Primérna Celkové Celkové

nych kusi hmotnost (kg) jatecna mnoZstvi mnoZzstvi

hmotnost odpadu (t) odpadu (%)*
(kg)

Dospély skot 238 278 516,4 88,2 62 439 46,7

Driibez = = = 58 688 25,7

* vztazeno na hmotnost zivého zvifete pfed porazenim

Zpracovani a upotiebeni vedlejSich ZivociSnych jateCnych produkti neni zcela jednoduché.
Odpad ma nizkou biologickou stabilitu. Obsahuje velké mnozstvi patogennich latek, zna¢nou
¢ast tvofi voda a také podléhéd autooxidaci. Disponuje také vysokou enzymatickou aktivitou.
Pti opracovani vznikaji Zadouci produkty, nezadouci produkty a odpadni produkty, které jsou
specifické. Odpadni produkty, které jsou specifické, vznikaji pii extrakci surovych materiali.

Ptipadné vyuziti téchto odpadi je diky vysokému obsahu dusiku a dalSich latek v podobé
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hnojiv nebo krmnych smési. Usili s naklddanim s takovymi odpady v dneSni dobé
v zemedélstvi udrzuje rovnovahu mezi ekologickym a ekonomickym aspektem. Musi zaroven

spliovat legislativni normy pro nakladéani s takovymi odpady. [12]

Ziskané mnozstvi téchto odpadnich produkti je zavislé také na technologii procesu. Zaroven
se musi dodrzovat pfisna hygienicka opatieni, ponévadz zivocisna tkan obsahuje velké za-
stoupeni mikrobakterii. Velké nebezpeci miize proto predstavovat pfitomnost plisni ¢i jinych
patogenli, coz muze mit za nasledek nepiijemny zapach. Obsah vlhkosti se pohybuje
v rozmezi 60 — 95 % a to je také velky problém, pfi kontaminaci odpadni vody latkami orga-
nického piivodu, napfiklad tuky. Takto kontaminovand voda velice zapacha diky obsahu

mastnych kyselin. [12]

2.2 Déleni

vvvvv

brany vSechny casti kromé masa. Jsou rozfazeny do dvou kategorii a to na nejedlé a jedlé.
Nejedlé produkty jsou bud’ ddle zpracovany nebo jsou odeslany do kafilerii ke zneSkodnéni.
Jedlé zivocisné vedlejsi produkty jsou cistény a sterilizovany. Dale jsou prodavany
v obchodech a velkoobchodech. Jsou pod kontrolou US Meat Inspection Service. Naptiklad
ve Spojeném kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska jsou vedlejsi produkty masné pro-
dukce rozdéleny na: bilé (tuk), cervené (jatra, plice, hlava, ocas, jazyk), bachor (Zaludek),
koncetiny (nohy) a stfeva. Diky rozsifenému vyskytu BSE (Bovine Spongiform Encephalo-
phaty), neboli onemocnéni Silenych krav se jiz nezpracovava mozek a micha, aby se zamezilo

Sifeni ndkaze. [12, 13]

2.3 Vyuziti

Velkou cast jate¢niho odpadu Ize bez problému vyuzit napiimo v gastronomii nebo kulinaf-
stvi. Vyuzivaji se hojné naptiklad srdce, Zaludek, ledviny, jatra pii zpracovani a piipravé
omacek a polévek nebo jinych pokrmt. Vyuzivaji se kuptikladu stfivka u masnych vyrobku
k formovani tvaru. Krev se vyuziva za predpokladu, pokud dosahla hygienického standardu a
splnéni hygienickych kritérii naptiklad k obarveni, dochuceni ¢i zvySeni nutri¢nich hodnot u

masnych vyrobki. [14]
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Jako piiklad mtze poslouzit nutri¢ni hodnoty u kutecich zaludka. VSe je stanoveno na 100 g
nezpracované suroviny. Obsah vody 79,33 g, proteinu 17,66 g, tuk, 2,06 g, popeloviny 0,95 g.
Slozeni popelovin: Mg 15 mg. Ca 11 mg, K 237 mg, Fe 2,49 mg, Cu 0,12 mg, Na 69 mg. [15]

2.4 Pevné dribezi odpady

24.1 Kuze

Je jednim z nejvice hodnotnych vedlejSich produkti zivo€isné vyroby. Kize po stahnuti ze
zvitete, by méla byt peclivé oCisténa a zastabilizovana. Zabrani se tak enzymatickému a bak-
teridlnimu napadeni klze. Pro zachovani dobré kvality, by se méla vlhkost pohybovat
v rozmezi 40 — 48 %. Z v¢étsi Casti je pokryta pefim, které poskytuje ochrannou funkci. Obsa-
huje pouze kostréni Zlazu a zadné jiné. Sklada se ze dvou ¢asti: kiiZze vlastni a podkozni. KliZze
vlastni obsahuje vnéj$i pokozku a Skaru. Ta je sloZzena z kolagenniho vaziva. Tloustka zavisi

na pohlavi, véku, druhu a na ¢asti kde se objevuje.[12, 16, 17]

Tabulka 2: Chemické slozeni stazené kuze (Cerstvé) [12]

Slozka Obsah [hm. %]

Bilkoviny 33-35

Mineralni oleje 0,5-0,8

2.4.2 Kosti a Slachy

Tvofi piiblizn€ az 12 % z hmotnosti zvifete. Velky odpad je zejména z masného primyslu.
V kostech je zastoupen znaény podil elastinu, ktery se da vhodné pouzit v kosmetickém pri-
myslu. Vyuziti nalezl i pfi vyrob¢€ zelatin a klihu, které maji Siroké uplatnéni. Dalsi vyroba
z kostniho odpadu je v podob& masokostni moucky, kostniho klihu a uhli. Nejcastéji se vSak
pouzivaji pro krmné smési, kde je zdrojem proteinli s esencidlnimi aminokyselinami, vitami-

nem B12 a mineraly. Nalezla také uplatnéni jako hnojivo. [18]
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V dnesni dobé, je cilem masném pramyslu, ziskat co nejveétsi mnozstvi masa z kosti. Byly
proto vytvofeny nové postupy a techniky za Gc¢elem ziskat strojn¢ oddélené maso. Takto od-
délené maso se prodava ve smési €i samostatné. Pokud se takovéto maso pfida k béznému
masu, lze vypozorovat zménu barvy, zhorsi chuti a to diky tomu, ze obsahuje vétsi mnozstvi
vody. Proto je ptidavek strojné oddéleného masa k masu mletému naptiklad u parkt stanoven

na 10 — 40 % a u hamburgera 5 — 20 %. [12]

2.4.3 Vnitrnosti

Organy a zlazy zvitat nabizi velké mnozstvi struktury a chuti. Maji také pomérné¢ vysokou
nutri¢ni hodnotu, diky které jsou cenény za u¢elem konzumace a to predev§im v Asii. Spada
sem napiiklad: srdce, plice, slezina, zaludek, bachor, d€loha, jatra, ledviny, slinivka, aj.

Uplatnéni organt naslo také v Indické, Cinské a Japonské medicing. [19]

2.4.4 Dribezi béhaky

Kureci béhaky jsou bohaté na bilkoviny. Jejich obsah se pohybuje kolem 85 % bilkovin, pte-
vazné v podobé kolagenu a tuku. Produkce kufecich béhaki se zvysila, diky narlstajici spo-
tieb¢ driibeze. V driibezich béhdkach lze nalézt kolagen typu I i kolagen typu II. Obsahuji
ptiblizné 11 % prolinu, 30 % glycinu, 10 — 12 % kyseliny glutamov¢ a alaninu. [20]

245 Tuk

Tuk je vedlejsim produktem maso-zpracujiciho primyslu. Pomoci extrakce se ziskava prede-
v§im z kufecich vnitfnosti a organti. Obsahuje velké mnozstvi esencidlnich aminokyselin.
Obsah se pohybuje kolem 20 %. Veprové a hovézi sadlo ma svétlejsi barvu a je vice kvalitni,
nez driibezi sadlo. Sadlo se vyuZziva na smaZeni, ale jiZ se nahrazuje kapalnymi oleji, které
nenasakuji do smazeného pokrmu. Vyuziti nalezlo také pii pfipravé peciva, vyrobé parkl a

margarint. [21]
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2.4.6 Peri

Je zastoupeno az 7 % télesné hmotnosti driibeze a obsahuje az 90 % proteinu, kde velkou ¢ast
tvoii keratin. Je také velkym zdrojem aminokyselin argininu, cysteinu a také treoninu. Kvalita

se odviji od rtiznych faktoru, jakymi jsou napiiklad: vék zvitete, pohlavi, druh, aj. [22]

Pefi Ize rozdélit podle vyskytu do kategorii: [21]

. Hibetni pefi: Je uzké, dlouhé a nachézi se na zadni ¢asti hibetu.

. Pirka: Jsou mensi a disponuji mensim ostnem.

. Tvrdé pefi: Tlusta, tvrda a duta brka, které maji charakteristické zabarveni.
. Prachové peti: Jsou chomace chmyfi.

. Chmyfti: M4 pevni osten a je sou€asti trupu.

Odstranuje se napaienim, kdy teplota je zavisla na druhu dribeze. Mlada kufata se budou na-
patrovat pti mensi teploté a kratSim Case, nez starsi drtibez a vodni ptaci. Ti se budou napato-
vat pfi veétsi teploté a delSim Case. Mlada kurata se napatuji zhruba pfi teploté 53 — 58 °C po
dobu 120 sekund, zatim co u star$i dritbeze a vodnich ptaki je teplota napafovani 63 °C a
doba napatrovani 21 minut. Takto opracované peti se dale maci v roztoku NaCl (chloridu sod-
ném), HCI (kyseliny chlorovodikové) a vody. Zbavi se tak zapachu a ocisti se. Nasledn¢ se

propere a vysusi pro dal$i zpracovani v riznych oborech. [21, 23]

2.4.7 Kufreci hlavy

Driibezi hlavy jsou nepozivatelné ¢asti, pii zpracovani jatecného téla driibeze. Jsou vyuzivany

pfedev§im pro vyrobu Zelatiny, krmnych pasti a dokrmovani kozeSinové zvéte. [24]

Dle studie Du L. z roku 2013 se popisuje ziskavani zelatiny z krttich a dribezich hlav ve
dvou fazich. Prvni faze je ptedpfipravna faze a za ni nasleduje jiz druhd faze, coz je extrakce
zelatiny. Piedpfipravna faze zahrnuje smichani kufecich a kratich hlav s vodou ve vhodném
poméru, ktery je 1:4 o teploté 4 °C. Po 15 minutach se prefiltruji a vznikne ¢isty filtrat. Tento
filtrat se  dale  smichd  sroztokem  15mM  hydrogenuhli¢itanu  sodného
(NaHCOs3) v poméru 1:4 pfi teploté 4 °C. Tento roztok byl poté michan po dobu 1 hodiny.
Roztok byl poté odsttedén a tento krok se opakoval tfikrat, dokud neobsahoval tuk. Po odtuc-

néni nasledovalo smichani s 0,1M roztokem hydroxidu sodného (NaOH) v poméru 1:10. Roz-
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tok byl tfepan 6 hodin, za ptfedpokladu, ze se NaOH roztok ménil po 2 hodinach. Poté byl
smichéan s 0,05M kyselinou octovou (CH;COOH) v poméru 1:10. Ttepan po dobu 18 hodin
pfi teploté 4 °C. Na konec ptedpiipravné faze se produkt promyl destilovanou vodou. Nésled-
na extrakce zelatiny probihala ve dvou stupnich pfi dvou riiznych teplotach. Vytvoieny vzo-
rek v predpiipravné fazi byl smichan s destilovanou vodou v pozadovaném pomeéru 1:10. By-
lo také tfeba upravit pH na hodnotu 7,0 pomoci 0,1M roztoku NaOH. Nasledoval prvni stupen
extrakce pti 50 °C po dobu 18 hodin. Vznikla tak kapalna frakce zelatiny, kterd byla v druhé
casti extrakce ziskavana pfi teploté 60 °C po dobu 6 hodin. Pokraovalo se piefiltrovanim a
naslednym susenim Zelatiny, aby byla podrobena néaslednym analyzam. Takovym zpiisobem
byly pfipraveny 4 typy zelatiny. Pii takovych podminkéch byla celkova vytéznost u kritich
hlav 62,76 % z 1 kilogramu vychozi suroviny a u kufecich hlav 52,29 % na 1 kilogram vy-

chozi suroviny. [22]

2.5 Kapalné drubezi odpady

2.5.1 Krev

Krev zvifat obsahuje velké mnozstvi proteind, Zzeleza a dalSich latek. Je jednim
z mnoha vyznamnych vedlejSich produktii pfi zpracovani. Vyuziva se celosvétoveé k vyrobé
riznych pochutin, jakymi jsou naptiklad: parky, prejt, suchary a mnoho dalsiho. Uplatnéni
nalezla také jako krmnéa smés, hnojiva ¢i rGznd pojiva. Krev tvofi piiblizné 2,4 — 8 %
z celkové hmotnosti zvifete. Obsahuje pfiblizn€ 17 % proteinli a zastoupeni aminokyselin je
vyvazené. Pii pouzivani ve vyrobcich znaéné€ ovlivni findlni barvu a chut’ kone¢ného produk-
tu, coz v n¢kterych aplikacich neni Zadouci. Miize také slouzit v zemédélstvi jako ndhrada

mléka diky zastoupeni proteinil, aminokyselin a minerald. [12, 25]

Krev lze odd¢lit na nékolik ¢asti. Jedna z hlavnich ¢asti je plazma, ktera tvoti pfiblizné 60 %.
Je slozena ze 4 % fibrinogenu, déle z 3,5 % albuminu a globulinu. Pro medicinské aplikace
lze také isolovat z krve serotonin, fybrinolysin, plasminogen a imunoglobulin. Napiiklad al-
buminy z hovéziho dobytka se vyuzivaji pro zvéf pii ztraté té€lnich tekutin nebo krve. Hlavnim
vyuzitim plasmy je pii zjiSténi Rh faktoru u pacientli. Uplatnéni nalezlo 1 jako stabilizator pii

vakcinaci. [26]
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Déli se na dvé skupiny a to na krev pro krmné ucely a krev pro potravinatské ucely. Krev pro
krmné ucely se pfi zpracovani driibeze zadrzuje ve vykrvovacich Zlabech, kde odtéka do
sbérnych nadrzi samospadem. Miize se také ukladat do chladicich nadrzi. Musi byt chemicky
konzervovana ¢i zamrazena, aby se nezkazila. Konzervace se provadi pomoci dusi¢nanu sod-
ného, nasledn¢ se krev susi a ziska se tak krevni moucka ¢i krevni vlocky. Na krmné ucely se
zpracuje az 90 % krve. Druhd skupina je krev pro potravinaiské ucely, ktera musi mit ptivod
ze zdravych zvitat. Podléha ptisnym hygienickym podminkam a musi byt pro pouziti schva-
lena veterinarni kontrolou. Pti Spatném skladovani krve se krev rychle kazi a organismy se

rychle rozmnozuji. [18]

252 Olej

Ziskava se povarenim vedlejSich jate¢nich produkti po opracovani. Olej je znaénym zdrojem
energie z potravinového hlediska Pfidava se pfedevsim do zvitecich krmiv ¢i kufecich pokr-

mu za Gcelem vylepSeni a zdiiraznéni chuti. [21]
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3 KOLAGEN A ZELATINA

3.1 Kolagen

Je hlavni slozkou pojivovych ¢asti, jakymi jsou naptiklad: svaly, chrupavky, kize, Slachy, a
jiné ¢asti. Je jednou zhlavnich slozek ECM (extracelularni matrice). Sklada se
z nerozpustnych mikrovlaken, vlaken, glykoproteinli a rozpustnych proteint. Ovliviiuje spo-

jovani bunék a jejich migrovani ve tkani. [27]

3.1.1 SloZeni kolagenu

Je slozen z 18 az 20 aminokyselin. Obsahuje znacné sloZeni prolinu, glycinu a hydroxyproli-
nu. Tvoii ptiblizn¢ 30 % z celkového mnozZstvi proteinu u bezobratlych zivocicht i1 obratlov-
cl. Je sloZen ze tii tropokolagenovych levotocivych fetézct, které jsou vzdjemné propleteny
mezi sebou a spojeny vodikovymi miistky. Spole¢né propletené tii polypeptidové fetézce tvo-
i1 superSroubovici, kterd je pravoto¢iva. Kombinace tii riznych polypeptidovych fetézcli ma
za nasledek vznik riznych druhti molekul tropokolagenu. Vldkna jsou ustdlena itrermoleku-
larnim sesitovanim lysinem a hydroxyprolinem. Kolagen je utvofen ze tii Sroubovic, které
jsou slozeny ze tii o fetézcl. a fetézce obsahuji levotocivou Sroubovici, kterd je prodlouzena.
Hlavni roli zde hraje ¢ast glycinu. Ten se vyskytuje v polypeptidovém fetézci v opakujici se
formé (Gly-X-Y),. Zbytky glycinu se vyskytuji uprostfed Sroubovice a zbylé aminokyseliny
se vyskytuji po stranach fetézce. Toto uspofadani ma za nasledek, Ze stoc¢eni Sroubovice ko-
lem vlastni osy je tésné. Hlavnim znakem vsech kolagent je tfi-Sroubovice, ktera se vyskytuje
u vlaknitych kolagentd. Domény, které jsou nekolagenni, hraji dilezitou roli, protoze jsou du-

lezité stavebni ¢asti pro tvorbu novych vazeb a funkénich mist. [28, 29]
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Obrazek 2: Struktura kolagenniho vlakna typu I. na molekularni tirovni [29]
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3.1.2 Typy kolagenu

