Optimalizace pripravy zelatin z kureciho kostniho
odpadu

Bc. Milan Dujka

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2021 Fakulta technologicka




ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a piijmeni: ~ Bc. Milan Dujka

Osobni cislo: 119435

Studijni program:  N0722A130001 InZenyrstvi polymeri

Studijni obor: InZenyrstvi polymerii

Forma studia: Kombinovana

Téma prace: Optimalisace pripravy Zelatin z kureciho kostniho odpadu

Zasady pro vypracovani

1. Zpracujte litermni studii o technologickych podminkach extrakce Zelatin z rliznych surovinovych zdroj, vlastnostech Zelatin,
zpracovatelskych technikach a aplikacich Zelatin.

2. Na zdkladé predchozich vysledkil pri feSeni problematiky zpracovani kureciho kostniho separatu provedte optimalisaci proces-
nich podminek pfipravy Zelatin.

3. Zaméfte se detailni charakterisadi pfipravenych Zelatin, zejména na vlastnosti Zelatin, které jsou dileZité pro zpracovatelské
techniky polymeri a pro kone¢né viastnosti produkti vyrobenych z Zelatin, zejména v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu.
4. Vysledky méfeni zpracujte vhodnym softwarem, provedte diskusi a zhodnotte pfinos prace pro praxi.



Forma zpracovéni diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

Schrieber R.; Gareis H.: Gelatine Handbook. Theory and Industrial Practice. Wiley-VCH, Weinheim 2007.

Ockerman H. W.; Hansen C. |.: Animal By-Product. Processing & Utilization. Woodhead Publishing, London 2000.

Sarbon, Mhd.N.; Badii, F.; Howell, K.N. Preparation and characterisation of chicken skin gelatin as analternative to mammalian
gelatin. Food Hydrocoll. 2013, 30, 143-151.

Widyasari, R.; Rawdkuen, S. Extraction and characterization of gelatin from chicken feet by acid and ultrasound assisted extraction.
Food Applied Biosci. J. 2014, 2, 83-95.

Vedouci diplomové prace: prof. Ing. Pavel Mokrejs, Ph.D.
Ustav inZenyrstvi polymerii

Datum zadani diplomové prace: 1. 1dnora 2021
Termin odevzdéni diplomové prace: 14. kvétna 2021

LS.

prof. Ing. Roman Cermék, Ph.D. Ing. Jana Navratilova, Ph.D.
dékan feditel Ustavu

Ve Zliné dne 1. dubna 2021



PROHLAéENi’ AUTORA
DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, ze:

e diplomova prace bude ulozena v elektronické podobé v univerzitnim informacnim systému a
dostupna k nahlédnuti;

e namoji diplomovou praci se pln¢ vztahuje zdkon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech
souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nekterych zakonl (autorsky zakon) ve znéni
pozdéjsich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

e podle § 60 odst. 1 autorského zakona ma Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ pravo na uzavieni
licen¢ni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

e podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — diplomovou praci nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase Bati ve
Zling, ktera je opravnéna v takovém piipad¢ ode mne pozadovat pfiméfeny piispeévek na tthradu
nakladu, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zliné na vytvoteni dila vynalozeny (az do jejich
skute¢né vyse);

e  pokud bylo k vypracovani diplomové prace vyuZito softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase
Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucelim (t;.
k nekomer¢nimu vyuziti), nelze vysledky diplomové prace vyuzit ke komer¢nim téeltim;

e pokud je vystupem diplomové prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za soucast prace
rovnéz i zdrojové kody, popft. soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti
muze byt diivodem k neobh4jeni prace.

Prohlasuji,
e 7e jsem diplomové praci pracoval samostatné a pouzitou literaturu jsem citoval. V pripadé
publikace vysledkti budu uveden jako spoluautor.

e 7e odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrand do IS/STAG jsou obsahové
totozné.

Ve Zliné dne:

Jméno a pfijmeni studenta:

podpis studenta



ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva zpracovanim bilkovinného odpadu z vyroby strojn¢ oddélené¢ho
kutfeciho masa a vyrobou zelatiny biochemickym procesem. Teoretickd ¢ast pojednava o
vyrobé zelatin s tim, Ze ji rozsifuje o popis demineralizace. Déle je zde popisovana extrakce
zelatin z alternativnich zdroji vstupnich surovin. V praci jsou zminény i charakteristické
funk¢ni vlastnosti zelatin a jejich vliv na pouziti pii riznych aplikacich. Prakticka Cast se
vénuje zelatinam, které byly piipraveny demineralizaci kufeciho kostniho separatu a jeho
naslednym kondicionovadnim enzymem Protamex. Zabyva se studiem vlivu jednotlivych sle-
dovanych faktort, kterymi v této praci jsou doba a teplota extrakce v rozmezi 20 az 60 minut
a 42 az 50°C, na ucinnost extrakce. Dale se zaméfuje na analyzy zabyvajicimi se funk¢énimi
vlastnostmi. Vysledky jsou konfrontovany s dalSimi literarnimi studiemi. Diplomova prace
prokazala, ze vhodnou volbou technologickych podminek Ize vyrobit z této vstupni suroviny

kvalitni zelatinu ¢i hydrolyzat. Pevnost gelu pfipravenych Zelatin dosahovala az 390Bloom.