Do dnes$ni doby je zndmo 27 druhti kolagenu. Pro zivé organismy kolagen ptedstavuje piede-
v§im podptirnou funkci. Ve vyobrazené tabulce €. 3 jsou uvedeny vybrané stru¢né informace

o kolagenu I -1V. [30, 31, 32, 33]

Tabulka 3: Porovnani typu kolagenu I, 11, III, IV [30, 31, 32, 33]

Typ Struktura Oblast kde se Hlavni znaky Zpusob separace

kolagenu vlakna vyskytuje

67 nm Kuze, kosti, vazy, Druh rozpustnosti (NSC ISC Pepsinové stépeni
zuby ASC) (digesce)

Nejvice rozsifeny

I1. 67 nm Chrupavky Obsahuje vice hydroxylyzinu Pepsinové Stépeni
(digesce)

67 nm V obdobi embry- S nartistajicim vékem je nahra-  Pepsinové Stépeni

onalniho vyvoje zen kolagenem typu . (digesce)

Amorfni Membrany bazal- Nevytvaii fibrily Stépeni proteoly-

niho epitelu tické pepsinem

Kolagen typu I

Je viibec nejrozsitencjSim typem kolagenu v organismu. V lidském téle je jeho zastoupeni 90
% z celkového mnoZstvi vSech typu kolagenu. Struktura vlakna je triple helix a délka vladkna
je priblizné 1 — 20 pm. Vytvaii polypeptidové fetézce, které maji velké zastoupeni aminoky-
selin: prolinu, glycinu, hydroxylizin a hydroxyprolin. Chovani v riznych prostiedi se lisi, a
proto ho Ize podle druhu prostiedi, kde se rozpousti rozdélit na: NSC (Natural salt soluble
Collagen), ASC (Acid Soluble Collagen) a ISC (Insoluble collagen). NSC je rozpustny
v neutralnich solich, ASC je rozpustny v kyselinach, ISC je z ¢asti nerozpustny a z ¢asti roz-
pustny pfi denaturaci. Oblast vyskytu je v podobé $lach, kosti, zubii a pokozky. Vyuziti je
velice pestré. Uplatnéni nalezl jako doplnck stravy pii 1écbé osteopordzy, v kosmetickém
pramyslu, kde se vyuziva pro zmirnéni starnuti kiize a v chirurgii, k vyrobé¢ Sicich niti. Dalsi

vyuziti je v podobé stimulujicich latek a miize byt pouzit jako nosi¢ 1é¢iva. Uplatnéni ve far-
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macii ziskal diky tomu, Ze je netoxicky, vstfebatelny (biodegradabilni) a dost pruzny. Lze ho

vyuzit i pro podklad na kultivaci tkanovych struktur a k zhotoveni nahrad ze tkani. [30, 32]
Kolagen typu II

Tento typ kolagenu obsahuje vice postrannich fetézcti cukru a hydroxylyzinu. Sklada se ze
ttech al polypeptidovych fetézcl. Celkova délka vldkna je 67 nm. Plni podpirnou funkci
v extraceluldrni matrici. Vyuziti nalezl jako pletivo (scaffold) ve tkanovém inzenyrstvi, proto-
ze ma dobré vlastnosti pro rust chondrocytli a podporuje tedy obnovu chrupavkovité tkang.
K izolaci se vyuziva pepsinového Stépeni. Tento typ kolagenu je nerozpustny, ale vyjimkou je
kolagen typu II embryonalniho vyvoje. Kolagen typu II nalezneme v chrupavkach, kde zau-
jima pfiblizn€ 50 % objemové ¢asti. [31, 32]

Kolagen typu III

Tento typ kolagenu ma podptrnou funkci v mékkych tkanich. Vytvari retikularni sité, které se
vyznacuji pravidelnym uspofaddnim. Nachazi se v nervovych vlaknech, svalovych buiikach
nebo také ve sténach cév krevniho fecisté. Obsahuje z vétsi Casti glykoproteiny, proteoglyka-
ny a disulfidické mustky, jinak je velice podobny kolagenu typu I. S nabyvajicim vékem or-

ganismu tohoto typu kolagenu ubyva. [31, 32]
Kolagen typu IV

Kolagen typu IV nevytvati vlakna ani fibrily. Je amorfni. Vytvaii Sroubovicovou (helikalni)
strukturu, ale ma 1 Casti, které nejsou spirdlni. Takovéto uspofadani ma za nasledek to, ze
struktura je z ¢asti narusena. Pro izolaci se vyuZiva pepsin a proteolytického St€peni. Struktura
je sloZena ze dvou fetézcl al a odliSného fetézce 02. Piezdiva se mu také jako kolagen bazal-

nich membran. [30]

3.2 Zelatina

Je rozpustny protein ve vodé, ktery za urcitych podminek vytvoii gel. Ziskava se za tepla ex-
trakci v alkalickém nebo kyselém prostiedi. Ziskava se z veptové a hovézi klize (75,4%), dale
pak hovézich kosti (23,1 %). Piiblizné 1,5 % predstavuje produkce Zelatiny z ryb. Zelatiny
z ryb se povazovaly za malo kvalitni, ale plati to pouze pro ryby Zzijici v chladnéjSich vodach.
Zelatina ziskana z ryb vyskytujicich se v subtropickém a tropickém pasu je obdobné Zelating

ze savcl. Vznika denaturaci kolagenu, coz znamend jeho znehodnocovani. Odd¢€luji se tak
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polypeptidové fetézce od sebe a kolagen se rozlozi. V mase je zastoupeno také velké mnoZzstvi
kolagenu, ale tato surovina je pfili§ cennd pro vyrobu zelatiny. [34, 35, 36]

Zelatinu vytvaii tii velice dominantni fragmenty. Nachazeji se v kolagenu volné o fetézce a B
fetézce. Spojené kovalentni vazbou jsou dva a fetézce a dva y fetézce nebo vzajemné tii a
fetézce. Retézce o které jsou volné, jsou depolymerizovany do sub - a fetézct. Tyto fetézce
maji niz§i Mw, nez samotny a fetézec. Takovéto uspofadani fetézce mize za to, ze zelatinovy
roztok neni disperze proteinti. Proto vSechny popisujici parametry vlastnosti Zelatin, at’ uz to

chemické nebo fyzikalni jsou pouze primérné hodnoty. [37]

KOLAGEN
Pred uprava a extrakce — hydrolyza
QO
/ \
// / \
a-fetézce  / // p-fetézce A \\ y-Fetézce
] \
/ \

¥ | N

M,,.=90-110 kDa M 180-220 kDa M., = 270-300 kDa

wlh

Obrazek 3: Zelatina se sklada z riiznych smési proteinovych fetézcil. Tyto Fetézce maji rozdilnou molekulovou

hmotnost. Proto neni monodisperzni systém a vykazuje polydisperzitu. [37]

3.2.1 Ziskavani Zelatiny

Vstupni surovy materidl, ze které¢ho je Zelatina ziskavana, je velice zesitovany, proto je tieba
materidl pfedzpracovat, aby se pti€né vazby rozrusily. Opracovani se déla kyselym nebo za-
saditym zplisobem. Samotnd Zelatina se extrahuje ve vice stupnich. Nejvice kvalitni Zelatiny
jsou v prvni extrakei, pfi teploté okolo 45 — 50 °C. Takovéto Zelatiny disponuji velkou pev-
nosti gelu a maji vétsi molekulovou hmotnost. Naopak extrakce pii vyssich teplotach poskytu-
je Zelatiny o mens$i kvalité a maji niz§i molekulovou hmotnost. Samotna extrakce se realizuje

ve varnach, kde se pfi dosazeni dostatecné teploty zapocne dochéazet k pietvoreni kolagenu na

klihovy roztok. Cim vice je vstupni material predpfipraven, tim k pteméné dochazi snadnéji.
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Mrwe

Zhorsend vlastnost vzniklé zelatiny je zaptiCinéna vétsi degradaci kolagenu béhem vareni

(extrakci). Tento proces z pohledu fyzikalné-chemického je nazyvan difuzni proces. [38]
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Obrazek 4: Schéma vzniku Zelatiny

3.2.2 Zelatina typu A

Vstupni surovina, ktera neobsahuje necistoty, se vystavi pisobeni nafedéné mineralni kyseli-
ny. Jeji pH by se mélo pohybovat v rozmezi 1,5 — 3. Doba ptsobeni az 48 hodin. Klicovy
parametr v tomto kroku je pfedevsim tlouStka vstupniho materidlu a velikost ¢astic. V dalSim
kroku se materidl promyje Cistou studenou vodou, aby se kyselina vymyla a pH bylo zhruba
neutralni. Poté se Zelatina extrahuje vodou o teploté zhruba 55 — 100 °C. Tento zpusob pfi-
pravy je zejména vhodny pro materialy, které¢ obsahuji mensi mnozstvi zesitovaného kolage-

nu, coz jsou veprove kize. [39, 40]

3.2.3 Zelatina typu B

Pti této metod¢ je materidl predzpracovan v alkalickém prostiedi, kde nejcastéji pozivanym
roztokem je hydroxid vapenaty (Ca(OH),). Roztok ma pH pftiblizn€ 12 a surovina je vystave-
na 1 — 6 mésict v této lazni. Doba je vSak zavisla na tloust'ce suroviny. Teplota pii tomto pro-
cesu je do 24 °C. Po ukonceni tohoto kroku se surovina promyje vodou, aby se odstranil zby-
tek zasady. Nekdy se pouzije ziedénd kyselina. Zpiisob takovéto ptipravy je vhodny prede-

v§im pro zpracovani hovézich kosti a ktizi. [39]
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Typ zelatiny A 1 B maji rozdilné vlastnosti. Maji rozdilné fyzikalni vlastnosti, li§i se moleku-
lovou hmotnosti, obsahem necistot a nékdy i vzhledem. Nejvétsi rozdil je vSak v pH izoelek-
trického bodu. Zelatina typu A ma izoelektricky bod v rozmezi pH 7 — 9. Izoelektricky bod u
zelatiny typu B je v rozmezi pH 4,9 — 5,1. Takovéto uzké rozmezi izoelektrického bodu u
zelatiny typu B lze vysvétlit stupném pfemény bocnich amidovych skupin aminokyseliny
asparaginu a glutaminu na karboxylové kyseliny. U Zelatiny typu B, ktera se vyrabi alkalic-

kym zplisobem, je pfeména zcela uplna. [41]
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Obrazek 5: Schematické znazornéni predipravy Zelatin [42]

3.2.4 Vlastnosti Zelatiny

Ma ciré zbarveni az nazloutlou barvu, je prithledna a kiehka latka. Je bez chuti, bez zapachu a
netoxickd. Dodava se v mnoha velikostech. Je to pomérné lehce stravitelna bilkovina. Jak od
jemného prasku, tak po vétsi hrubé granule. Je moznost také vyroby tenkych filmi ¢i platkt
z zelatiny. Hustota suché Zelatiny se pohybuje pfiblizné v rozmezi 1,3 — 1,4 g/cm’. Ve chlad-
né vod¢ zacne bobtnat a hydratovat. Ve vodném roztoku se chova amfoterné, proto se mize
chovat bud’ jako kyselina nebo jako zésada. Jednou z nejvétSich prednosti Zelatiny je to, Ze
utvari tepelné reverzibilni gely. Pro vybér aplikace zelatiny v praxi je klicova pevnost gelu.
Hodnota pevnosti gelu zelatin, se vyjadiuje Bloom hodnotou. Samotné méteni pevnosti zela-

tinovych gelll se provadi na pfistroji zvaném Bloomilv gelometr. [43]
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Obsahuje téméi vSechny aminokyseliny nezbytné pro zivot. Vyjimkou je tryptofan a cystein.
Slozeni se vsak muze lisit na zdklad¢ vstupni suroviny ve vyrobnim procesu. Jednotlivé za-

stoupeni aminokyselin v zelatin€ je vyobrazeno v tabulce €. 4. [41]

Tabulka 4: Jednotlivé zastoupeni aminokyselin, ve 100 g Zelatiny [44]

Nazev aminokyseliny g aminokyseliny ve Nazev aminokyseliny g aminokyseliny ve

100 g Zelatiny 100 g Zelatiny

3.2.5 Vyuziti Zelatiny

Zelatina nasla vyuziti jak v potravinaiském, farmaceutickém, medicinském &i fotografickém
primyslu. Pro potravinafsky primysl musi spliiovat nalezitd hygienicka opatfeni. Pevnost
gelu komeréné pouzivanych Zelatin v potravinaistvi je rozmezi 50 — 300 Bloom. Obsah pope-
lovin by mél byt do 2 %, ale u vysoce kvalitni zelatiny do 0,5 %. Vlhkost by se méla pohybo-
vat v rozmezi 7 — 15 %. Vyroba se sklada z nasledujicich kroki: extrakce, precisténi, zahuste-
ni suSeni, mleti, prosévani a zabaleni. Uplatnéni nalezla pti vyrob€ riznych zékuskd, mléka-
renskych vyrobkl, cukrovinek, pekafstvi, ve zmrzlinach jako pojiva, emulgatory, Zelirujici

latky a zahustovadla. [34, 45]

Medicinské a farmaceutické aplikace
Farmaceuticka zelatina je ziskdvana pievdzné z vepiovych nebo hovézich kuzi. Jsou na ni
kladeny vysoké naroky na ¢istotu a musi splitovat ptisné kritéria. Nesmi obsahovat zadné téz-

ké kovy ani patogenni mikroorganismy. Vyuziva se piedevsim k vyrob¢ tablet a kapsli. Table-
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ty jsou celistvé farmaceutické formy. Obsahuji pojivo, 1é€ivo, mazivo a rozpoustédlo. Vyroba
probiha na lisovacich strojich, kde v prvni fazi dojde k namleti ¢inné slozky na pozadovanou
velikost Castice. V ndsledném kroku se ptidaji ostatni slozky a smés se zhomogenizuje.
V nasledujicim kroku se piimicha Zelatina, ktera zde ma funkci pojiva. Vytvoii se tak shluky,
které dale utvori tabletu. Finalni tvar dostane tableta lisovanim. Dostava tak svou velikost,
tvar a hustotu. Na konec lze tabletu jesté potahnout zelatinou, kde ziska pozadovanou barvu a
pozitivni chut’. Dal§im typem jsou tvrdé Zelatinové kapsle. Tyto kapsle jsou silnosténné, maji
dobrou rozpustnost a ovalny tvar. Jsou tvofeny dvémi ¢astmi a to uzavérem a télem. Do téchto
kapsli se doplnuji barviva, antimikobiotika nebo tenzidy. Vyrabi se namacenim trnu do Zelati-
nového roztoku. Poté se smés ochladi a presusi v susarné, kde je teplota v rozmezi 22 — 28 °C.
Takto zhotovené t¢lo kapsle se stdhne celistmi. Pozadovana délka se zajisti ofiznutim. Na
konec se kapsle plni, uzaviou se a ocisti. Poslednim typem jsou méekké Zelatinové kapsle. Plni
se prevazné kapalinami, polopevnymi latkami nebo suspenzemi. Jak jiz nazev napovida, tak
jsou mekke a to diky zmékcovadlim, které se ke smési pridaji. Piikladem takového zmékco-
vadla miize byt sorbitol nebo glycerin. Jsou jednokusové. Velkou vyhodou je rychlejsi uvol-
fovani 1éciva, nez u tvrdych kapsli a zaroveit maskuje nepiijemnou chut’ 1é€ivych latek. Lze
vyrobit v dnesni dobé jakoukoli barvu i velikost tobolek. Velka nevyhoda je vSak to, Ze vyro-
ba je pomalejsi, nez je tomu u tvrdych tobolek. Zpracovava se na slozit¢jSim stroji a to na

kontinualn¢ rotacnim lisu. [34]

Diky biologické odbouratelnosti si biopolymery nalezly uplatnéni v medicinské a farmaceu-
tické oblasti. Jsou na bazi proteinu (Zelatina, kukufi¢ny zein, pSeni¢ny gluten) a polysacharidu
(Skrobu). Diky své biokopatibilité a netoxicité I1ze je pouzivat pro vyvoj léku s cilenym uvol-
novanim a vyrobu materiali na regeneraci poSkozenych tkani. Zajimavosti je, Ze Zelatina typu
A ma odliSnou mikrostrukturu, nez Zelatina typu B. Typ A vytvafi porézni matrici
s nanovlakny, zatimco Zelatina typu B poskytne strukturu ve formé globuldrnich utvara
s vétSimi dutinkami. Jeji dal$i vyjimecnou vlastnosti je to, ze je velice dobfe resorbovatelna.
Tato vlastnost se vyuziva ve farmaceutické a medicinské oblasti k vyrobé mikrocasti¢, které
setrvavaji v organismu pouze urcitou dobu. Uvolnéni 1éCiva z takovéto docasné matrice se
déje pomoci enzymatické degradace samotné matrice. Matrice mtize také degradovat zména-
mi podminek v prosttedi, jako je naptiklad zména pH, zména teploty, zvySeni iontové sily.
Rychlost a samotnd kinetika uvoliiovani ¢astice zavisi také na zesitovani ¢astic, za coZ mize

sitovaci ¢inidlo glutaraldehyd, ktery se pfidava, jakoz to sitovaci Cinidlo ve vyrobé zelatin.
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Zelatinové hydrogely jsou hojné pouZivany pii obnovovani pokozky po t&Zkych popalenindch
nebo jinych vaznych poranénich. Produkce hydrogell je fizena neutralizaci vodného roztoku
kyselého kolagenu za definovanych podminek, jakymi jsou pH, teplota, doba a velikost ionto-
vych sil. Tuhost, hustotu a pevnost takového hydrogelu Ize fidit koncentraci kolagenu
v roztoku. Je také moznost hydrogely sitovat. Sitovanim se docili lepsi pevnosti a odolnosti
proti nehostinnému biologickému prostiedi. Hydrogely maji vyborné hydratac¢ni G¢inky a za-
roven poskytuji vhodné ristové prostiedi pro buniky. Funguje tak jako bariéra proti vnéjsimu

prostiedi a zabranuje proto infekci. [46]

Dalsim uplatnénim jsou mékké (SGC) Zelatinové kapsle. Jsou slozeny z Zelatiny, vody, plas-
(sorbitol, glycerol). Vyskytuji se v mnoha riiznych tvarech kapsli: kulaté, ovalné, trubkové ¢i

podélné. [47]

Druhou skupinou jsou tvrdé (HGC) Zelatinové kapsle. Jsou slozeny z vicka a téla. Postup
vyroby je takovy, Ze se do roztoku Zelatiny pfimichaji barviva, plastifika¢ni ¢inidlo, maziva a
smacedla. Kovova forma (hroty) se pak ponofi do tohoto roztoku. Vznikne tak télo kapsle.
Vicko se vyrabi stejnym zptsobem, jen je trn formy o néco malo Sirsi. Télo a vicko se vza-

jemné¢ prekryva a spoj je dokonale tésny. [47]

V dnes$ni dobé je mozné také provadét 3D tisk z Zelatinovych roztokl (3D bioprinting). Dalsi
vyuziti je ve formé Cipki, emulze z zelatiny, expandéry plasmy, zdravotni bonbony, vné;si

aplikace 1ékti, emulze a roztoky na uchovani semene. [47, 48, 49]

Potravinarské aplikace

Pro potravinarské ucely se pouziva zelatina o vysoké kvalité a Cistoté. Potravinaisky primysl
je jednim z nejvétSich odbératelli Zelatiny. Uplatnéni nalezla ve vyrobé cukrovinek, jakoz to
zelatinové bonbony, lekofice, marSmelou ¢i karamely. Diky své viskozité se pouziva i jako
zahust'ovadlo u vyrobkul s nizkym obsahem tuku. Uplatiiuje se jako stabilizator v dezertech a
krémech. Nalezla vyuziti i pfi vyrobé Sunek, aspikl a rybich vyrobcich. Pfi konzumaci diky

zelatin€ pocitujeme plnost v ustech, vyrobky maji ldkavy vzhled a konzistenci. [50]
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Technické aplikace

Pro technické aplikace se pouziva Zelatina o rizné kvalité a Cistoté. Nejsou na ni kladeny ta-
kové naroky jako na zelatinu potravinarskou a medicinskou. Uplatituje se pii vyrobé fotogra-
fii, negativli a pozitivl. Tato metoda je znama jiz ptiblizné 100 let a pomohla tak rychlému
vyvoji ve fotografické oblasti. Vyuziti nalezla i pii restaurovani obrazl, nabytkli a jinych
pfedmétl. Vyuziva se jejich adhezivnich a kohezivnich vlastnosti. Uplatnéni nalezla i
v podobé mikro kapsli inkoustu, kdy je tfeba vytvofit kopii dokumentu. Vyuziva se i v agro
odvétvi, jako substrat co zadrzuje vodu pfi seti a sazeni rostlin, Jednou z vyhod je, Ze Zelatina
je plné biodegradabilni a netoxicka, jak pro ¢lovéka, tak i pro zvifata. Musi mit minimalni
zakal a specialni fotochemické vlastnosti. Pouziva se také pfi vyrob¢ papiru a findlni potaho-
vani papirovych vyrobkd. Pouziva se i jako stabilizator v krémech v kosmetickém pramyslu.

Dalsi vyuziti nalezla tato Zelatina pfi lepeni etiket, znamek, ¢i pti vyrobé€ otiski. [34, 51]
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4 CILE PRACE A METODIKA

4.1 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat kosti ze separace, které jsou bohaté na kolagen.
Bylo tfeba posoudit moznosti extrakce kvalitnich zelatin. Vychozi surovina byla pfecisténa od
doprovodnych nekolagennich slozek a tuku. Nasledné byla zpracovana podminkami obdob-
nymi pii primyslové vyrob¢ Zelatin. Byly sledovany podminky extrakce Zelatiny s vybranymi
procesnimi podminkami. Pro planovani a vyhodnocovani experimentu se metody vice- fakto-
rovych experimentli. Pfipravené produkty byly charakterizovany (pevnost gelu, viskozita,
obsah popelovin a dalsi), byl také sledovan stupeni konverse. Jeden z hlavnich cili diplomové
prace byl navrh optimélnich technologickych podminek zpracovani kosti ze separace na zela-
tinu a hydrolyzat. Na zéklad¢ vysledka se navrhly finalni podminky pro opracovani dritbezich

kosti ze separace pro maximalni vytéznost kvalitnich Zelatin.

4.2 Metodika

Metodika prace se pouzila takova, ze pro podminky studia zakladnich podminek extrakce se
vyuzily faktorové pokusy, 3 faktory na 2 urovnich + centralni experiment (1 opakovani). Pro
optimalizacni Cast extrakce se pouZzily schémata se 2 faktory na 2 Grovnich + centralni expe-
riment (1 opakovani).

Strategie prace se rozdélila do tii ¢asti, a to:

I.  Odstranéni tuku (a dalSich nekolagennich slozek) ze suroviny

= piiprava Cistého kolagenu

II. Extrakce zelatiny z Cistého kolagenu — zakladni ¢ast.
Zakladni ¢ast, analyzuji se vzorky Zelatin.

Na zdklad€ vyhodnoceni zakladni ¢asti se navrhly podminky optimaliza¢ni €asti.

III. Extrakce zelatiny z Cistého kolagenu — optimalizacni ¢ést.
Provedla se optimaliza¢ni ¢ast a na zéklad¢ vysledki v zakladni ¢asti a navrhly se opti-

malni podminky zpracovani.
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5 PRISTROJE, MATERIALY A CHEMIKALIE

Pouzité pristroje Magnetick¢é michadlo stopnou deskou IKA-C-Mag HS7, Stevens —
LFRA texture analyser, Ubbelohdeho viskozimetr, elektricky mixér — ETA 0010, analytické
vahy KERN 770, spektrofotometr Helios — 3, tiepacka LT 3, DSC Mettler Toledo, muflova
pec Nabertherm, muflova pec Labothem L9/11, elektricky vati¢ SCOTT GERATE GMBH,
elektronické laboratorni vahy KERN 440-47, susarna WTB BINDER E-28-TBI, susarna
Memmert ULP 400. Dalsi drobné laboratorni vybaveni (Erlenmeyerovy banky, PET lahve,
kozeluzské misky, laboratorni 1Zice, tyCinky, pipety, kaddinky, plastova nddoba o objemu 2 1 a
0,5 1 pro odtu¢néni a pro enzymatické opracovani suroviny, kovova kuchynska sita, niizky,
vazenky, laboratorni klesté, Zihaci kelimky, polyetylénové sacky, odmérné valce, kadinky,

exsikator, kahan, PA tkanina, Petriho misky, aj.).

Materialy a chemikalie Kosti ze separace (Raciola, Uhersky Brod)

Chlorid sodny NaCl (Mr = 58,44 g/mol, bézna kuchynska stl)
Hydroxid sodny NaOH (Mr = 39,99 g/mol, Penta Chrudim)
Aceton C3HgO (Mr = 58,08 g/mol, Penta Chrudim)

Enzym Protamex je vyrabén danskou firmou Novozymes. Tento enzym byl vyvinut pro hyd-
rolyzu proteinll v potravindiském pramyslu a spliuje pfisné poZadavky, které jsou na tento

primysl kladeny. Pfedstavuje komplex Bacillus protedzy. (ptiloha — PI)

Enzym Lipolase je vyrabén danskou firmou Novo-Nordisk. Tento enzym se vyuZiva pro re-
kombinaci DNA v genovém inZenyrstvi. Nejlepsi uc¢innost vykazuje pii pH kolem 12 a fungu-
je pii velkém rozmezi teplot. Nedrazdi organismus ani pokoZzku. Lze ho odstranit obyc¢ejnou

vodou. Tento enzym lze pouzit v potravinafském pramyslu. (ptfiloha — PII)

Firma Raciola s.r.o. Uhersky Brod poskytla na tuto diplomovou praci driibezi kosti ze separa-
ce. Kureci kosti byly rozemlety na primyslové fezace masa se ¢tyframennym nozem. Mleti
probihalo ve dvou stupnich. V prvnim stupni se pouzila feznd deska ve tvaru ledvinky a ve
druhém stupni ve tvaru kruhu o priméru 3 mm. Rozemletd a zhomogenizovand surovina se
uchovavala v mrazni¢ce a proto bylo potieba ji pozvolna rozmrazit v lednici 24 hodin pred

opracovanim. Tabulka €. 5 vyobrazuje sloZzeni neopracované suroviny v susing.
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Tabulka 5: SloZeni vstupni suroviny v susiné

Obsah suSiny Obsah bilkovin Obsah tuku
(%) (%0) (%)

38,2 +2,0 40,3 +0,5 26,0+2,4

Obsah popelovin
(“e)

29,6 £3,1

Obsah kolagenu
(“0)

79,9 +1,2
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6 METODY

Zelatiny a hydrolyzaty se testovaly podle Standardni testovaci metody pro jedlé Zelatiny
(Standard testing method for ebidle gelatin). [52]

Méreni pevnosti gelu

Do standardizované nadoby na méteni pevnosti gelu se navazilo 3,00+0,01 g zelatiny a prida-
lo se 42+0,2 g destilované vody pii 25+2 °C. Nadobka se vzorkem se vloZila do horké vodni
lazné o teploté 60 °C za michani na magnetickém michadle a nechal se vzorek rozpoustét. Po
rozpusténi vzorku se nadobka se vzorkem inkubovéna pfi teploté 10,0+0,1 °C po dobu 18

hodin v lednici. Pro méfeni se pouzival piistroj LFRA, ktery je vyobrazen na obrazku €. 6.

Obrazek 6: Stevens - LFRA texture analyser

Tabulka 6: Navazky Zelatiny, vody a pfislusné piepocitavaci koeficienty

Metoda Navazka Zelatiny (g) Navazka vody (g) Prepocitavaci koeficient
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Pevnost Zelatinového gelu je hlavnim méfitkem tuhosti gelu vytvofen¢ho z 6,67 % roztoku.
Ptipravil se podle pfedem stanovenych podminek. Bloom hodnota je métitko vahy (sily), po-

zadované pro stlaceni predepsané plochy. Méfeni se provedlo podle metodiky GMIA. [28]

Méteni obsahu popelovin

Stanoveni obsahu popelovin bylo provadéno tak, ze navazka vzorku byla umisténa do porce-
lanového kelimku, ktery se pomalu spaloval nad kahanem do uplného zuhelnaténi. Poté byl
vzorek Zihan 120 minut v muflové peci pii 650+4 °C.

Vypocet pro obsah popelovin:

p=2x%100
m2

)

kde: P — obsah popelovin ve vzorku [%]
m1 — hmotnost vzorku po zihani [g]

m?2 — hmotnost vzorku pfed Zihanim [g]

Obrazek 7: Vzorky zelatin pted spalovani pro zjisténi obsahu popelovin

Obrazek 8: Vzorky zelatin po spalovani pro zjisténi obsahu popelovin
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Méreni obsahu suSiny
Stanoveni obsahu bylo provedeno nepfimou metodou a to tak, ze se vzorek susil pfi teploté
103+1 °C do konstantni hmotnosti. Kazdé stanoveni bylo provedeno 3x, ze kterého se brala

pramérna hodnota.

Vypocet pro obsah susiny:
5=2=x100
2)
kde: S — obsah susiny ve vzorku [%]
ml — hmotnost vzorku po suSeni [g]

m2 — hmotnost vzorku pted susenim [g]

Obrazek 9: Vzorky zelatin pro zjisténi obsahu suSiny

Méieni kinematické viskozity

Viskozita Zelatinovych roztokii byla ihned métena po méfeni pevnosti gell zelatin. Nadobka s
gelem byla zahtivana pii teploté 60 °C, aby doslo k rozpusténi zelatinového gelu. Tekuty roz-
tok Zelatiny se poté nalil do Ubbelohdeho viskozimetru. Na zaklad¢ rychlosti pritoku roztoku

mezi ryskami se vypocetla kinematicka viskozita dle vzorce:

v=k=t—B/t
3)
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kde: - kinematicka viskozita [mm?/s]
B - konstanta ke korekci na kinetickou energii uréena z rozméru viskozimetru (2,8)
k - konstanta kapilary viskozimetru (0,5002)
t - aritmeticky primér dob pritoku [s]

Obrazek 10: Ubbelohdeho viskozimetr

Méreni transmitance (Cirosti) Zelatin
Na zékladé priichodu svétla Zelatinovym roztokem byla zméfena transmitance (Cirost). Méfeni
se provadelo pfi vinové délce 640 nm. Kalibrace se provedla pomoci destilované vody. Métilo

se na spektrofotometru Helios — 3.
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Obrazek 11: Spektrofotometr Helios — 3 pro méfeni transmitance (Cirosti)

Méi‘eni pH Zelatin
Ptipravily se Zelatinové roztoky o koncentraci 1,5 % pfi teploté 30 °C. Poté se zméfilo pH

metrem hodnota pH.

Obrazek 12: Pfipravené 1,5 % Zelatinové roztoky

r 7w

Méreni teploty tani Zelatinového gelu

Teplota tani Zelatinového gelu se ur¢ilo pomoci diferenéniho skenovaciho kalorimetru DSC.
Mgéfeni se provadélo v hlinikovych mistickach, kde se navazilo 15 az 30 mg vzorku Zelatiny.
Miska se uzaviela hermeticky vickem a vzorek se vlozil do méfici cely. V cele byl s méfenym
vzorkem také referencni vzorek. Nejdiive se miska ochladila na 5 °C po dobu 10 minut. Poté
se miska zacala ohfivat rychlosti 5 °C za 1 minutu az na 50 °C. Pfesna hodnota tani vzorku se
vyobrazila v grafu endotermnim pikem. Poté byl vzorek opét zchlazen na 5 °C. Ziskana data

byla poté zpracovana.
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7 POSTUP PRACE

Postup prace byl realizovan pomoci faktorovych experimentii. Tyto experimenty jsou vyji-
mecné v to, ze k planovani se vyuziva co nejmensiho poctu experimenti a vice nez jen jednou
vstupni proménnou. Poskytnou také rychlé feseni ukolu bez nutnosti slozitého hledani riz-
nych variant a kombinaci. Jsou uskupeny do strukturni matice a kombinuji vstupni nastavené
podminky okrajové patfi¢nych faktort. Znacéeni takovych pokusii se zna¢i NP. N je pocet jed-

notlivych trovni faktorti a P je pocet faktort. [53]

Zvolily se 3 vstupni faktory na dvou urovnich:

Faktor A — Doba enzymového opracovani (24 — 72 h)

Faktor B — Teplota extrakce Zelatiny 1. frakce (64 — 80 °C)

Faktor C — Doba extrakce zelatiny 1. frakce (60 — 180 min)

Poté se zvolily dalsi dva faktory pro podminky extrakce zelatiny 2, frakce:

Faktor D — Teplota extrakce zelatiny 2. frakce (88 — 98 °C)

Faktor E — Doba extrakce Zelatiny 2. frakce (0,5 — 6 h)

Dale byl proveden experiment bez pfidavku enzymu (slepy pokus), ktery byl brat jako za-

kladni k porovnani.