Kli¢ova slova: kufeci kostni separat, zelatina, enzymové kondicionovani, demineralizace,

extrakce
ABSTRACT

The diploma thesis considers the processing of protein waste from the production of me-
chanically separated chicken meat and the gelatin production by a biochemical process. The
theoretical part deals with the production of gelatin, the description of a demineralization
process is also included. Furthermore, the extraction of gelatin from the alternative sources
of raw materials is described here. The work also mentions the characteristic functional prop-
erties of gelatin and their influence on the use in various applications. The practical part is
focused on gelatin, which was prepared by demineralization of separated chicken bones and
their subsequent conditioning with the enzyme Protamex. It deals with the study of the in-
fluence of the individual monitored factors, which in this work were the extraction time and
temperature in the range of 20 to 60 minutes and 42 to 50°C, on the extraction efficiency. It
is also focused on the subsequent analyses dealing with functional properties. The results
were confronted with other literary studies. The diploma thesis proved that a suitable choice
of technological conditions can lead to a high-quality gelatin or hydrolyzate production. The

gel strength of the prepared gelatin reached up to 390 Bloom.

Keywords: chicken bone separator, gelatin, enzymatic conditioning, demineralization, ex-

traction
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UvVOD

Zelatina je jednim z nejviestranngj$ich biopolymeri a diky svym funkénim vlastnostem ma
Siroké uplatnéni v mnoha primyslovych odvétvich. Nejcastéji se pouziva v potravinarském
prumyslu, kde se vyuziva jejich vlastnosti pii vyrobé cukrovinek, zakuskt, masnych vy-
robkd, ale také pfi vyrobé jogurtl, syrl, zmrzliny a mnoha dalSich produkta. Uplatiiuje se i
ve farmacii, kde se pouziva napiiklad pfi vyrob¢ tablet, nebo ve fotografickém priimyslu,
1ékartstvi ¢i kosmetice. Je dokonce mozno ji najit i u zkousSek zbrani, respektive balistickych
stiel, kde nahrazuje dfive pouzivané biologické tkané. Tato Sife pouziti se odrazi také v pii-

blizn¢ 400 000 tunéch zelatiny vyrobenych rocné po celém svéte.

Zelatinu je moZné izolovat Gaste¢nou hydrolyzou témét z jakéhokoliv zdroje obsahujiciho
kolagenni strukturu. Tradi¢nimi zdroji jsou veptové, hovézi kiize a kosti, alternativnimi
zdroji jsou driibez a ryby. S rostouci spotfebou dribeziho masa ve svété, by mohla vzrist
vyroba Zelatiny i z tohoto zdroje. Takto ziskana Zelatina by mohla byt v pofadku i s ohledem
na vyuziti v riznych kulturach a ndbozenstvich. Navic v soucasnosti ziistavaji velké ¢asti
driibeZe nevyuzité. Jde predevSim o hlavy, kosti, béhaky a nepozivatelné vnitinosti, jejichz
zpracovani je velmi problematické. V podstaté jde o odpad, ktery konci v kafileriich, na
skladkéach, nebo se spaluje. Timto vznikaji producentim masa dals$i ndklady, a navic li-

kvidace odpadii pfedstavuje nemalou ekologickou z4t&z pro zivotni prostiedi.

vvvvvv

bilkovinného odpadu z vyroby strojn¢ oddéleného kuteciho masa. Pokracuje v tom, co jiz
bylo vysledovano a roz$ifuje zpracovatelské podminky o demineralizaci suroviny pomoci
kyseliny chlorovodikové. Zabyva se optimalizaci procesti extrakce vstupni suroviny, kondi-
cionované pomoci enzymu Protamex a naslednou charakterizaci vlastnosti Zelatin, které jsou

dualezité pro zpracovatelské techniky a pouziti samotné zelatiny v prumyslu.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/biopolymers
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I. TEORETICKA CAST
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1 VYROBA A EXTRAKCE ZELATINY

1.1 Vyroba Zelatiny

Samotna vyroba zelatiny je nékolikastupiiovy proces. Surovy materidl, ktery se pouziva k
ziskéani zelatiny, je vysoce zesitovany, coz vyzaduje pouziti takovych metod opracovani,
které zptusobi dostatecné rozruseni pticnych vazeb, coz dovoli samotnou extrakci. Opraco-
vani se provadi pii vysokych anebo nizkych hodnotach pH. Typ a stupen zesiténi zavisi na
véku zvitete. Vyrobce Zelatiny proto musi upravit parametry procesu a nasledné podminky
extrakce presn¢ podle zpracovavané suroviny, aby mohl ziskat Zelatinu s poZzadovanymi
vlastnostmi. V zasad¢ by se pfi¢né vazby mohly $tépit procesem pomalého ,,vateni®, coz je
metoda pouzivana po staleti pii ptiprave aspiku, avSak vystaveni materialu delsSimu obdobi
vyssich teplot ma za tendenci negativné ovliviiovat v§echny parametry, které ovliviiuji kva-

litu [1].

Naproti tomu, diky jemnému chemickému Stépeni je mozné dosahnout mnohem lepsi kvality
zelatiny. Z tohoto divodu se pouzivaji pouze vysoce ziedéné kyseliny a zésady. Timto zpi-
sobem zustavaji feté¢zce kolagenového proteinu v podstaté neporusené, ale pfi¢né vazby jsou
odstépeny. V tomto piipadé dochazi pouze k ¢aste¢né hydrolyze. U starSich zvifat je upted-
nostnovano intenzivng¢jsi alkalické oSetfeni, zatimco u mladSich se pouziva pouze kratké
obdobi ptedupravy velmi zfedénou kyselinou. Kromé Stépeni kyselinami a zdsadami se po-
uzivaji 1 enzymy nebo kombinace enzymil a chemikalii pro Stépeni zesiténi. Vyrobce tak
muze vybrat vyrobni proces v souladu s pozadovanymi vlastnostmi Zelatiny, kterd ma byt
vyrobena. S ur€itym rozsahem je tedy mozné vyrabét ,,pfizpiisobenou‘ Zelatinu pro speci-

fické aplikace [1].
Kysela predaprava surovin

Pti soucasnych metodach chovu prasat jsou zvifata porazena v péti az sedmi meésicich. Di-
sledkem toho je, Ze kolagen v jejich kiZzi je relativné mirné zesitovany, a proto se k jeho
opracovani nejcastji pouzivaji slabé roztoky kyseliny sirové nebo kyseliny chlorovodikové
pii pokojové teploté a pH roztoku je asi 1,5-3,0. Surovina je v tomto roztoku ponofena po
dobu 8-30 hodin (vétsinou 24 hodin) v zavislosti na tlouStce a stupni rozmélnéni suroviny.
Béhem této doby materidl zbotna na 2 az 3nasobny objem. Po kyselém opracovani se zbytky

kyseliny odstrani promytim vodou, vodou se promyva tak dlouho, dokud neni pH roztoku
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neutralni. Pokud se provede kyselé opracovani, musi byt materidl dale extrahovan také v ky-

selin€ [2].
Zasadita preduprava surovin

Prvotné upravena surovina se zpracovava v kombinaci s alkalickymi latkami. Nejcastéji se
jedné o roztok nasyceného hydroxidu vapenatého, kdy se surovina ponofti do nadrze (s mi-
chénim nebo bez michani) s hydroxidem vapenatym, a to pfi pH = 12, teplot¢ nizsi nez 24°C
a po dobu 1-6 meésicti. Urceni doby zavisi na tlouStce a druhu suroviny, nejcastéji se vSak
pouziva doba 4 mésicl. Pfestoze se muze zdat, Ze proces s hydroxidem vapenatym je na
prvni pohled pon¢kud neefektivni, ma fadu technologickych vyhod. Kviili nizké rozpustnosti
hydroxidu vapenatého je udrzovan konstantni stupen relativné slabé alkality, a to zaroven
pomaha vyrovnavat urcité rozdily v surovinach, timto 1ze zabranit i neZadoucim ztratdm vy-
tézku. Béhem tak dlouhého procesu dochédzi k zZddoucimu rozpusténi nekolagennich latek
(naptiklad mukopolysacharidy, slouceniny siry, albuminy a globuliny, které se v suroviné
vyskytuji vzdy). Ziskame tak a¢inné vycistény roztok, ten se poté nékolikrat promyje vodou,
aby se odstranil ptebytek vapna, a dale se neutralizuje nejcasteji zfedénou kyselinou chloro-
vodikovou. Myti vodou se provadi, dokud neni pH roztoku neutralni. [1,2] Kombinace tep-
loty, €asu a koncentrace hydroxidu ma dopad na hodnotu pevnosti gelu a viskozitu. Vétsi
koncentrace roztoku hydroxidu vede k ziskani Zelatiny o vyssi viskozité, takto ziskana Zela-

tina je obvykle rozpustna i ve studené vodeé [2].
Piediprava kosti

Mezi suroviny pouZzivané k vyrob¢ Zelatiny patii i kosti. Kostni material je Stipan na krychle
o velikosti asi 0,5 cm a poté je odmastovan promyvanim ve vod¢ o teploté 85-90°C po dobu
30 minut za stdlého michani. Tento proces zcela odstrani veskerou zbytkovou kiizi a maso
s kosti. Nasledné se takto upravené kosti susi suchym vzduchem v kontinualnich susi¢kéach.
Kosti se poté prosévaji a tfidi podle velikosti ¢astic. Riizné velké Castice se nasledné zpra-
covavaji samostatné. Velmi diillezitym krokem, ktery se pii této tipraveé pouziva, je demine-
ralizace neboli macerace. Kostni §tépky, které¢ byly uvolnény pro dalsi zpracovani na Zela-
tinu, jsou oSetieny zfedénou kyselinou chlorovodikovou (4-6%) v protiproudu v soustave
nadrzi po dobu asi jednoho tydne pfi teploté 10-20°C. Béhem tohoto procesu dochazi k pie-
méné nerozpustného fosforeCnanu vapenatého a uhliitanu vapenatého obsazeného v kos-

tech na jejich rozpustnou formu, ta je poté oddélena vysrazenim viz obrazek 1. Po maceraci
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ziskame pouze proteinovou strukturu kostniho materidlu, ktera je dale oSetiena v solném

roztoku a nasledné kyselinou [2].