7.1 Priprava Cistého kolagenu

Bylo tfeba odstranit ze suroviny doprovodné nekolagenni bilkoviny a tuk. Nasledné byl pfi-
praven isolovany kolagen (obsahoval maly zbytek tuku), ktery se dale bude zpracovavat ex-

trakci na Zelatiny.

Nejprve bylo tieba vytahnout surovinu z mraznicky a nechat rozmrazit. Jednalo se o zbytky
(Casti kosti a chrupavek), které¢ zlstaly z vyroby strojné¢ oddéleného masa. Zbytky byly

v rozemletém stavu o velikosti ¢asti 3 mm.

SloZeni kosti ze separace: obsah suSiny = 38,2 &+ 2,0 %, obsah tuku v susiné = 26,0 + 2,4 %,

celkovy obsah bilkovin v susiné = 40,3 £ 0,5 %, obsah popelovin v susiné = 29,6 + 3,1 %.
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Obrazek 13: Kosti ze separace po vytadhnuti z mrazaku

Opracovani ve studené vodé

V dalsim kroku bylo tieba promyt surovinu studenou vodou. Surovina se vlozila do kuchyn-
ského sita a promyvala se 2 minuty. Poté se nechala 5 minut ponofena ve studené vodé v situ.
Pak se surovina opét promyvala studenou vodou po dobu 2 minut. V tomto kroku se

z materialu odstranily albuminy.

Opracovani v 0,2 M NaCl

Nasledovalo opracovani v 0,2 M NaCl a to tak, Ze surovina se smichala s 0,2 M NaCl
v poméru 1:6 a nechala se mirn¢ tfepat pti pokojové teploté po dobu 1,5 hodiny. Poté se suro-
vina prefiltrovala pfes sito a promyvala se studenou vodou po dobu 1 minuty. V této Casti

postupu doslo k odstranéni globulinu.
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Obréazek 14: Odstraneni albuminu Obréazek 15: Odstranéni globulinu

Opracovani v 0,03 M NaOH

Poté se surovina smichala s 0,03 M NaOH v poméru 1:6 a nechala se mirn¢ tfepat po dobu
6 — 8 hodin. Pak se surovina piefiltrovala ptes sito a promyla studenou vodou z kohoutku po
dobu 1 minuty. Nasledn¢ se tento postup opracovani v 0,03 M NaOH opakoval. Surovina se
ttepala pfes noc pii pokojové teploté. Poté nasledovala filtrace pfes sito s jednou vrstvou PA
tkaniny a nasledné promyvani studenou vodou z kohoutku po dobu 2 minut. V tomto kroku se

odstranily gluteiny ze suroviny.

Obrazek 16: Odstranéni gluteint
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Mechanicky se surovina vymackala, aby se zbavila co nejvétsiho mnozstvi vody. Cast vzorku
se odebrala na stanoveni suSiny pro stanoveni piidavku enzymu Lipolase. Pokud by surovina
nebyla ihned po tomto kroku zpracovana, bylo nutné ji uzaviit do nadoby a vlozit do lednice.

Takto skladovana mohla byt ale pouze dva dny.

Odtu¢néni enzymem Lipolase

V nésledujicim kroku se surovina odtuc¢iiovala za pouziti enzymu Lipolase. Tkan se smisila
svodou vpoméru 1:10, aby byla dostatecné¢ smacena. Poté se pifidal enzym Lipolase
v mnozstvi 5 %. Pridavek byl vztaZzen na hmotnost pfesuSené suroviny z pfedeslého kroku.
Smés s enzymem se nechala tfepat pii pokojové teploté po stanovenou dobu v predepsaném
poctu odtu¢novacich cykli (viz tabulka ¢. 7). Na pocatku a na konci kazdého tepaciho cyklu
se métilo pH. Nasledovala filtrace pres sito s jednou vrstvou PA tkaniny a poté promyvani 2
minuty studenou vodou z kohoutku. Po ukonceni se tkan rozprostfela na Petriho misku a ne-
chala se ptesusit pii 35 °C po dobu 18 — 35 hodin. Na zavér se zvazilo mnozstvi odtucnéné

tkané.

Tabulka 7: Rozpis tfepacich cykll pro opracovani enzymem Lipolase

Doba tfepani (h) Poznamka

na pocatku na konci

1. 7 11,41 11,62 neupraveno pH
1.-2. 17 10,81 10,85 neupraveno pH
2. 7 9,81 10,22 neupraveno pH
“ 2.-3. 17 9,07 9,12 neupraveno pH
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Obrazek 17: Surovina na tiepacce s enzymem Lipolase Obrazek 18: Enzym Lipolase

Do-odtu¢néni suroviny acetonem

Vysusena surovina se musela do-odtucnit. A to tak, ze se surovina smichala s acetonem
v poméru 1:9 a nechala se tfepat po dobu 6 — 9 hodin pii pokojové teploté. Poté se roz-
poustédlo (aceton) vymeénil za Cerstvy a nechala se smés odtucniovat pies noc. Po odtucnéni
se surovina zfiltrovala a rozprostfela na plech a umistila do digestofe, kde se nechala suSit
pres noc. Zaroven se rozpoustédlo vypaftilo. Prefiltrovany aceton se nevyléval, ale byl

recyklovan destilaci pro opétovné pouziti.

Rozemleti a rozdéleni suroviny

VysuSend surovina se dale musela rozemlit po menSich davkdch na menSi Castice.
K rozemleti se pouzil kuchynisky (vertikalni) mixér a mlynek na kavu, aby se docililo per-
fektniho rozemleti suroviny. Doba mleti byla pfiblizn€ 15 sekund, aby se surovina zbytec-
né nepiehfivala. Takto namleta surovina (Cisty kolagen), byla uskladnéna v uzaviratelné

plastové lahvi pii pokojové teploté.
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Obrazek 19: VysuSena surovina (Cisty kolagen) pfed mletim

Surovina byla pomoci sit rozdélena do tii frakei. V prvni frakci zlstal kolagen, které mél
velikost ¢astic vétsi neZ 2 mm. Ve druhé frakci zustaly castice o velikosti 1 — 2 mm a
v posledni tieti frakei ztstaly ¢astice mensi jak 1 mm.

Jak se pozdé&ji ukazalo, tak i velikost castic ¢istého kolagenu ma vliv na celkovou ucinnost
extrakce kvalitnich Zelatin. Proto bylo zapotiebi v prib¢hu prace tuto analyzu ¢astic pro-

veést.

Obrazek 20: Surovina (Cisty kolagen) po mleti a sitové analyze Castic (vlevo: ¢astice < 1mm, uprostied: ¢as-

tice 1 —2 mm, vpravo: Castice > 2 mm)
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7.2 Extrakce Zelatiny z ¢istého kolagenu

Neutralni opracovani enzymem

V prvnim kroku se surovina nechala neutrdlné opracovat enzymem a to tak, Ze se smichalo
20 g suroviny s 200 ml destilované vody (pomér 1:10). Smés se dale nechala tfepat 20 mi-
nut pii pokojové teploté. Poté se piekontrolovala hodnota pH, ktera musela byt v rozmezi

6,5 — 7,0. Hodnota pH byla v tomto intervalu hodnot a proto se nemusela upravovat.

Obrazek 21: Pridavek 1,0 % enzymu Protamex a kontrola pH

Mohl se tak pfidat enzym Protamex v mnozstvi 1,0 % (vztazeno na suSinu suroviny) a
smés nechat tiepat pii pokojové teploté a dobé opracovani podle Faktoru A. Zaroven se o

dobu 4 hodin kontrolovalo pH, aby bylo znovu v rozmezi 6,5 — 7,0.

Obrazek 22: Surovina na tfepacim zatizeni
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Hytrolyzat

Po uplynuti této doby se smés piefiltrovala ptes sito s 3 vrstvami PA tkaniny. Tekuta sloz-
ka (hydrolyzat) se nasledné nechal povafit 5 minut, pfi teploté 98 — 100 °C, aby se inakti-
voval enzym Protamex. Cely objem hydrolyzatu se rozlil do misticky opatfen neptilnavou
PE folii. Hydrolyzat se nechal susit pii teploté 60 °C po dobu 2 dnd. VysuSeny hydrolyzat

se poté zvazil a uchoval se v uzaviratelném sacku.

Obrazek 23: Hydrolyzat exp. ¢. 8 Obrazek 24: Hydrolyzat exp. ¢. 11

Zbyla neutrdlné opracovana surovina byla promyta vodou, po dobu 2 minut, aby se enzym
Protamex Castené inaktivoval. Nasledné se material smichal s 0,03 M NaOH a nechal se
intenzivné tiepat na tfepacce po dobu 10 minut. Pak nasledovala filtrace. Surovina se zno-
vu smichala s 0,03 M NaOH a postup se opakoval. Znovu zachyceny material na situ po
filtraci se promyl destilovanou vodou po dobu 2 minut, aby se odstranil hydroxid. Poté se
nechd material tfepat po dobu 10 minut v destilované vod¢. Material se poté zfiltroval pies

sito.

Zelatina prvni (hlavni) frakce

Nyni nasledovala extrakce zelatiny prvni (hlavni) frakce. Zfiltrovany material se smichal
s destilovanou vodou v poméru 1:8. Smichalo se pfiblizné¢ o néco méné nez 20 g suroviny
(Cast se zachytila na situ) s 160ml destilované vody. Nesmazatelnym fixem se poznacila
vyska hladiny, jelikoz dochazelo pii extrakci k odpafovani vody a musela se proto dolévat.

Systém se nechal zahtivat na teplotu podle Faktoru B a dobu podle Faktoru C (viz tabulka
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¢. 8). Zaroven pii extrakci se systém michal na magnetickém michadle s topnou deskou.
Sledoval se také ¢as, nez byla dosazena pozadovana teplota extrakce a byl v rozmezi 6 — 8

minut.

Obrazek 25: Extrakce zelatiny

Po extrakci se smés piefiltrovala ptes sito se tfemi vrstvami PA tkaniny. Odd¢lena kapalina
(zelatina 1. frakce) se v kddince zahtala na teplotu 98 — 100 °C po dobu 5 minut, aby se
inaktivoval enzym Protamex. Povafena kapalina se poté rozlila do misky opatfena nepfi-
Inavou folii a nechala se susit pii teploté 45 °C po dobu 2 dni. VysusSend Zelatina se poté

zvéazila pro dopocitani bilance a seskrabala se do uzaviratelného sacku pro analyzu.
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Obrazek 27: Zelatina prvni frakce u exp. ¢. 11 Obrazek 26: Zelatina prvni frakce u exp. ¢. 8

Zelatina druhé (vedlejsi) frakce

Se surovinou zachycenou na situ se dale pracovalo za cilem ziskani Zelatiny druhé (vedle;j-
§1) frakce. Surovina se smichala s destilovanou vodou v poméru 1: 7. O néco méalo nez 20 g
suroviny se 140 ml destilované vody. Znovu se poznacila hladina vody, jelikoz dochézelo
pii vysSich teplotach k odpatfovani. Destilovanad voda se musela dolévat. Systém se dale
umistil na magnetické michadlo s topnou deskou a nechal se zahtivat na teplotu podle Fak-
toru D po dobu extrakce podle Faktoru E (viz tabulka ¢. 8). Po extrakci se smés piefiltrova-
la pfes sito opatfené 3 vrstvami PA tkaniny. Odd¢lend kapalina (zelatina 2. frakce) se
v kadince zahtéla na teplotu 98 — 100 °C po dobu 5 minut, aby se inaktivoval enzym Pro-
tamex. Povafend kapalina se poté rozlila do misky opatiena nepfilnavou folii a nechala se
susit pii teploté 45 °C po dobu 2 dnii. Vysusena zelatina se poté zvazila pro dopocitani

bilance a seskrabala se do uzaviratelného sac¢ku pro analyzu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Obrazek 29: Zelatina prvni frakce u exp. & 11 Obrézek 28: Zelatina prvni frakce u exp. &. 8

NerozloZeny tuhy podil
Surovina, kterd zustala zachycena na tkaniné v situ po extrakci Zelatiny 2. frakce, byl ne-
rozlozeny zbytek kostni tkané. Ten se zabalil do PA tkaniny, kterd byla pouzita pfi filtraci,

a nechal se susit v susarné pfi teplot¢ 103 °C pies noc.

Obrazek 31: Vysuseny tuhy podil Obrazek 30: Nevysuseny tuhy podil
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Na zaklad¢ ziskanych vzorkl zelatin a ostatnich podili se provedla hmotnostni bilance

(susiny) a vypocetly se u¢innosti extrakei (viz tabulka €. 8).

Obrazek 32: VSechny slozky extrakce: hydrolyzat (1), zelatina hlavni frakce (2), Zelatina vedlejsi frakce (3),
nerozlozeny tuhy podil (4).
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Primarni faze experimentu

Celkem bylo provedeno 11 experimentii za pomoci faktorovych pokusii (metodiky) 2* + 2
sttedové experimenty. Jeden z experimentt byl brén jako referen¢ni a to byl bez ptidavku

1 % enzymu Protamex. Tento experiment se nazyva jako slepy pokus.

Ziskané hydrolyzaty a zelatiny o rizné kvalit¢ ziskané extrakei driibezich kosti ze separa-
ce, které se opracovavaly pomoci enzymu, se dale porovnaly pomoci riznych testovacich
metod. Jednotlivé vysledky zkousek jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach. Hlavni sledo-
vané faktory extrakce patfi: doba enzymového opracovani (Faktor A), teplota extrakce
hlavni Zelatinové frakce (Faktor B), doba extrakce hlavni Zelatinové frakce (Faktor C).
Vedlejsi sledované faktory extrakce: teplota extrakce vedlejsi zelatinové frakce (Faktor D),
doba extrakce vedlejsi Zelatinové frakce (Faktor E). Naméfené a vypocitané hodnoty vy-
sledkti jsou uvedeny v tabulkach €. 8 az €. 11 a v obrazcich ¢. 33 az €. 45. VSechny vysled-
ky experimentl byly vyhodnoceny v programu MiniTab 18. Tento program je vhodny na

zpracovani statistického planovani.