> P 4 >
Demineralizace- Extrakce selatin
Veprové kosti Rozdrceni ) . i, - Y
hydrolyza pepsinem i ]

v

Fosforecnan vépenaty

J
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Obrazek 1: Postup vyroby Zelatiny demineralizaci kosti pomoci hydrolyzy pepsinem [6]

V poslednich letech vyuzivaji jednotlivi vyrobci pti predupraveé kosti také tlakovou hydro-
lyzu, coz je zpisob vyroby zelatiny ze surové kosti, ktery funguje bez nutnosti macerace.
Materidl kostnich $té€pkt je po ¢astech zpracovavan v autoklavech ve vodném médiu za pod-
minek extrakce pii asi 140°C po dobu 20 minut. V disledku procesnich podminek tlakové
hydrolyzy se proces extrakce tidi zakladnim pravidlem: ¢im mensi je velikost ¢astic, tim
kratsi je proces. Behem tohoto procesu se kolagenni protein rozpusti postupné. Vysledkem
je Zelatina se silnou barvou, chuti a zapachem, ktera navic vykazuje velmi nizkou schopnost

gelovatét. Tyto vlastnosti vSak zna¢n€ omezuji jeji pouzitelnost [2].
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1.2 Extrakce Zelatiny

Zelatina se extrahuje ve vice stupnich. Nejvice kvalitni Zelatiny jsou v prvni extrakei, pii
teploté okolo 45-50°C. Takovéto zelatiny disponuji velkou pevnosti gelu a maji vétsi mole-
kulovou hmotnost. Naopak extrakce pii vyssich teplotach poskytuje Zelatiny o mensi kvalité
a maji niz§i molekulovou hmotnost. Samotna extrakce se realizuje ve varnach, kde po dosa-
7eni dostate¢né teploty zapoéne dochézet k pietvoieni kolagenu na klihovy roztok. Cim vice

je vstupni materidl pfedpiipraven, tim k pfemén¢ dochazi snadnéji.

Tradi¢ni metoda extrakce zelatiny probiha v extraktorech, kde je zelatina extrahovana vo-
dou, a to ve vice stupnich. K extrakci se pouziva pitna voda v rozmezi teplot 50 az 100 °C
po dobu 4-7 hodin pro kazdy ze stupiii extrakce, kdy pfi kazdém dalSim stupni se teplota
zvySuje. Kazdou extrakei se ziska 2-4% roztok Zelatiny, ktery se ptred ptidavkem dalsi vody
o vys$i teploté odstrani z extraktoru. Se zvysujici se dobou a teplotou extrakce se ziskavaji
mén¢ kvalitni Zelatiny, protoze pti vyssich teplotach dochazi k rozsahlejsi hydrolyze pepti-
dovych fetézch. Vzniklé Zelatiny maji snizenou schopnost tvorby gelu, nebo tvoii velmi
slabé gely a v mnoha piipadech vznikaji az hydrolyzaty. Doba a teplota extrakce ma vliv i
na zbarveni zelatiny, kdy déle extrahované zelatiny maji vyssi zbarveni v disledku Maillar-
dovych reakci mezi aminokyselinou a zbytky redukujicich sacharidii v suroving. V nékte-
rych ptipadech se miiZze pouZit béleni Zelatin pomoci peroxidu vodiku nebo oxidu sific¢itého

12].

Kontinuélni metoda probiha také v extraktoru jako tradi¢ni metoda. Na rozdil od tradicni
metody je vSak surovina pfivadéna do extraktoru v protiproudu s extrakéni vodou v pravi-
delnych intervalech, pficemz je rychlost extrakce postupné zvySovana. Pii této metod¢ se
zelatina extrahuje pfi nizkém pH (pH = 2,0-3,0) a béhem procesu se extrahuji rizné druhy
zelatiny. Na zacatku ziskavame zelatiny vysoké kvality a na konci zelatiny o kvalité nizsi.
Vysledna zelatina mé vysokou pevnost gelu, nizkou viskozitu a nizkou barevnost. Pii kon-
tinudlni metodé musi byt spodni ¢ast extraktoru pravidelné ¢isténa, lze tak pravidelné od-

strafiovat nerozpustné Casti ze suroviny [2].

Dal$im moZnym extrakénim procesem je polokontinudlni proces, kdy je do extraktoru pfi-
davana surovina v davkach a je extrahovdna vodou. Teplota vody se postupné zvysuje. Bé-
hem extrakce jsou Zelatiny o rizné kvalité odstraiiovany z extraktoru, kdy se zvySujicim se
stupném extrakce ziskdvame jako v pfedchozim zpiisobu nizsi hodnoty pevnosti gelu Zela-

tiny a zaroven se zvySuje barevnost Zelatiny [2].
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Extrakci 1ze provadét i tlakovou hydrolyzou. Jednd se o optimalizovanou kontinulni ex-
trakci, ktera je modifikovana snizenim velikosti ¢astic suroviny, tlakem, snizenim pH a zvy-
Senim teploty. Zelatina tak miiZe byt extrahovana béhem nékolika minut. Teoreticky lze zis-
kat timto zptisobem vSechnu Zelatinu ve vysoké kvalité, a to pii teploté¢ 50°C. Aby bylo do-
sazeno takovéhoto vytézku, musely by byt hydrolyzované ¢astice co mozna nejvice homo-

genni [2].

1.3 Zelatina z alternativnich zdroji

Studie ukazuji 30% narlst poptavky po vSech druzich potravinaiskych a nepotravinatrskych
zelatin na svété. Nejvetsi objem vyroby zelatiny pochdzi z tradinich zdroji. V posledni
dobé se vSak konzumace Zelatiny z tradi¢nich zdrojt jevi do urcité miry problematicka s oh-
ledem na zdravotni, kulturni a nabozenské divody. To vedlo védce k hledani jinych nez
tradi¢nich zdroja, které se vSak velmi podobaji zddoucim fyzikalné-chemickym, funkénim
a senzorickym vlastnostem tradi¢nich zelatin viz obrazek 2. V potravinaiském prumyslu by
mohly zaclit ziskavat na dulezitosti 1 jiné neZ tradicni Zelatiny, a to naptiklad z vedlejSich
produktt at’ uz z driibeze nebo z ryb. Za posledni desetileti se produkce dritbeze zvysila asi
o témet 40%. Drubezi vedlejsi produkty maji dobry potencial nahradit tradi¢ni zdroje pro

extrakci zelatiny [3].

Dalsi z moznosti je vyuziti rybich Zelatin, jejichZ hlavni nevyhodou je, Ze gely na nich zalo-
Zené maji tendenci byt méné stabilni a maji horsi reologické vlastnosti neZ tradi¢ni Zelatiny,
coz muze omezit jejich oblast pouziti. Obecné to plati v ptipadé studenovodnich druht, jako
je treska obecnd, treska aljasské atd. Nicméné relativné nedavné studie poukazuji na to, Ze
tropické a subtropické druhy miiZou mit podobné reologické vlastnosti a termostabilitu
jako tradi¢ni Zelatina v zavislosti na druhu ryb, druhu suroviny a podminkéch zpracovani.
Ackoli piesné srovnani je obtizné, protoze metodiky se mohou mezi jednotlivymi pracemi
znacné liit, obecné plati, ze zelatiny z ryb, které pochazeji ze studenych vod, jsou charak-
terizovany jako ty, jez maji nizké teploty gelovaténi a tani (~4-12°C a <17°C), na rozdil od
udaj uvadénych pro druhy Zijici v teplych vodéch, u kterych jsou teploty vyssi (~18-19°C
a ~24-29°C). Druhy Zijici ve studenych vodach dosahuji hodnot pevnosti gelu 100 Bloom
nebo dokonce 1 niz$i, zatimco Zelatiny z druht zijicich v teplych vodach obvykle zazname-
navaji hodnoty vyssi nez 200 Bloom. Jako referencni bod se uvadeji komeréni zelatiny do-

sahujici hodnoty pevnosti gelu v rozmezi 200-300 Bloom a teploty tani vyssi nez 30°C. Po-

¢et ryb ¢i motskych druhti studovanych pro té€Zbu Zelatiny vSak neustale roste [6].
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Hlavni zdroje k vyrobé Zelatin

Komeréni zelatina vyrobena z Alternativni Zelatina vyrobena z ryb a nebo z driibeze
hovézich nebe veprovych kuzi,
kosti )
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Obrazek 2: Znazornéni vlastnosti driibezich Zelatin v porovnani s komerénimi zelatinami [3]
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Zelatinu 1ze obecné extrahovat z riiznych &asti driibeze, které obsahuji vyznamné mnozstvi
bilkovin, véetné hlav s obsahem bilkovin 16% [24], kosti s 23-24% [25], z kufecich a kach-
nich nohou, kde je obsah kolagenu az 30,74% [26] a také z rybiho odpadu, k némuz patii
ktze, kosti a ploutve s primérem 50% [27]. Suroviny ziskané z ryb a dribeZe jsou na trhu
stale nové, a proto musi vyrobci zelatiny pfesné upravit parametry procesu piredupravy a

extrakce, aby ziskali produkt s maximalnimi pozadovanymi vlastnostmi [3].

V této oblasti vyzkumu jiz byla prezentovana cela fada literarnich studii, které se zabyvaji

alternativni vstupni surovinou a jeji extrakci, a nékteré z nich jsou zde popsany.

Zelatina z ku¥ecich a kriitich hlav

Zelatina byla extrahovana podle metody evropskych vyrobcii Zelatiny [7] s nékterymi mo-
difikacemi. Mleté kufeci a kriti hlavy byly oddélené¢ smichany s destilovanou vodou. Po
zamichéni byly filtrovany. Cisty vzorek pak byl zpracovan s NaHCO3. Roztok byl michén a
nasledné odstfedén s pouzitim vysoce vykonné odstfedivky. Tento krok byl opakovan jesté
3krat, dokud nebyl v supernatantu pozorovan zadny tuk. Cisty odtuénény vzorek byl poté
zpracovan s NaOH po dobu 6 hodin. Alkalicky roztok byl ménén kazdé 2 hodiny. Alkalicky
upraven¢ vzorky byly promyty destilovanou vodou a smichany roztokem CH;:COOH. Po 18
hodinach se surovina kondicionovana v kyselinou promyla destilovanou vodou. Kondicio-
novani se provadélo pii 4°C. Surovina z takto pfedupravenych driibezich hlav byla smichana
s destilovanou vodou a pH bylo upraveno na 7,0 a nasledné extrahovana ve 2 stupnich pfi 2
ruznych teplotach viz obrazek 3 [4]. Gal a kol. pfi extrakci stejné vstupni suroviny navic

pouzili ke kondicionovani enzym [14].

Piedupravené kureci

hlavy S1 /

Predupravené kriti | pyirakce \ © 71,72
hlavy pfi 50°C Nerozpusténa o
Cast Extrakce
pi1 60°C Nerozlozeny
zbytek

Obrazek 3: Vyvojovy diagram kroki extrakce Zelatiny. S1: prvni faze; S2: druha faze. Z1:
elatina extrahovana z kufecich hlav v S1. Z1: Zelatina extrahovana z kufecich hlav v S2.