V tabulce ¢. 8 jsou uvedeny jednotlivé experimenty extrakci Zelatin spolu s vybranymi
technologickymi podminkami. Vysledky procesu se realizoval pomoci faktorovych poku-
sti: 2° + 2 centralni experimenty + 1 experiment bez piidavku enzymu (slepy pokus). Vyté-
zek hydrolyzati byl v intervalu od 1,6 % do 6,8 %, vytézek Zelatin prvni frakce byl v in-
tervalu od 19,1 % do 33,7 %. Nejmensi vytéznost mél experiment €. 11, ktery predstavo-
val slepy pokus bez piidavku enzymu Protamex, kdy nastavené podminky extrakce zelati-
ny prvni frakce byly: teplota 72 °C, doba extrakce 120 min. Naopak nejvétsi vytéznost
Zelatiny prvni frakce byla ziskana u experimentu €. 8 a to 32,3 %. Nastavené parametry
této extrakce byly: teplota 80 °C, doba extrakce 180 min. Celkové ucinnosti extrakci se
pohybovaly v rozmezi 26,5 % do 45,6 % s bilan¢ni chybou v intervalech od 1,5 % az do
9,4 %.
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Tabulka €. 9 popisuje jednotlivé experimenty s vybranymi technologickymi podminkami.
Jsou zde uvedeny také charakterizace zelatin a hydrolyzatl, které vytvoftily gel. VSechny
pripravené zelatiny utvotily gel, ale experiment ¢. 11 m¢l velice malou pevnost gelu a hod-
nota Cinila pouze 3+0 Bloom. Tento experiment mél zaroven i nejmensi obsah popelovin a
to 2,1+0,3 %. Nejveétsi pevnost gelu mél experiment €. 8, kdy mél takto nastavené techno-
logické podminky: doba enzymového opracovani 72 hod, teplota extrakce 80 °C, doba
extrakce 180 min. Hodnota pevnosti gelu u tohoto experimentu byla 158+2 Bloom. Hodno-
ta pH 1,5 % Zelatinového roztoku Zelatin se pohybovala v intervalu 6,90 — 8,32. Nejmensi
hodnotu viskozity mél vzorek €. 11 a jeho hodnota byla 1,54+0,03 [mPa.s]. Naopak nejvét-
§i viskozitu vykazoval vzorek ¢. 9 a jeho hodnota byla 2,75+0,18 [mPa.s]. Cirost byla
v intervalu od 1,243+0,006 T do 2,2324+0,0002 T. Primé&rny obsah suSiny ve vzorcich byl
91+2 %.
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Tabulka 8: Rozpis jednotlivych experimentil pro primarni ¢ast s vybranymi technologickymi podminkami a jejich vysledky

Technologické podminky extrakce hlav-  Technologické podminky ex- Charakterizace procesu

ni frakce zelatiny trakce vedlejsi frakce Zelatiny

NS

g Faktor A Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E Vytézek Vytézek  VytéZzek  MnoZstvi Celkova  Bilan¢ni

g Doba enzy- Teplota Doba Teplota ex- Doba extrak- hydrolyzatu 1. Zelati- 2. Zelati- tuhého ucinnost chyba

§ mového extrakce extrakce - akcIe) el ce zelatiny 2 [%] ny [%] ny [%] podilu extrakce [%]

M opracova'ni iela;tiny 1 ielati.ny 1 2 [oc] [h] [%] [%]

[h] [°C] [min]

24 64 60 88 0,5 6,8 21,6 2,6 62,2 31,0 6,8
24 64 180 88 1 4,2 22,1 2,6 64,7 28,9 6,4
24 80 60 98 0,5 32 23,7 3,7 60,5 30,6 8,9

n 24 80 180 98 1 4,7 24,7 3,1 59,1 32,5 8,4
n 72 64 60 88 2 32 26,3 2,1 62,4 31,6 6,0
“ 72 64 180 88 4 6,3 22,8 2,6 66,8 31,7 1,5
72 80 60 98 2 4,7 21,1 2,6 65,4 28,4 6,2

72 80 180 98 4 6,8 32,3 6,3 46,4 44,4 8,2

“ 48 72 120 88 6 472 31,1 3,2 52,1 38,5 9.4

48 72 120 98 6 5,8 31,7 5,8 52,3 453 4.4
11 48 72 120 93 3 1,6 19,1 5,8 70 26,5 3,5

* . r r ~r
Experiment srovnavaci bez pridavku 1 % enzymu Protamex



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Tabulka 9: Rozpis jednotlivych experimentil pro primarni ¢ast s vybranymi technologickymi podminkami a jejich vysledky

Technologické podminky extrakce hlavni Charakterizace ptipravenych hydrolyzati/zelatin

frakce zelatiny

NS
g Faktor A Faktor B Faktor C  Pevnost gelu  Obsah popela" pH Viskozita Cirost [T] Susina [%]
% Doba enzy- Teplota Doba ex- [Bloom] . [] [mPa.s]
= mového extrakce trakce [%]
M opracova’ni ielatiny 1 ielatiny 1
[h] [°C] [min]
1 24 64 60 8+1 3,23+0,14 8,10 2,43+0,14  1,7103+0,0016 91,3+0,7
24 64 180 28+3 4,21+0,09 8,12 1,96+0,08 1,909+0,008 92,2+0,4
24 80 60 5942 6,1+0,7 7,95 2,11+0,17 1,243+0,006 91,0+2,0
" 24 80 180 76+2 4,9+0,2 7,50 1,91+0,15 1,926+0,004 92,2+0,2
“ 72 64 60 42+1 6,7+0,4 6,90 2,13 40,03 1,542+0,002 91,4+2,1
“ 72 64 180 540 5,52+0,13 7,65 1,43+0,12 1,724+0,007 92,0+2,0
72 80 60 61+1 6,3+0,4 7,32 1,75+0,14 1,976+0,008 90,2+0,5
“ 72 80 180 158+2 4,24+0,16 7,93 2,17+0,08 2,172+0,002 91,0+2,0
“ 48 72 120 120+1 6,3+0,7 7,43 2,75+0,18 1.818+0,002 89,9+0,3
48 72 120 11542 5,47+0,06 8,32 2,16+0,12 1,263+0,008 91,0+1,0
11 48 72 120 340 2,1+0,3 7,20 1,54+0,03  2,2324+0,0002 92,3+1,2

* . r r ~r
- Experiment srovnavaci bez piidavku 1 % enzymu Protamex

*%
- % v susiné vyextrahovaného produktu
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8.1.1 Utinnost extrakce Zelatiny prvni frakce

Rovnice ucinnosti extrakce 1. frakce zZelatiny byla:
U¢innost = —73 + 1,9 Doba enzymu + 1,35 Teplota + 16,24 Doba extrakce

Podle p-faktor bylo jak mnozstvi pfidaného enzymu, tak teplota a doba extrakce nevy-

znamné. Hodnoty ¢inily 0,936, 0,592 a 0,125. Hodnota R? se rovnala 32,41%.

Obrazek ¢. 33 popisuje interakce mezi jednotlivymi sledovanymi faktory na ucinnost ex-
trakce Zelatiny prvni frakce. Jak je z obrazku patrné tak nejvétsi ucinnost mél experiment
sttedovy a to pii: doba enzymového opracovani 48 hod, teplota extrakce 72 °C a doba ex-
trakce 120 min. Z obrazku je patrné, Ze doba enzymu (Faktor A) neméa az takovy vyznam
pii extrakei jako teplota (Faktor B) a doba extrakce (Faktor C). Uginnost extrakce roste se

zvySujici se teplotou extrakce a s prodluzovanim doby extrakce.

- Dioba enzymu * Teplota extr Teplota
u extrakce
10 Q)
—— 640
] 720
— = .
g 7 —— —e— 500
Qs —_——
= -
£
-
¥ 33 Doba enzymu * Doba extrakc Teplota extr * Doba extrakc Doba extrakce
aﬁ n u (min)
’%‘ - — 60.0
= - ] 120.0
e T —— 180.0
7 T -~
— -
— b - - -
#oe T .
*
1
24 48 T2 B4 T2 B0
Doba enzymu (h) Teplota extrakce (°C)

Obrazek 33: Interakce sledovanych faktorti na i¢innost extrakce Zelatiny prvni frakce

Obrazek ¢. 34 popisuje vliv faktorh A a B na ucinnost extrakce zelatiny prvni frakce. Lze
si povSimnout, Ze nejlepsi ucinnost extrakce byla okolo stfednich teplot extrakce a to pii-
blizn¢ 72 °C. Nejvhodnéjsi doba enzymového opracovani suroviny je podle tohoto grafu

pfiblizné okolo 48 hodin. Velice kratké doby opracovani enzymem a i nizké teploty ex-
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trakce, nemaji prilis velkou tc¢innost. Naopak vysoké doby opracovani enzymem jsou zby-

teCné a Casove nepiijatelné pro uvedeni do praxe. Maximalni vytéznost byla 45,3 %.

80,0
Vytézek
1. frakce
(%)
71.5 [ < 22
W2z- 2
24 - 26
O 750 [ 26 - 28
= 28— 20
E B 30 - 32
32
£ 725 -
b
i
o 700
(3
|_
67.5
65.0

30 40 50 60 70

Doba enzymu (h)
Obrazek 34: Vrstveny graf vlivl faktorti A a B na ucinnost extrakce Zelatiny prvni frakce

Na obrazku €. 35 lze vidét vliv faktor A a C na Gcinnost extrakce Zelatiny prvni frakce.
Zpracovani je formou vrstevnatého grafu. Nejvice optimalni jsou stiedni doby extrakei a to
okolo 120 minut. Doba plisobeni enzymu je také v oblasti stfednich hodnot a to okolo 48
hodin, jako tomu bylo v pfipad€ obrazku ¢. 34. Zaroven si Ize v§imnout, Ze vysoké a nizké
doby pisobeni enzymu nemaji kladny vliv na G¢innost extrakce. Kratké extrakce doby také
nejsou vhodné na vysokou U¢innost extrakce. Maximalni U¢innost extrakce byla 45,3 %,
kde: doba enzymového opracovani byla 48 hodin (Faktor A), teplota extrakce 72 °C (Fak-
tor B), doba extrakce 120 minut (FaktorC).
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70 Vytézek

g

Doba enzymu (h)
3

5

30

100 120 140 180
Doba extrakce (min)

Obrazek 35: Vrstveny graf vlivl faktordt A a C na u¢innost extrakce zelatiny prvni frakce

8.1.2 Celkova ucinnost extrakce

Rovnice celkové ucinnosti extrakce byla:
Utinnost = —65,6 + 23,9 Doba enzymu + 2,36 Teplota + 1,24 Doba extrakce

Podle p-faktor bylo opét jak mnozstvi pfidaného enzymu, tak teplota a doba extrakce ne-
vyznamné. Hodnoty ¢inily 0,126, 0,185 a 0,802. Hodnota R? se rovnala 42,78 %.

Na obrazku €. 36, ktery je vyobrazen nize, lze pozorovat vlivy jednotlivych interakei fakto-
ria A, B, a C na celkovou ucinnost extrakce. Nejvyssi celkové ucinnosti extrakce bylo do-
sazeno u experimentu €. 10 (viz tabulka €. 8), kdy jeho celkové ucinnost byla 45,3 %. Na-
opak nejmensi celkovou ucinnost extrakce byla u experimentu ¢. 11, ktery pfedstavoval
slepy pokus bez ptfidavku enzymu. Hodnota celkové ucinnosti byla pouhych 26,5 %. Vel-
kou cast vSak u tohoto experimentu ptredstavoval tuhy zbyly podil, ktery se pii extrakei
nerozloZil. MnoZstvi zbylého podilu bylo 70 %, coz byly zbylé kosti, které se pii extrakci

nerozlozily.
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Obrazek 36: Interakce sledovanych faktorti na celkovou Gcinnost extrakce

Obrazek ¢. 37 vykresluje vrstveny graf vlivil faktorti B a C na celkovou ucinnost extrakce.
Se zvySujici se dobou a teplotou extrakce celkova i€innost extrakce rostla. Nejvetsi vSak
celkova ucinnost je v oblasti doby extrakce 120 — 140 minut. Nejvice idedlni teplota pfi
extrakci je v rozmezi 68 — 74 °C. V této oblasti je celkova Gcinnost extrakce nad 40 %.
Nejvyssi celkové ucinnosti extrakce bylo dosazeno u experimentu €. 10 (viz. tabulka €. 8),
kdy jeho celkova ucinnost byla 45,3 %. Nejmensi celkovou Uc€innost extrakce byla u expe-

rimentu ¢. 11, ktery pfedstavoval slepy pokus bez ptidavku enzymu. Hodnota celkové

ucinnosti byla pouhych 26,5 %.
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Obrazek 37: Vrstveny graf vlivl faktorti B a C na celkovou ucinnost extrakce
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Obrazek 38: Vrstveny graf vlivt faktor A a C na celkovou G¢innost extrakce

Na obrazku ¢. 38 je vyobrazen graf vlivu faktori A a C na celkovou ucinnost extrakce.

Nejlepsi doba pro extrakci je v rozmezi 120 — 140 minut, kde byla celkova ucinnost ex-

trakce nad 40 %. Nejvyhodnéjsi doba plsobeni enzymu na celkovou ucinnost extrakce

byla okolo 50 hodin.
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8.1.3 Pevnost gelu Zelatiny prvni frakce

Rovnice pevnosti gelu 1. frakce Zelatiny byla:

Pevnost = —162 + 24,2 Doba enzymu + 3,45 Teplota + 7,1 Doba extrakce

Podle p-faktor bylo znova jak mnozstvi pfidaného enzymu, tak teplota a doba extrakce

nevyznamné. Hodnoty ¢inily 0,695, 0,736 a 0,787. Hodnota R? se rovnala pouhym 4,58 %.

V obrazku ¢. 39 vyobrazeném nize, jsou uvedeny vlivy interakci sledovanych faktora A, B
a C na celkovou pevnost vytvotfeného Zelatinového gelu. Z vyobrazenych vysledkil 1ze
vycist, Ze pevnost gelu je hlavné zavisld na teploté extrakce a na dobé¢ extrakce. Doba pl-
sobeni enzymu nema zasadni vliv na celkovou pevnost Zelatinového gelu. Pro vétsi pev-
nosti gelu jsou vhodngjsi stfedni teploty extrakce okolo 72 °C a doby extrakce okolo 120

minut.

Daba enzymu * Teplota extr Teplota

120 | | * extakoe
— :,

— q

50 - —e— G40

- [ | 720
* —%—-  B0OO
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&

Doba enzymu * Doba extrakc Teplota extr * Doba extrakc Doba
L = = .-" extrakoe
- o {minj
30 - - - —e— G600
- - 1200
—
o P o —#— 1300
* -~
/ «
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24 48 72 =23 72 a0
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Obrazek 39: Vliv interakei sledovanych faktorti na pevnosti gelu
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Obrazek 40: Vrstveny graf vliva faktort A a B na pevnost gelu
Na obrazku ¢. 40 je vyobrazeny vrstevnaty graf vlivii faktori A a B na pevnost gelu. Je
patrné, Ze se zvySujici se dobou enzymu pevnost gelu klesa a zaroven se sniZujici se teplo-
tou extrakce taktéz pevnost gelu klesa. Nejvhodnéjsi oblast teplot pro extrakce v zavislosti
na pevnost gelu je v rozmezi 70 °C — 80 °C. Doba pusobeni enzymu na celkovou pevnost
gelu je nejlepSi v oblasti okolo 50 hodin. Nejlepsi pevnost gelu vykazoval vzorek
z experimentu €. 8, které mé&l nastavené faktory extrakce: doba enzymového opracovani 72
hodin (Faktor A), teplota extrakce 80 °C (Faktor B), doba extrakce 180 minut (Faktor C).
Pevnost takového vzniklého gelu méla hodnotu 158+2. Naopak nejmensi pevnost gelu
predstavoval experiment bez pfidavku enzymu, zvany slepy pokus. Tento experiment vy-

kazoval pevnost gelu pouhych 3 Bloom.

Na niZe uvedeném obrazku ¢. 41 je patrné, Ze nejvyssi pevnosti gelu bylo dosazeno pfi
extrakcei o oblasti teplot od 72,5 °C az do 80 °C. Pevnost takto vzniklého zelatinového gelu
méla hodnotu okolo 140 Bloom. Nizké teploty extrakce naopak vykazovaly malé pevnosti
gelu. Hodnoty takto vzniklych Zelatinovych gelti byly pouze okolo 10 Bloom. Nejvice ide-
alni doba plisobeni enzymu pro dosazeni vyssich pevnosti gelu by méla byt okolo 120 az

140 minut.
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Obrazek 41: Vrstveny graf vliva faktorti B a C na pevnost gelu

8.1.4 Obsah popelovin Zelatiny prvni frakce

Rovnice obsahu popelovin 1. frakce Zelatiny byla:
Popel = 9,3+ 1,35 Doba enzymu — 0,034 Teplota — 0,462 Doba extrakce

Podle p-faktor bylo jak mnozstvi pfidaného enzymu, tak teplota a doba extrakce nevy-
znamné. Hodnoty Cinily 0,642, 0,844 a 0,736. Hodnota R? se rovnala pouze 4,26 %.

Na obrazku ¢. 42 je vyobrazen vliv interakci sledovanych faktorti na celkovy obsah pope-
lovin ve vyextrahované Zelatin€ prvni frakce. Nejvyssi obsah popelovin byl zjistén u expe-
rimentu €. 5 (viz tabulka ¢. 9). Obsah popelovin u tohoto vzorku byl 6,7+0,4 %. V linearni
zéavislosti na teploté je obsah popelovin vétsi pii nizsich teplotach extrakce a to okolo
64 °C. Pfi teplotach extrakce kolem 80 °C se obsah popelovin snizuje pfiblizné na 5 %.
Doba extrakce ma také vliv na obsah popelovin ve vzorku. Pti dobé extrakce 60 minut se
obsah popelovin pohybuje okolo 6 %. Naopak pii delsi dobé extrakce 180 minut se obsah
popelovin u vzorku pohyboval okolo 4,5 %. Hodnoty popelovin vSech vzorki jsou vyobra-

zeny v tabulce €. 9. Pohybuji se v intervalu 2,1 % — 6,7 %.
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Obrazek 42: Vliv interakci sledovanych faktord na obsah popelovin

Na nize uvedeném obrazku ¢. 43 je zndzornén vrstveny graf vlivu faktoru B (teplota ex-

A4

trakce) a faktoru C (doba extrakce) na obsah popelovin. Je patrné, ze pii vysSich teplotach

extrakce okolo 80 °C se vyextrahovalo Zelatiny s vétSim obsahem popelovin a to az kolem

6 %. Naopak delsi doba extrakce m¢la tendenci obsah popelovin snizovat. Obsah popelo-

vin pii dobé extrakce 160 — 180 minut byl pouze kolem 4 %.