72: 7elatina extrahovana z kratich hlav v S1. Z2: Zelatina extrahovana z kratich hlav v S2

[4]


https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S003257911939460X#fig1
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Zelatina z kuieciho kostniho separatu

Z materidlu byly odstranény necistoty jako tuk a krev, poté byl promyt vodou z vodovodu a
prefiltrovan. Nasledovala demineralizace, kdy byla surovina zpracovavana v roztoku HCI
po dobu 24 hodin pii 10°C. Po demineralizaci byl material nejprve promyt vodou z vodo-
vodu a poté také destilovanou vodou. Nakonec byl promyty materidl filtrovan. Béhem faze
alkalického kondicionovani byl promyty a filtrovany zbytek opracovan roztoky NaOH o
ruznych koncentracich po dobu 48 hodin pii teploté mistnosti. Po alkalickém kondicionovani
byla surovina n¢kolikrat promyta vodou z vodovodu, poté bylo pH suspenze upraveno na
4,0 pomoci roztoku HsPOai. Nakonec byla surovina promyta alespon dvakrat destilovanou
vodou a prefiltrovana. Extrakce byly provadény pfi riznych teplotach a dobach. Po extrakci
byla smés prefiltrovana a roztok odstfedén. Po odstfedéni byl ziskan Cisty Zelatinovy roztok

a ten byl suSen 48 hodin pii 42°C [5].
Zelatina z kutecich b&haki

Kufteci béhaky byly rozmrazeny a poté promyty vodou z vodovodu. Vy¢isténé kuieci béhaky
byly namoceny v HCI pii 18°C po dobu 24 hodin. Po kyselém kondicionovani bylo pH
neutralizovano po dobu 48 hodin tekouci vodou z vodovodu. Pro extrakci pfi rtiznych tep-
lotach byly béhaky umistény do polyetylenovych pytli, vakuoveé zabaleny a poté zahtivany
pfi riznych teplotach po dobu 2 hodin. Extrahovana zelatina byla zmrazena pti -70°C a su-

Sena pi1 -40°C lyofilizaci [8].
Zelatina z kachnich kazi

Kachni kiiZze byly umyty pomoci vody z vodovodu, aby se odstranil viditelny tuk a nasledné
byly namoceny v riznych roztocich HCI, NaOH a destilované vody, které¢ mély pH v roz-
mezi 1 az 14. Vzorky kizi byly takto namoc¢eny po dobu 24 hodin v Snasobném objemu pfti
18°C. Namocen¢ vzorky kuzi byly poté pro neutralizaci promyty vodou z vodovodu pii 18°C
po dobu 48 hodin. Zelatina byla extrahovana pomoci nasledujicich metod: (1) metoda ex-
trakce ve vodni 1azni pti 60°C po dobu 10 minut, (2) metoda extrakce ultrazvukem pti 60°C
a 40 kHz po dobu 10 minut, (3) metoda extrakce prehfatou parou pti teploté pary 150°C po
dobu 10 minut a (4) metoda mikrovinné extrakce pii 2450 MHz a vykonu 200 W po dobu
10 minut. Roztavené kachni kiize byly filtrovany, aby se odstranily vSechny necistoty. Filtrat
byl ochlazen a koagulovan pii 4°C po dobu 12 hodin. Po izolovani tuku byla koagulovana

zelatina zmrazena na -70°C a suSena lyofilizaci pii -40°C [9].
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Zelatina z kachnich nohou

Postupy Zelatinové extrakce byly provadény kyselym, alkalickym a enzymatickym zptso-
bem. Vycisténé kachni nohy byly kondiciovany podle zptisobu nasledné extrakce bud’
CH3;COOH, anebo NaOH pii pokojové teploté po dobu 3 hodin. Po oSetieni byly nohy ne-
utralizovany promyvanim. Pro enzymaticky postup kondicionovéani byly alkalicky ocisténé
nohy namoceny do CHsCOOH s pepsinem. Smés byla michéna pii 4°C po dobu 3 hodin.
Poté se hodnota pH sm¢ési zvysila na 7,5 za pouziti NaOH a smés byla michéna 1 hodinu pii
4°C, ¢imz doslo k inaktivaci pepsinu. Takto pfedupravené kachni nohy byly oplachnuty vo-
dou z vodovodu. Kachni nohy z vSech vysSe popsanych postupt tipravy byly namoceny v
destilované vodé po dobu 12 hodin pfi teploté¢ 65°C za stalého michani. Po uplynuti této

doby doslo k filtraci a nasledné lyofilizaci Zelatiny [10].
Zelatina z ku¥ecich kaZi

Kureci ktize byly ptes noc rozmrazeny. Po diikkladném oplachnuti vodou slouzicim k odstra-
néni necistot byl i viditelny tuk na kutecich klizich odstranén pfed no¢nim uskladnénim v
susarné pii 40°C. Zcela vysuSené kize byly rozmélnény a poté odtu¢nény pomoci metody
Soxhlet [13]. Zelatina byla extrahovana zptisobem popsanym viz [12] s uréitou modifikaci.
Odtucnéné susené kufeci kiize byly rozpustény v NaOH. Roztok byl dobte protfepan a mi-
chan 30 minut pfi teploté mistnosti a poté se 10 minut centrifugovan pii 3500 ot/min. Toto
se opakovalo tfikrat. Nasledovalo opracovani v H.SOs pii stejnych podminkéch opét tiikrat,
a nakonec to stejné v CsHsO-. Poté byly pelety promyty destilovanou vodou, aby se odstra-
nily zbytkové soli a znovu centrifugovany. Konec¢na extrakce probihala pfes noc ve vodni
lazni pii1 45°C. Vysledna smé&s byla filtrovana, nasledné byl roztok zahustén a poté lyofili-