Teplota extrakce ("C)

60 80 100 120
Doba extrakce (min)

140 160 180

Obrazek 43: Vrstveny graf vlivii faktori B a C na obsah popelovin
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Na obrazku ¢. 44 je vyobrazen vrstveny graf vliva faktori A a B na obsah popelovin ve
vyextrahovanych zelatinach. Se zvySujici se dobou enzymového opracovani roste obsah
popelovin ve vyextrahované Zelatin€é. Pfi dobé opracovani enzymem kolem 70 hodin se
obsah popelovin pohyboval 6 % — 6,5 %. Naopak pii kratkych dobach opracovani enzy-
mem, piiblizné kolem 30 hodin se obsah popelovin pohyboval zhruba okolo 3,5 % — 4 %.
Teplota extrakce méla také vliv na obsah popelovin ve vzorcich a to tak, ze pfi nizsich tep-
lotach extrakce kolem 65 °C, byl obsah popelovin mensi a to okolo 3,5 %. Pfi vysSich tep-

lotach extrakce okolo 80 °C, byl obsah popelovin v intervalu 5 % — 5,5 %.
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Obrazek 44: Vrstveny graf vlivii faktori A a B na obsah popelovin

Obrazek 45: Znazornéni odstinti Zelatin po méfeni Cirosti

Na obrazku ¢. 45 jsou vyobrazeny vybrané Zelatinové roztoky po méieni Cirosti. Vzorky
vykazovaly ¢irost v intervalu od 1,2 T do 2,2 T. Nejlepsi Cirost vykazoval experiment €. 3,

kdy jeho hodnota ¢irosti byla 1,243 T. Naopak nejhorsi ¢irost mél experiment ¢. 11, coz
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byl slepy pokus bez ptidavku enzymu. Jeho hodnota Cirosti byla 2,2324 T. Vysledky Cirosti

vSech experimentl, jsou uvedeny v tabulce €. 9.

Bylo také provedeno méieni pevnosti Zelatin druhé (vedlejsi) frakce. Extrakce druhé frakce
vSak neméla takovou vytéznost Zelatiny, proto se smichaly dohromady zelatiny druhé frak-
ce vyextrahované pii stejné teploté. Zelatiny druhé frakce extrahované pii teploté 88 °C
vytvotily gel o pevnosti 23 Bloom. Obsah popelovin byl 4,2420,11 %. Zelatiny druhé
frakce vyextrahované pfii teploté 98 °C vytvortily gel o pevnosti 29 Bloom s obsahem pope-

lovin 5,1440,16 %.

8.2 Optimalizacni faze experimentu

Po vyhodnoceni primarni faze bylo zjisténo, ze doba enzymového opracovani (Faktor A)
nema, az takovy vliv na kvalitu a vytéznost pti extrakci. Proto doba enzymového opraco-
vani se stanovila na 48 hodin. Provedeni experimentl bylo jiz provadéno podle schématu
22+ 1 centralni (stftedovy) experiment. V optimalizacni ¢ésti se proto soustiedilo zejména
na teplotu extrakce (Faktor A) a dobu extrakce (Faktor B) pii extrakci Zelatiny prvni frak-
ce. Faktor A byl v intervalu teplot 70 — 80 °C a Faktor B byl v intervalu dob 100 — 200
minut. Pro extrakci vedlejsi Zelatinové frakce se navrhly dva faktory. Faktor C reprezento-
val teplotu extrakce Zelatiny druhé frakce. Tato teplota byla stanovena na 90 °C. Faktor D
reprezentoval dobu extrakce Zelatiny druhé frakce a byl v intervalu 0,5 — 6 hodin. Rozpis

jednotlivych experimenti s technologickymi podminkami jsou uvedeny v tabulce €. 12.

V tabulce ¢. 10 jsou vyobrazeny vysledky ucinnosti extrakei i s bilanéni chybou. Vytézek
zelatiny prvni frakce se pohyboval u zvolenych péti experimentii v intervalu 21,74 % —
31,2 %. Nejvyssi vytéZnost Zelatiny prvni frakce mél experiment €. 4, pii teploté extrakce
(Faktor A) 80 °C a dobé¢ extrakce (Faktor B) 3 hodin. Celkova ucinnost tohoto experimentu
byla 41,5 %. Nejmensi celkovou uc¢innost extrakce vykazoval experiment ¢. 1, kdy byla

pouhych 28,7 %. Velkou cast ptedstavoval nerozlozeny tuhy podil po extrakci.
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V tabulce €. 11 jsou uvedeny vysledky pevnosti gelu, obsah popelovin, pH 1,5 % roztoku,
viskozita, Cirost a susina Zelatiny prvni frakce. Pohybovaly se v rozmezi 46 — 149 Bloom.
Kdy nejvétsi pevnost gelu mél experiment €. 4 a to 149 Bloom, pfi teploté extrakce 80 °C a
dob¢ extrakce 20 minut. Nejnizsi pevnost gelu vykazoval experiment €. 1, ktery mél nasta-
venou teplotu extrakce 70 °C a dobu extrakce 100 minut. Obsah popelovin se pohyboval
v intervalu 2,93 — 4,12 %. Mnozstvi popelovin ve vzorku je vysoké napiiklad pro pouziti

ve farmacii €1 v potravinafstvi, kde je vyzadovan obsah popela do 2 % ve vzorcich.
Za vétsi obsah popelovin ve vzorcich miize velké mnozstvi mineralnich latek v kostni tka-
ni. SniZeni obsahu popelovin by se docililo lepsi optimalizaci postupu pii ptipraveé surovi-

ny k extrakci, nebo pouziti iontoménicu.
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Tabulka 10: Rozpis jednotlivych experimentii pro optimalizaéni ¢ast s vybranymi technologickymi podminkami a jejich vysledky

Technologické podminky extrakce Technologické podminky ex- Charakterizace procesu

1. frakce Zelatin trakce 2. a 3. frakce zelatin

NS

% Faktor A Tep-  Faktor B Doba Faktor C Faktor D Vytézek Vytézek 1.  Vytézek Mnozstvi Celkova ucin- Bilanéni

§ lota extrakce extrakce zelati- Tepilotn e Doba extrakce  hydrolyzatu zelatiny 2. zelatiny tuhého nost extrakce chyba [%]

;5_1% zelatiny 1 [°C] ny 1 [min] s ety zelatiny 2 [%] [%] [%] podilu [%] [%]

2[°C] (h]

70 100 90 0,5 4,6 21,74 2,32 63,12 28,66 8,22
80 100 90 1 52 26,42 4,12 59,24 35,74 5,02
70 200 90 1,5 4,8 25,21 4,68 55,36 34,69 9,95

80 200 90 3 5,1 31,2 5,23 57,46 41,53 1,01

n 75 150 90 6 4.8 30,8 6,24 56,24 41,84 1,92
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Tabulka 11: Rozpis jednotlivych experimentl pro optimalizaéni ¢ast s vybranymi technologickymi podminkami a jejich vysledky

Technologické podminky extrakce 1. frakce Charakterizace pripravenych hydrolyzati/zelatin

’f_.; hydrolyzati/zelatin
g Faktor A Teplota Faktor B Doba Pevnost gelu [Bloom]  Obsah popela * [%] pH [-] Viskozita [mPa.s] Cirost [T] Susina [%]
§ extrakce Zelatiny 1 extrakce zelatiny 1
8 [°C] [min]
- 70 100 462 3,42+0,15 8,12 2,38+0,11 1,912+0,002  91,35+0,06
80 100 68+4 4,12+0,06 8,03 2,96+0,06 2,122+0,003 92,0+2,0

3 70 200 126+3 2,93+0,13 7,78 2,58+0,18 2,171+0,005 90,4+0,3

75 150 82+2 3,2+0,2 7,96 2,27+0,17 2,253+0,002 92+1

n 80 200 149+6 3,63+0,11 8,02 3,01+0,08 2,54140,008  92,36+0,01

*
- % v susiné vyextrahovaného produktu
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8.2.1 Udinnost extrakce Zelatiny prvni frakce

Rovnice ucinnosti 1. hlavni extrakce byla:

Uéinnost = —5,7 + 210,9 Doba extrakce + 0,203 Teplota extrakce

Podle p-faktor bylo mnozstvi pfidaného enzymu vyznamné, ¢inilo 0,004, ale teplota ex-

trakce byla nevyznamna. Hodnota byla 0,822. Hodnota R* se rovnala 92,45 %.

Na obrazku ¢. 46 vyobrazeném nize je znazornén vliv faktoru B na ucinnost extrakce Zela-
tiny prvni frakce. Lze vidét, Ze s del§i dobou extrakce se zvétSuje ucinnost extrakce, pro
dobu extrakce 100 minut, tak i pro dobu extrakce 200 minut. Zaroven lze vypozorovat, ze
s vétsi teplotou extrakce narGsta U€innost extrakce Zelatiny prvni frakce. V tabulce ¢. 12
vidime ucinnosti extrakci zelatiny prvni frakce u jednotlivych experimentti. Nejmensi vy-

téznost zelatiny prvni frakce mél experiment €. 1 a to pouhych 21,7 %, pfi dobé extrakce

w7 oW

100 minut a teploté extrakce 70 °C. Nejvétsi ucinnost mél experiment €. 4 a to 31,2 %, pfti

dobé extrakce 200 min a teploté extrakce 80 °C.

Teplota extr * Doba extrakc Doba extrakce

(min)

31 —e— 1000

—B-- 1500

30
- — 2000

29
28
27
26
25

Wytézek 1. frakce (%)

24
23
22

70,0 75,0 80,0
Teplota extrakce (*C)

Obrazek 46: Vliv faktoru A na tc¢innost 1. extrakce pii rizné dob¢ extrakce
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Vitéek
1. frakce

%)
< 22
22 - 24
M=z - 26
W - 28
M=z - 30
[ | = 30

Teplota extrakce (°C)

140 160
Doba extrakce (min)

Obrazek 47: Vrstveny graf vlivl faktoru A a B na ucinnost 1. extrakce

Na obrazku ¢. 47 je zndzornény vrstveny graf vlivl faktor A a B na ucinnost extrakce zela-
tiny prvni frakce. Z grafu Ize vycist, Ze oblast teplot pro vyssi u¢innost extrakei prvni frak-
ce zelatiny, se nachdzi okolo 73 — 80 °C. Doba extrakce pro zelatinu prvni frakce je nej-

vhodnéjsi v rozmezi 135 — 200 minut.

8.2.2 Celkova aéinnost extrakce

Rovnice celkové ucinnosti extrakce byla:
U¢innost = 158+ 142,5 Doba extrakce — 3,24 Teplota extrakce

Podle p-faktor bylo mnozstvi pfidaného enzymu vyznamné, Cinilo 0,018, ale teplota ex-

trakce byla nevyznamna. Hodnota byla 0,269. Hodnota R” se rovnala 94,56 %.
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Teplota extr * Doba extrakc Doba extrakee
425 (min)
—e— 1000
—B— 1500
- 40,0 - -4 — 2000
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Obrazek 48: Vliv faktoru A na celkovou ucinnost extrakce pii rizné dobé¢ extrakce

Obrazek ¢. 48 znazornuje vliv faktortt A na celkovou uc¢innost extrakce pii riizné dobé ex-
trakce. Na zaklad¢ tohoto vyobrazeného grafu lze vyvodit zavér, Ze se vzriistajici teplotou
extrakce a dobou extrakce se zvysuje ucinnost celkové extrakce. Nejvyssi celkova ucinnost
byla u experimentu ¢. 5, coz byl sttedovy experiment. Tento experiment mél celkovou
ucinnost 41,8 %. Naopak nejmensi celkovou ucinnost mél experiment ¢. 7 a to pouze

28,7 %. Celkové t¢innosti experimentil jsou uvedeny v tabulce €. 12.

80

Celkova
ucinnost

wow
(=
"‘"E
(KN
I

EERTNEE
W W
oo g

I
& n

Teplota extrakce ("C)

100 120 140 160 180 200
Doba extrakce (min)

Obrazek 49: Vrstveny graf vliva faktoru A a B na celkovou u¢innost extrakce
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Obrazek ¢. 49 popisuje vliva faktoru A a B na celkovou uc¢innost extrakce. Nejvetsi celko-
va vytéznost je v oblasti doby extrakce 135 — 200 minut a teploté extrakce 73 — 80 °C. Na-
opak malé vytéznosti extrakce se dosahuje v oblasti mensich teplot a to 70 °C a kratsi dobé
kolem 100 minut. Nejvice vSak Casové a energeticky vyhodna oblast celkové vytéznosti
extrakce je okolo teploty 74 °C a doby 140 minut. Tyto podminky se také potvrdily, jak je
mozno vidét v tabulce ¢. 10, kdy stfedovy experiment mél pfi dobé extrakce 150 minut a
teploté extrakce 75 °C nejvétsi celkovou vytéznost ze vSech experimentt. Celkova vytéz-

nost sttedového experimentu byla 41,8 %.

8.2.3 Pevnost gelu Zelatiny prvni frakce

Rovnice pevnosti gelu 1. frakce Zelatiny byla:

Pevnost = —989 — 1086 Doba extrakce + 21,4 Teplota extrakce

Podle p-faktor bylo mnozstvi ptfidaného enzymu a teplota extrakce nevyznamné. Hodnoty

byly 0,092 a 0,295. Hodnota R? se rovnala 92,64 %.

Na obrazku ¢. 50 vliv faktoru A na pevnost gelu pfi rtizné dobé extrakce. Z vyhodnoce-
nych dat lze vycist, ze pti vétSich teplotach extrakce nartstala pevnost Zelatinového gelu.
Tato zavislost je pomérné linearni. Zaroven se zjistilo, Ze pti delSich dobach extrakce na-
rustala pevnost Zelatinového gelu taktéz. Jak je z grafu patrné, tak i z tabulky €. 11, Ze pfi
stejné teploté extrakce, ale pti delSi dobé extrakce, je pevnost gelu vyssi. Lze si toho po-
v§imnout, jak u teploty 70 °C, tak 1 u teploty 80 °C. Rozdily mezi takovymi Zelatinami

v pevnosti gelu je ptiblizné 20 — 25 Bloom.
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75

Teplota extr * Doba extrakc
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Pevnost gelu (Bloom)
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Obrazek 50: Vliv faktoru A na pevnost gelu pii rizné dobé extrakce
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Obrazek 51: Vrstveny graf vlivl faktoru A a B na pevnost gelu
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Obrazek ¢. 51 popisuje vrstevnaty graf vliva faktoru A a B na pevnost gelu Zelatin po op-

timalizaci zpracovatelského procesu. Z grafu je zifeymé, ze pii delSich dobach extrakci se

ziskaly Zelatiny o vyS8i pevnosti gelu, nez extrakce pii kratkych dobéach. Teplota pfi ex-

trakci ma také vliv na pevnost vzniklého Zelatinového gelu. Pti teploté extrakce 70 °C

vznikaly Zelatiny o mensi pevnosti gelu. V oblasti teplot extrakce okolo 80 °C a dob¢ ex-

trakce 200 minut vznikaly Zelatiny o pevnosti gelu okolo 145 Bloom. V opa¢ném piipade

v oblasti teplot okolo 70 °C a dob¢ extrakce 100 minut vznikaly Zelatiny o pevnosti gelu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

kolem 50 Bloom. Hodnoty pevnosti gelu u optimalizované ¢asti jsou uvedeny v tabulce

¢. 11.

8.2.4 Obsah popelovin Zelatiny prvni frakce

Rovnice obsahu popela 1. frakce Zelatiny byla:

Popel = —4,142 — 2,234 Doba extrakce — 0,0297 Teplota extrakce

Podle p-faktor bylo mnozstvi pfidaného enzymu vyznamné a teplota extrakce byla nevy-

znamné. Hodnoty byly 0,006 a 0,078. Hodnota R? se rovnala 96,48 %.