zovan [11].
Zelatina z brojlerovych Kkosti

Brojlerové kosti byly pfedem oSetieny namocenim do 5% NaOH po dobu 2 dnd. Ossein
(ptedem oSettena kost) byl neutralizovan vodou z vodovodu a 5% CHsCOOH a postupné
extrahovan vodou pfi tfech rtiznych teplotach po dobu 4 hodin. VSechny Zelatiny byly suSeny
a poté byly identifikovany pomoci FTIR spektroskopie. Cisténi Zelatiny bylo provadéno sra-
zenim (NH4)2SOa v riznych koncentracich (40-70%). Smés byla za kontinualni michdni po-
nechana ptes noc pii teploté 4°C. V nésledném kroku byla centrifugovéana, aby byla ziskdna
asteéna Gista Zelatinova srazenina. Zelatina byla dale &i§téna dialyzou za pouziti celofanové

membrany. Zelatinova srazenina byla rozpusténa ve fosfatovém pufru o pH 7, a potom se
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suspenze umistila do celofanové membrany. Membrana byla ponotena do fosfatového pufru
a byla michana po dobu 12 hodin pti 4°C [15].

o wvr W

Zelatina z kosti a kuzi ¢erného kurete

Kufe Cemani neni na trhu ani dnes béznou zélezitosti. ObcCas se mu piezdiva ,,Lamborghini
mezi kufaty“. Za jeden kus zaplatite vice nez 60 tisic K¢. Jde tedy o exkluzivni a drahou
pochoutku. Extrakce zelatiny byla provedena podle metody navrzen viz [12] s malymi Gpra-
vami. Nejprve byly odtucnéné klize nebo nohy predem oSetfeny smichanim s roztoky NaOH
o riznych koncentracich a pomalu michany 80 minut pii 23°C. Nasledné byly smési odstre-
dény, proplachnuty destilovanou vodou a znovu odstfedény. Takto predupravend surovina
byla kondicionovana roztokem H>SOs, nejprve byla smés michdna pomalu 40 minut a poté
rychle v centrifuze. Ziskana surovina pak byla smichany s roztokem CsHsO7 a po 40 minu-
tach byla provedena centrifugace. Tento krok se nékolikrat opakoval. Nasledovalo oplach-
nuti suroviny destilovanou vodou a poté odstfedéni. Pii extrakci byla surovina po dobu 15
hodin michana s destilovanou vodou o teploté¢ 45°C. Po uplynuti doby extrakce byla surovina
ochlazena na 23°C, smichdna s aktivnim uhlim a poté ptefiltrovana. Nasledné byla surovina
koncentrovdna vakuovym odpatfenim pomoci rotacni odparky. Koncentrovand surovina byla

suSena lyofilizaci a poté rozemleta, timto zpiisobem byla ziskdna Zelatina [16].
Zelatina z tlamouna nilského

Kousky klize byly namoceny v roztoku NaOH po dobu 1 hodiny, aby dos$lo k odstranéni
vSech nekolagennich proteint a nasledné byly ditkladné omyty vodou. Po téchto pfedupra-
vach byly kousky kiize kondicionovéany tfemi raznymi zptsoby: (1) CHsCOOH: surovina
byla opracovana v CHsCOOH po dobu 3 hodin pii teploté mistnosti. Kousky kiize byly
oplachnuty demineralizovanou vodou, dokud nebyla voda neutralni, (2) horkou vodou: su-
rovina byla opracovana v destilované vodé, (3) pepsinem: surovina byla namocena v desti-
lované vod¢, potom bylo pH vody upraveno na 2,0 pomoci roztoku CH;COOH, a byl pfidan
enzym pepsin. Surovina byla opracovavana ve vodni lazni pifi konstantni teploté 37°C po
dobu 1,5 hodiny. V dal§im kroku byly vzorky opracovavany pii 90°C po dobu 10 minut, aby
se inaktivoval enzym, a poté byly pomalu ochlazeny na teplotu mistnosti a pH roztoku bylo
upraveno na hodnotu 7,0. Roztoky byly extrahovany ve vodni lazni pfi konstantni teploté

55°C po dobu 6 hodin a nésledné filtrovany. Nakonec byla Zelatina vakuové susena [17].
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Zelatina z katly obecné

Plynové méchyte byly nafezdny na malé kousky a pouzity pro extrakci. Tyto kousky meé-
chytt byly osetfeny roztokem NaOH a poté roztokem H>SOa. Kyselinou oSetiené méchyie
byly opakované promyvany vodou, dokud nebylo pH promyvaci vody neutralni. Plynové
meéchyte byly poté osetfeny CsHsO-. Osetieni CsHsO- a oplachnuti vodou se opakovalo, pti-
¢emz konecné pH promyvaci vody muselo byt opét neutralni. V dalsim kroku byly plynové
méchyte extrahovany destilovanou vodou pomoci vodni 14zn€ o konstantni teploté. Ziskany
zelatinovy roztok byl deionizovéan za pouziti pryskyftice [7]. K filtrovanému roztoku byla
pfimichéna pryskyfice a roztok byl udrzovéan ve vodni 1azni. Po ochlazeni byla vodivost kaSe
meéfena pomoci vodoméru. Proces byl opakovan, dokud nebyla ziskana pozadovana vodi-
vost. PH filtratu bylo zméfeno a upraveno pomoci roztoku H>SOa4. Vysledny filtrat byl za-
hustén v rotacni odparce, aby se snizil objem. Koncentrovany roztok byl susen v suSarné,

dokud nebyly ziskany suché zelatinové listy [18].
Zelatina z Kosti a Supin prazmy