Teplota extr * Doba extrakc
4'2 Doba extrakece

(min)
— avrra
40 —B-- 150.0
- 200.0
3,8
3,6

34

Obsah popelovin (%)

3,2

3,0

70,0 750 80,0
Teplota extrakce (°C)

Obrazek 52: Vliv faktoru A na obsah popelovin pfi rizné dob¢ extrakce

Obrazek €. 52 popisuje vliv faktoru A na obsah popelovin pfi riizné dobé extrakce. Je zde
znazornén obsah popelovin, ktery se méni vzhledem k asové délce extrakce zelatin. Nej-
mensi obsah popelovin byl zjistén u experimentu €. 3, kdy obsah popela byl 2,93 %. Tato
Zelatina se ziskala extrakei pfi teploté¢ 70 °C a dobé¢ extrakce 200 minut. Naopak nejvetsi
obsah popelovin byl u experimentu €. 2, kdy obsah jeho popelovin byl 4,12 %. Tato Zelati-
na s velkym obsahem popelovin byla ziskana pii teploté extrakce 80 °C a dobé& extrakce
100 minut. Pfehledny obsah popelovin ve vzorcich Zelatin pro optimalizacni ¢ast, je uve-

den v tabulce ¢. 11.
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Obsah
popelovin
(%)
[ ] < 3,0
HW:o- 32
3z - 34
24 - 26
Mz - 38
W:ze - a0
[ ] = 40

Doba extrakce (min)

70 72 74 76 78 80
Teplota extrakce (°C)

Obrazek 53: Vrstveny graf vlivl faktoru A a B na obsah popelovin
Obrézek €. 53 popisuje vrstveny graf vlivl faktoru A a B na obsah popelovin po optimali-
zaci zpracovatelského postupu. Z grafu Ize vycist, ze vétsi obsah popelovin u vzork zela-
tin se nachézi v oblasti pii vyssich teplotach extrakce a kratké dobé extrakce. Lze si tohoto
trendu 1 povSimnout v tabulce €. 11, kde experiment €. 2, pfi teploté 80 °C béhem extrakce
a dob¢ extrakce 100 minut mé obsah popelovin 4,12 %. Naopak delsi doba béhem extrakce
a niz8i teplota ma pozitivni vliv na nizky obsah popelovin ve vzorcich zelatiny. Experiment
¢. 3 pii teploté extrakce 70 °C a dobé extrakce 200 minut mél obsah popelovin 2,93 % ve

vzorku Zelatiny.

8.2.5 Teplota tani Zelatinového gelu

Obrazky ¢. 54 a €. 55 popisuji naméfené DSC kiivky teploty tani vybranych zelatinovych
gelt. Teplota tani zelatinového gelu u experimentu ¢. 2 je vyobrazena na obrazku ¢. 54.
Tato Zelatina se extrahovala pfi teplot¢ 80 °C po dobu 100 minut. Vyslednou pevnost gelu
mela 68 Bloom a teplotu tani 36,6 °C. Teplota tani gelu u experimentu €. 2 je vyobrazena
na obrdzku ¢. 55. Tato Zelatina byla vyextrahovana pfi teploté¢ 80 °C po dobu 200 minut.

Pevnost u tohoto experimentu méla zelatina 149 Bloom a teplotu tani 36,0 °C.
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1$]12[Exp_2_Krybus
Exp_2_Krybus, 20,1000 mg

01
Wg~-1

Content 17,56 %
normalized -0,18 Jg"-1

Delta H 100% 1,00 Jg™-1

Onset 32,95°C

Peak 36,61 °C

Heating Rate 5,00 °Cmin~-1

Obrazek 54: DSC ktivka pro urceni teploty tani zelatinového gelu po optimalizaci u experimentu ¢. 2

01 1$]2[Exp_4_Krybus
4 Exp_4_Krybus, 22,1000 mg
Wg~-1

Crystallinity 69,15 %
normalized -0,69 Jg~-1

Delta H 100% 1,00 Jg”-1

Onset 31,87 °C

Peak 35,97 °C

Heating Rate 5,00 °Cmin~-1

:
L
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Obrazek 55: DSC kiivka pro ur€eni teploty tani zelatinového gelu po optimalizaci u experimentu ¢. 4
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Obrazek 56: Porovnani zelatinovych roztoki po optimalizaci

Na obrazku €. 56 jsou vyobrazeny vybrané zZelatinové roztoky pro optimalizacni ¢ast po
meéfeni Cirosti. Vzorky vykazovaly €irost v intervalu od 1,9 T do 2,5 T. Nejlepsi Cirost vy-
kazoval experiment €. 1, kdy jeho hodnota ¢irosti byla 1,912 T. Naopak nejhorsi ¢irost mél
experiment ¢. 4. Jeho hodnota cirosti byla 2,541 T. Vysledky ¢irosti vSech experimentd,

jsou uvedeny v tabulce €. 11.

8.3 NavrZeni optimalnich podminek pro zpracovani

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit a navrhnout podminky pro zpracovani driibezich
kosti ze separace po piedeslém opracovani surové suroviny enzymem, za ucelem ziskat
zelatiny o co nejvyssi kvalité. Pomoci pevnosti gelu se posoudila, jak moc je Zelatina kva-
litni. Kvalita Zelatin je ddna hlavné pevnosti gelu, ale rozhoduji i fyzikalné-chemické
vlastnosti, pH, obsah popelovin a jiné. Nejdiive se v primarni ¢asti provedlo 11 experimen-
ti na zaklad¢ jejich vyhodnoceni, se dale provedla optimaliza¢ni ¢ast s 5 experimenty,
podle faktorovych pokusti 2% + 1 stfedovy (centralni) experiment. Na zakladé vyhodnoceni
optimaliza¢nich experimentl se navrhly optimalni podminky pro zpracovani kosti ze sepa-
race. Po vyhodnoceni primarni ¢asti se doba plsobeni enzymu Protamex v optimalizacni
¢asti stanovila na dva dny. Hlavnimi parametry pfi extrakci byla proto v optimaliza¢ni ¢asti

teplota extrakce (Faktor A) a doba extrakce (Faktor B).

Nejlepsi celkovou ucinnost mél sttedovy experiment pii dobé plisobeni 1 % enzymu Pro-
tamex, teploté¢ extrakce 75 °C a dobé extrakce 150 minut. Jeho celkova uc¢innost byla
41,84 %. Nejvyssi vytéznost zelatiny prvni frakce mél vSak experiment €. 4, pfi dob¢ pa-
sobeni 1 % enzymu Protamex, teploté extrakce 80 °C a dobé extrakce 200 minut. Vytéz-
nost byla 31,2 % s pevnosti gelu 149+6 bloom. Obsah popelovin se u Zelatin pohyboval
v rozmezi 2,93 % — 4,12 %. Nejmensi obsah popelovin mél experiment €. 3, pti dobé pl-
sobeni 1 % enzymu Protamex, teploté extrakce 70 °C a dobé extrakce 200 minut. Pevnost

u tohoto experimentu byla 126+3 Bloom. Naopak nejvétsi obsah popelovin mél experiment
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¢. 2, pti dobé ptisobeni 1 % enzymu Protamex, teploté extrakce 80 °C a dobé extrakce 100
minut. Tato Zelatina méla pevnost gelu 68+4 bloom. Nejmensi pevnost gelu vykazoval
experiment €. 1, pti dob€ pisobeni 1 % enzymu Protamex, teplot¢ extrakce 70 °C a dobé
extrakce 100 minut. Jeho pevnost byla pouhych 46+2 Bloom a vytéznost zelatiny prvni

frakce 21,74 %.

Nejvice idedlni podminky pro extrakci zelatiny z driibezich kosti ze separace jsou u expe-
rimentu ¢. 4 (pisobeni 1 % enzymu Protamex, teploté extrakce 80 °C a dobé extrakce 200
minut), kterd vytvofil gel o pevnosti 14946 Bloom s obsahem popelovin 3,63+0,11 % a
celkovou ucinnosti extrakce 41,53 %. Dale je i idealni experiment €. 3 (ptsobeni 1 % en-
zymu Protamex, teploté extrakce 70 °C a dob¢ extrakce 200 minut). Vytvoftil zelatinovy
gel o pevnosti 126+£3 Bloom s obsahem popelovin 2,93+0,13 % a celkovou uc¢innosti ex-
trakce 34,69 %. Stfedovy experiment €. 5 (pusobeni 1 % enzymu Protamex, teploté ex-
trakce 75 °C a dob¢ extrakce 150 minut), vytvoril gel o pevnosti pouze 82+2 Bloom a ob-

sahem popelovin 3,2+0,2 %. Celkovou uc¢innost m¢l vsak jednu z nejvyssich a to 41,84 %.

Pro uplatnéni v potravinaiském a farmaceutickém primyslu maji ziskané zelatiny nadli-
mitni mnozstvi popelovin. Pro pouZiti v této oblasti by mél byt obsah popelovin do 2 % ve
vzorcich. Optimalizaci postupu pii zpracovani, by se vSak obsah popelovin dal snizit. Tedy
pro vyrobu zelatin z dribezich kosti ze separace, kterd nalezne uplatnéni
v potravinarském priamyslu navrhuji podminky: pisobeni 1 % enzymu Protamex, teploté
extrakce 70 °C a dobé¢ extrakce 200 minut. Vytvofil zelatinovy gel o pevnosti 126+3 Blo-
om s obsahem popelovin 2,93+0,13 % a celkovou Uc¢innosti extrakce 34,69 %. Viskozita
byla 2,58+0,18 mPa.s, obsah suSiny 90,4+0,3 % a Cirost 2,171£0,005 T. Takto pfipravena
zelatina by nalezla uplatnéni ptfi vyrob¢ I€koftice, cukrovinek, zahusténi napojl, nebo pii
vyrobé karamel. Pro farmaceuticky primysl navrhuji podminky za pouziti dribeZich
kosti ze separace: pisobeni 1 % enzymu Protamex, teploté extrakce 80 °C a dob¢ extrakce
200 minut. Vytvoiil zelatinovy gel o pevnosti 149+6 Bloom s obsahem popelovin
3,63+0,11 % a celkovou ucinnosti extrakce 41,53 %. Viskozita byla 3,01+0,08 mPa.s, ob-
sah suSiny 92,36+0,01 % a cirost 2,541+0,008 T. Takto pfipravend Zelatina by nalezla
uplatnéni pii vyrobé tablet, obvazl a tvrdych tobolek. [54]
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8.4 Zhodnoceni vysledkii a navrh dalSiho studia

Zelatina se ziskava za tepla extrakci v alkalickém nebo kyselém prostiedi. Ziskava se
z veptové a hovézi kaze (75,4%), dale pak hovézich kosti (23,1 %). Ptiblizné 1,5 % pted-
stavuje produkce Zelatiny z ryb. Zelatiny z ryb se povazovaly za malo kvalitni, ale plati to
pouze pro ryby Zijici v chladngjsich vodach. Zelatina ziskana zryb vyskytujicich se
v subtropickém a tropickém pasu je obdobna Zelatin€ ze savcl. Vznika denaturaci kolage-

nu, coz znamend jeho znehodnocovani. Tato Zelatina ma veliky potencial v zemich, kde

lidé nekonzumuji hovézi ¢i veprové masné vyrobky. [34, 35, 36]

Dle studie Du L. z roku 2013 se popisuje ziskdvani Zelatiny z kritich a dribezich hlav ve
dvou fazich. Prvni faze je ptedpfipravna fadze a za ni nasleduje jiz druhd faze, coz je ex-
trakce zelatiny. Pfedptipravna faze zahrnovala smichani kufecich a krutich hlav s vodou,
dale smichani s roztokem 15mM hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3). Tento roztok byl
poté odstfedén a tento krok se opakoval tiikrat, dokud neobsahoval tuk. Po odtu¢néni na-
sledovalo smichani s 0,1M roztokem hydroxidu sodného (NaOH). Poté byla surovina smi-
chana s 0,05M kyselinou octovou (CH3COOH). Nakonec ptedpiipravné faze se produkt
promyl destilovanou vodou. Nasledna extrakce zelatiny probihala ve dvou stupnich pfi
dvou riiznych teplotach. Vznikla tak kapalna frakce Zelatiny, kterd byla v druhé casti ex-
trakce ziskdvana pfi teploté 60 °C po dobu 6 hodin. Pfi takovych podminkach byla celkova
vytéznost u kriitich hlav 62,76 % z 1 kilogramu vychozi suroviny a u kufecich hlav 52,29

% na 1 kilogram vychozi suroviny. [22]

V této diplomové praci se povedlo pfipravit Zelatiny Setrn&j$im zplisobem, nezZ ve studii Du
L., diky opravovani suroviny enzymem Proamex. Celkova vytéZznost v diplomové praci
byla v intervalu 28,66 % — 41,84 %, coz je zhruba o 11 % méné&, nez ve studii Du L..
V diplomové praci se pevnost gelu pohybovala v intervalu od 4642 Bloom do 149+6 Blo-
om. Duem a kol. Zelatinu extrahovali pii teploté¢ 60 °C z kutecich hlav s pevnosti gelu 248

Bloom a extrakci krttich hlav pfi teploté 50 °C s pevnosti gelu 367 Bloom. [22]
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V nize uvedené tabulce ¢. 12 jsou uvedeny dva experimenty s piredupravou v 200
ml kyselin€ chlorovodikové (HCI). Postup prace béhem extrakci byl stejny, ale pted tim se
¢ista kolagenni surovina nechala tfepat po dobu tii dnt v 3 % HCI, pti c¢emz se po 12 hodi-
nach vymeénila za Cerstvou. Pro toto opracovani byly vybrany experimenty ¢. 1 a ¢. 8
z tabulky €. 8. Zjistilo se, ze hodnota pevnosti gelu se pfili§ nelisi metody bez predipravy
kyselinou. Zelatiny pouze vykazovaly tmavsi zabarveni. Tento postup byl viak Easové

prili§ naro¢ny a proto by vyzadoval dalsi zkoumani.

V nasledujici tabulce €. 13 popisuje experimenty €. 1 a €. 8 z tabulky ¢. 8, které se podrobi-
ly ptedupravé 3 % kyselinou chlorovodikovou. Lze si pov§imnout, Ze pevnost gelu se za-
sadné nelisi od pevnosti gelu stejnych experimentli bez predupravy kyselinou. Hodnota pH
se také nijak neovlivnila touto metodou opracovani a pohybovala se v rozmezi 8,01 — 8,05.

Obsah susiny, popelovin, viskozita a Cirost se také neménily nijak zasadné.

Do dal$iho studia navrhuji kombinované opracovani enzymem i kyselinou chlorovodiko-

vou. Mohla by se tak vylepsit u¢innost extrakce kvalitnich Zelatin z kosti ze separace.
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Tabulka 12: Rozpis jednotlivych experimentl s vybranymi technologickymi podminkami a jejich vysledky pro opracovani v 3 % HCl
Technologické podminky extrakce hlav-  Technologické podminky ex- Charakterizace procesu

ni frakce zelatiny trakce vedlejsi frakce Zelatiny

O
‘g Faktor A Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E Vytézek Vytézek  Vytézek  MnoZstvi Celkova  Bilanéni
§ Doba enzy- Teplota Doba Teplota ex- Doba extrak- hydrolyzatu 1. Zelati- 2. Zelati- tuhého ucinnost chyba
g mového extrakce extrakce trakcI:: iy ce zelatiny 2 [%] ny [%] ny [%] podilu extrakce [%]
=3 opracovani zelatiny 1 zelatiny 1 2 [°C] [h] [%] [%]
[h] [°C] [min]

24 64 60 88 0,5 4,6 5,6 9,1 70,9 19,3 9,8

2" 72 80 180 98 4 3,6 16,4 28,2 44,6 48,2 7,2

= Experiment ¢. 1 s pfed-opracovanim v 3 % HCI
™ - Experiment ¢&. 8 s pied-opracovanim v 3 % HCI

Tabulka 13: Rozpis jednotlivych experimentl s vybranymi technologickymi podminkami a jejich vysledky pro opracovani v 3 % HCl
Technologické podminky extrakce hlavni Charakterizace ptipravenych hydrolyzati/zelatin

frakce zelatiny

O
% Faktor A Faktor B Faktor C  Pevnost gelu  Obsah popelam pH [-] Viskozita Cirost [T] SuSina [%]
% Doba enzy- Teplota Doba ex- [Bloom] [%] [mPa.s]
o7 mového extrakce trakce
K opracova’ni ielatiny 1 ielatiny 1
[h] [°C] [min]
24 64 60 10+2 3,43+0,17 8,05 2,3440,12  1,7245+0,0013 91,4+0,6
2" 72 80 180 152+4 4,31£0,11 8,01 2,15+0,06 2,122+0,004 92+2

" - Experiment &. 1 s pred-opracovanim v 3 % HCI
™ - Experiment ¢&. 8 s pfed-opracovanim v 3 % HCI

ok

- % v susin¢ vyextrahovaného produktu
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ZAVER
Tato diplomova prace s nazvem zpracovani odpadnich bilkovin z kutfeciho odkost’ovace na

kolagenni produkty je rozdélena do dvou casti. Na ¢ast teoretickou a ¢ast praktickou.

V teoretické Casti se popisuje vyskyt jatecniho odpadu, jeho déleni a vyuziti. V nasledujici
kapitole jsou popsany druhy a vyuziti odpadu z driibezaren. Tato kapitola je rozdélena na
pevné drubezi odpady a na kapalné driibezi odpady. Dalsi ¢ast je vénovana kolagenu, jeho
typim a Zelatin€. Dale v teoretické Casti jsou pravni pfedpisy pro manipulaci s zivo¢iSnym
odpadem a jeho déleni do tii kategorii. Teoretickd Cast je zakoncena vyuzitim zelatiny

v medicinském, farmaceutickém, potravinarském a technickém primyslu.

V experimentalni ¢asti se zkoumd moznost extrakce Zelatin a hydrolyzati z driibezich kosti
ze separace za pomoci pifedchoziho opracovani enzymem Protamex. Jednim z hlavnich cilii
bylo navrhnout optimalni technologické podminky ke zpracovani driibezich kosti ze sepa-
race. Cilem bylo maximalizovat ucinnost extrakci, aby vytézek zelatin byl co nejvyssi.
Sledovaly se tfi zékladni faktory: doba enzymového opracovani 24 — 72 hodin (Faktor A),
teplota extrakce 64 — 80 °C (Faktor B) a doba extrakce 60 — 180 minut (Faktor C). Samot-
na metodika prace spoivala u primarnich experimenti byla podle faktorovych pokusi 2° +
2 centralni (sttedové) experimenty + 1 slepy pokus. Nasledna optimalizacni ¢ast byla podle
faktorovych pokusti 2> + 1 centralni experiment. Samotny postup prace byl zalozen na
namleti dribezich kosti ze separace a jejich naslednd homogenizace. Poté se odstranily
nekolagenni doprovodné bilkoviny za pomoci NaCl a NaOH. Odtu¢néni se docililo pomoci
enzymu Lipolase s naslednym do-odtu¢nénim acetonem. Postup se dale pokra¢oval v opra-
covani suroviny enzymem Protamex, extrakci v horké vodé po definovany cas a nasled-
nym suSenim vzniklé suroviny. Na ziskanych zelatinach se dale provedly testy a metody na
zjisténi obsahu popelovin, suSiny, Cirosti, viskozity, pH, teploty tani a pevnosti gelu. Na-

sledné se vypocitaly celkové i jednotlivé ucinnosti extrakeci.

Nejprve bylo provedeno v primarni ¢asti 11 experimentti. Celkova vytéZnost se pohybova-
la v intervalu od 26,5 % (48 hodin bez opracovani enzymem, 72 °C teplota extrakce, 120
minut doba extrakce) do 45,3 % (48 hodin opracovani enzymem, 72 °C teplota extrakce,
120 minut doba extrakce). Pevnosti gelu byly v intervalu od 3+0 Bloom ((48 hodin bez
opracovani enzymem, 72 °C teplota extrakce, 120 minut doba extrakce) do 158+2 Bloom

(72 hodin opracovani enzymem, 80 °C teplota extrakce, 180 minut doba extrakce).
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Obsah popelovin byl v intervalu od 2,1+0,3 % (48 hodin bez opracovani enzymem, 72 °C
teplota extrakce, 120 minut doba extrakce) do 6,7+0,4 % (72 hodin opracovani enzymem,

64 °C teplota extrakce, 60 minut doba extrakce).

Po vyhodnoceni vysledka u primarnich experimentt se oblast extrakci zuzila. Provedlo se
pét optimalizaénich experimentii podle schématu 2% + 1 centralni experiment. Doba piiso-
beni pfidavku 1 % enzymu Protamex byla stanovena z primarni ¢asti na 48 hodin. Sledo-
vané faktory se ted’ zizily na dva a to na teplotu extrakce (Faktor A) a dobu extrakce (Fak-
tor B). Teplota extrakce se pohybovala v rozmezi 70 — 80 °C a doba extrakce 0,5 — 6 ho-
din. Postup prace zstal zachovan jak u 11 experimentl v primarni fazi. Celkové ucinnosti
extrakci se pohybovaly od 28,66 % (70 °C teplota extrakce, 100 minut doba extrakce) do
41,84 % (75 °C teplota extrakce, 150 minut doba extrakce). Hodnoty pevnosti gelu se po-
hybovaly v rozmezi od 46+2 Bloom (70 °C teplota extrakce, 100 minut doba extrakce) do
149+6 Bloom (80 °C teplota extrakce, 200 minut doba extrakce). Obsah popelovin byl
intervalu od 2,93+0,13 % (70 °C teplota extrakce, 200 minut doba extrakce) do
4,12+0,06 % (80 °C teplota extrakce, 100 minut doba extrakce).

Pro uplatnéni ve farmaceutickém a medicinském primyslu maji ziskané Zelatiny nadlimit-
ni mnozstvi popelovin. Pro pouziti v této oblasti by mél byt obsah popelovin do 2 % ve
vzorcich. Optimalizaci postupu pfi zpracovani nebo pomoci iontoménict, by se vSak ob-
sah popelovin dal snizit. Pro farmaceuticky primysl navrhuji podminky za pouziti dribe-
zich kosti ze separace: plisobeni 1 % enzymu Protamex, teploté extrakce 80 °C a dobé& ex-
trakce 200 minut. Vytvofil Zelatinovy gel o pevnosti 149+6 Bloom s obsahem popelovin

3,63%0,11 %.

Pro vyrobu zelatin z driibezich kosti ze separace, ktera nalezne uplatnéni v potravinaiském
primyslu, navrhuji podminky: plisobeni 1 % enzymu Protamex, teploté extrakce 70 °C a
dobé extrakce 200 minut. Vytvofil Zelatinovy gel o pevnosti 126+3 Bloom s obsahem po-
pelovin 2,93+0,13 %. Tato zelatina spliiuje limitni mnoZstvi popelovin v potravinaistvi do

3 %.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CH;COOH Kyselina octova.

NaOH Hydroxid sodny.

NaCl Clorid sodny

C;HsO Aceton

DNA Deoxyrilbonukleova kyselina
DSC Diferencialni skenovaci kalorimetr
PA Polyamid

PET Polyethylentereftalat

HCl Kyselina chlorovodikova
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Protamex®

Description
Protamex is a Bacillus protease complex developed for the hydrolysis of food
proteins.

Product Properties

Product Type

Protamex is a light brown, free-flowing, non-dusting microgranulate with an
average particle size of approximately 250-450 microns. The colour may vary
from batch to batch and colour intensity is not an indication of product
strength. The product is readily soluble in water.

Activity
Protamex is standardized in Anson Units per gram (AU/g).

Protamex.......cccoeeeeeeei e Declared activity: 1.5 AU/g

See the Analytical Method for more information on the proteolytic analyis,
which is based on the proteolysis of denatured haemoglobin.

Purity

The product complies with the recommended purity specifications for food-
grade enzymes issued by the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC).

Packaging
See the standard Packaging List for more packaging information.

Application
In contrast to many other endoproteases, Protamex will produce non-bitter
protein hydrolysates even at low degrees of hydrolysis.

Reaction Parameters

Optimal working conditions are at pH 5.5-7.5 and at 35-60°C (95-140°F) as
determined by application trials,

In Fgure 1 the activities shown are measured according to a modified Anson
method in aqueous solutions without the stabilizing effect of proteinaceous
matter. The stability of Protamex at a certain temperature is influenced by the
type and concentration of the proteins present.
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Fg. 1. Influence of pH at various temperatures on the activity of Protamex.

Method: AF 4
Substrate: Denatured hemoglobin
Inactivation

Protamex can be inactivated in 30 minutes at 50°C (122°F) or higher when the
pHis4, and in 10 minutes at 85°C (185°F) or higher when the pH is 8.
However, the inactivation is very much dependent on the substrate (substrate
concentration, pH, etc.). Thus, the documentation for efficient elimination of

Protamex must be based on actual analysis for the detection of residual activity.

See the Method for the detection of residual protease activity in protein
hydrolysate for further information.

Safety

Enzymes are proteins and inhalation of dust or aerosols may induce
sensitization and may cause allergic reactions in sensitized individuals. Some
enzymes may irritate the skin, eyes and mucous membranes upon prolonged
contact.

The product is designed to resist some mechanical effects. However, excessive
mechanical wear and tear or crushing may create dust.

All spills, even small spills, should be gently shovelled into plastic-lined
containers. Use respiratory protection. Small spills and remains of large spills
should be removed by vacuuming or flushing with water (avoid splashing).
Vacuum cleaners and central vacuum systems should be equipped with HEPA
filters.

When using the product for the production of protein hydrolysates, consumer
safety in use isdocumented only if the production includes processing steps in
which the product is removed and/or inactivated.

A Material Safety Data Sheet is supplied with all products. See the Safety
Manual for further information regarding how to handle the product safely.

novozyme
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Storage

Enzymes gradually lose activity over time depending on storage temperature.
Cool conditions are recommended. When stored at 5°C (41°F), the product will
maintain its declared activity for at least 1 year. When stored at 25°C (77°F),
the product will maintain its declared activity for at least 3 months. Extended
storage and/or adverse conditions, including higher temperatures or high
humidity, may lead to a higher dosage requirement.

ﬂDVOZ}meS*"'

NovozymesA/S Tel. +45 8824 9999 Laws, regulations and thicd party rights may prevenl
cusfomers from importing, processing, applying and/or
Krogshoejvej 36 Fax +45 8824 9998 reselling ceriain protucls in a given manner. i is the
N responsibilily of the cuslomers thal their specific use of
2880 Bagsvaerd info@novozymes.com products from Novozymes does nof infringe refevant
laws and regulations and, furthermore, does nol

Denmark WWW.Nnovozymes com

infringe patents or other third parly rights.
The contents of this documen! are subjec! [o change
without further notice.

2001-08284-03 Maj 2003 @ Novozymes A/S



PRILOHA P II: MATERIALOVY LIST ENZYMU LIPOLASE

EKO~YM

Product Sheet
Lipolase™

Popis

Lipolase je lipdza pouzivana v recepturach detergentd k usnadnéni odstranéni skvrn obsahujicich tuk a
olej, jako jsou ty, které pochdzi z prepaleného oleje, saldtového oleje, masla, omacek, polévek,
kozniho mazu a kosmetickych pfipravkfl. Skvrny, které obsahuji tuk, je kvli jejich hydrofobni povaze
slozité odstranit pranim, predevsim pfi nizkych teplotdch a mirné alkalité. Lipolase hydrolyzuje tuky
rozstépenim esterovych vazeb na 1 a 3 pozici triglyceridovych molekul. Produkty hydrolyzy jsou
mono- a diglyceridy, glycerol a volné mastné kyseliny, které jsou snadno rozpustény nebo
dispergovany v pracim roztoku. Enzym ma Sirokou substratovou specifiCnost podporujici hydrolyzu
Siroké Skaly tukd a olejd.

Lipolase je lipdza s Thermomyces /lanuginosus produkovana submerzni fermentaci geneticky
modifikovaného mikroorganismu Aspergillus oryzae.

Vlastnosti produktu

Typy produktu
Lipolase je k dispozici jak v granulované, tak i kapalné formé:

Lipolase 100 T Deklarovana aktivita: 100 KLU/g
Lipolase 100 L, Type EX Deklarovana aktivita: 100 KLU/g
Aktivita

Lipolyticka aktivita je vyjadrena v Kilo Lipazovych jednotkach (KLU). Lipolase neobsahuje Zadné
vyrazné postranni aktivity. Lipolyticka aktivita je stanovena vzhledem k enzymovému standardu za
nasledujicich podminek:

Substrat: tributyrin
Teplota 30°C
pH 7,0

Novozymes pouziva pH-stat metodu pro méreni standardizované aktivity Lipolase. Analytickou metodu
Ize ziskat na vyzadani.

Standardni baleni
Granulovany vyrobek: 40 kg
Kapalny vyrobek: 25 kg
Aplikace

Informace o aplikaci Lipolase jsou k dispozici v aplikacnim listu: Lipolase — aplikace v detergentech pro
doméci prani.

Vlastnosti enzymu
Lipolase je 1,3-specificka lipaza. Jinymi slovy 5tépi esterové vazby triglyceridu na pozicich 1 a 3.
Aktivita ve vztahu k teploté a pH
Jak ukazuje obrazek 1, je Lipolase aktivni pfi vdech pH hodnotdch béZné se vyskytujicich
v detergentech pro pradelny. Jak je vidét na obrazku 2, je teplotni kfivka velmi plocha, coz znamena,
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Ze teplota nema dramaticky vliv na aktivitu Lipolase v rozsahu nejvétSiho zajmu pro aplikaci
detergenti.
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Obr.1.Aktivita Lipolase pfi riiznych pH hodnotach.
Stanoveno podle SM-0095, ale s riiznymi pH hodnotami.
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Obr.2.Aktivita Lipolase pfi riiznych teplotach.
Stanoveno podle SM-0095, ale s jinymi teplotami.

Obrazek 3 ukazuje, ze je Lipolase velmi stabilni ve vodnych roztocich pfi teplotdch do 55 — 60 °C.
NeoCekava se Zadnd znatelnd ztrdta aktivity béhem bézného kontaktniho Casu v automatické pradce
(10 - 30 minut) pfi teplotach pod 55 °C a pH hodnotach pod 11. Mélo by byt zd(iraznéno, Ze kfivky
aktivity odpovidaji specifickm podminkam pouZivanym pfi laboratornich pokusech. Pfi jinych

padminkach a s jinymi substraty jsou oekavany odchylky od téchto krivek.
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Obr.3. Zbytkova aktivita Lipolase po dvou hodinach
skladovani pri rliznych teplotach a pH hodnotach.
Kancentrace enzymu béhem skladovani: 14 LU/ml
Stanoveni aktivity podle SM-0095

Bezpecnost

Produkt je vyrabén za hygienickych podminek a je predmétem prisné kontroly kvality.

Toxikologie

Produkt je vyrabén nepatogennim mikroorganismem a je klasifikovan jako netoxicky.

Bioodbouratelnost
Vyrobky jsou bioodbouratelné.
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2Zachazeni
Enzymy jsou proteiny a vdechnuti prachu nebo aerosolu miiZze vyvolat senzibilizaci a miize byt pficinou
alergické reakce u citlivych jedincll. Nékteré enzymy mohou pfi déletrvajicim kontaktu drazdit kiizi, o€i
a sliznice,
T-granulaty jsou vyvinuty tak, aby odolavaly mechanickym vliviim, avSak nadmérné mechanické
namahani nebo drceni miZe vytvofit prach. Velka rozsypana mnozstvi granulatu by méla byt jemné
smetena do plastovych obalfi. Pouzijte respiracni ochranu. Mald rozsypana mnozstvi a zbytky velkych
rozsypanych mnozstvi by mély byt odstranény vysavanim nebo splachnuty vodou (vyhnéte se
stiikani). Vysavace a centralni vysavaci systémy by mély byt vybaveny HEPA filtry.
Kapalné enzymové produkty mohou vytvofit snadno vdechnutelné aerosoly, pokud jsou stfikany nebo
intenzivné michany. Rozlity preparat miize uschnout a vytvofit prach. Rozlity preparat by proto mél
byt splachnut vodou (vyvarujte se st¥ikani).
Bezpecnostni list enzymu je dodavan ke véem vyrobkm.

Skladovani

Enzymy postupné ztraceji aktivitu v zavislosti na teploté skladovani a vihkosti. Doporucovany jsou
suché a chladné podminky. Pokud je enzymovy preparat skladovan v uzavienych obalech pfi teploté
25 °C, uchova si svoji deklarovanou aktivitu po dobu nejméné 3 mésicll. Pfi nizsi skladovaci teploté
stabilita roste. Dlouhodobé skladovani anebo zhorSené podminky, zahrnujici vySSi teploty nebo
vysokou vihkost, mohou vést k nutnosti vy3siho davkovani.

Enzymové preparaty by nemély byt delSi dobu ponechany na primém sluneénim svétle. Kapalné
preparaty by nemély zmrznout.

Registrace

Chemicky katalog
Slozky Lipolase jsou zapsany v pfislusnych katalozich, napf. EINECS a TSCA.

CAS a EC &isla
Lipolase je klasifikovana v Chemical Abstracts Service Registry jako ,Lipase, triocylglycose™ CAS Cislo
9001-62-1. Odpovidajici klasifikacni Cislo enzymu (Mezinarodni biochemicka unie) je EC 3.1.1.3.

EEC klasifikace
V koncentrované formé jsou granulované a kapalné produkty Lipolase klasifikovany jako ,senzitizéry
vdechnutim® podle EEC direktivy 88/379.

Distributor:  Ekozym, s.r.o0.
Ri¢anska 237, 763 12 Vizovice
Tel. 577 001 014, Fax 577 001 033
www.ekozym.cz
ekozym@ekozym.cz

Zakony, predpisy a prava tretich stran mohou brénit zékaznikdm v dovozu, zpracovéni, aplikaci anebo dalSimu prodesi urditych vyrobkd uvedenym
zpdsobem. Je zodpovédnost zakaznikl, Ze jejich specifické pouZiti vyrobki Novozymes neporusi odpovidajici zakony a predpisy a dale, Ze neporusi
patenty nebo jind prava tretich stran.

Obsah tohoto dokumentu miZze byt zménén bez predchoziho ozndmeni.

Vyrobce: Novozymes A/S
Krogshoejvej 36
2880 Bagsvaerd
Denmark
Tel. +45 8824 9999
enzymes@novo.dk

Www,novazymes,com
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