Rozmrazené Supiny byly opracovany NaCl po dobu 30 minut a NaOH po dobu 1 hodiny,
aby se odstranily nekolagenové proteiny. Po alkalickém oSetieni byly tfikrat opracovany v
1sobutylalkoholu po dobu 30 minut, aby se odstranil tuk, s promytim destilovanou vodou
mezi jednotlivymi kroky. Mineralni obsah byl ¢aste¢né odstranén pomoci EDTA po dobu
12 hodin. V dalsi fazi byly promyty a po dobu 3 hodin kondicionované 99% CH>;COOH.
Konec¢na extrakce byla provedena v destilované vodé pii 60°C po dobu 12 hodin ve vodni
lazni. Extrakt byl filtrovan a suSen 18 hodin pii 45°C. Pfi opracovani kosti byly k odstranéni
prebytecnych zbytkd pouzity dva rizné postupy. Kosti byly demineralizovany pomoci 37%
HCI po dobu 18 hodin v prvnim z postupt, zatimco v druhém postupu byly podrobeny en-
zymatické hydrolyze s Alcalasou po dobu 55 minut. Po demineralizaci HCI nebo Alcalasou
byly kosti promyty a oSetfeny tfikrat v isobutylalkoholu po dobu 30 minut, aby se odstranil
tuk, mezi jednotlivymi kroky byly promyty destilovanou vodou. Mineralni obsah byl z kosti
castecné odstranén pomoci EDTA po dobu 12 hodin. Poté byly promyty a kondiciovany
CHsCOOH po dobu 21 hodin. Kone¢na extrakce byla provedena v destilované vodé pti 60°C
po dobu 12 hodin. Extrakty byly filtrovany a suSeny pfi teploté 45°C po dobu 18 hodin

v susarn¢ [19].


https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0268005X15000387?via%3Dihub#bib15

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Zelatina z hlav sumedka te¢kovaného

Suchy kostni prasek byl opracovan roztokem HCI pii 23°C za mirného michani. Roztok
kyseliny byl v pravidelnych intervalech obménovan. Po odstranéni kyselého roztoku byl
kostni prasek promyvan roztokem NaOH, dokud pH nebylo zasadité, nasledn¢ byla surovina
osetfena Ca(OH)2, a nakonec promyta vodou. Takto pfipravend surovina byla extrahovéana
pfi odpovidajicim pH tfemi sekvencénimi kroky. Prvni kostni Zelatina byla extrahovana v
roztoku o pH 4,0, druha a tfeti Zelatina byla extrahovana roztokem o pH 2,5 respektive pH

3,0. Extrahovany roztok byl filtrovan a nasledn¢ zahustén v rotacni odparce [20].
Zelatina z kuZi tii kultivovanych sladkovoednich ryb

Pro extrakci zelatiny z kuizi a kosti savct byl specidln€ navrzen proces vapnéni, ktery ob-
vykle trva nékolik dni az Ctyfi mésice v zdvislosti na pouzité koncentraci a teploté [2].
Nicméné, v roce 2002 byl patentovan zdokonaleny alkalicky zplsob ptipravy typu B rybi
zelatiny [74]. Tento novy proces spocival v pocatecnim extrakénim kroku vapnénim po dobu
42 dnti, po kterém miize nasledovat proces kyselé extrakce [28]. Kvalita Zelatiny s ohledem
na pevnost a viskozitu mize byt vysledkem vztahu mezi koncentraci alkalického roztoku,
teplotou a dobou kondicionovani. Silng&jsi kondicionovani vapnénim obvykle vede k vyssi
viskozité [1]. Rybi kiize byly promyty pod tekouci vodou z vodovodu, aby byly odstranény
nadbyte¢né materidly. Promyté kiize byly usuSeny a namoceny v nasyceném roztoku
Ca(OH): pti 23°C po dobu 14 dnti. Po promoceni byly kiize promyty teplou vodou z vodo-
vodu, aby se odstranil nadbytek Ca(OH).. KiiZze byly udrzovany na hodnoté pH 10,0. Takto
pfipravené kiize byla namoceny v teplé destilované vodé pies noc, aby se vyextrahovala
Zelatina. Roztok byl poté filtrovan, a nasledné prosel silné kyselou katexovou pryskyfici,

ktera snizila pH Zelatiny na pfiblizné 5,0. Filtraty byly poté lyofilizovany [21].
Zelatina z velbloudich kosti

Nejprve byla provedena prediprava a poté samotna demineralizace. Proces demineralizace
byl proveden namocenim odtu¢nénych drcenych kosti v riznych koncentracich roztokt
HCI1, pfi rtizné dobé¢ trvani a to mezi 1 az 5 dny za 23°C. Vzorky demineralizovanych kosti
byly odstfedény, promyty destilovanou vodou, a potom suSeny pii 50°C po dobu 24 hodin.
Takto upravené velbloudi kosti byly kondicionovany v 6% HCI po dobu 3 dnt pii 23°C. Ky-
selina byla ditkladné odstranéna oplachnutim vzorki vodou z vodovodu a destilovanou vo-
dou. Zelatina byla extrahovana za riznych podminek. Zelatinovy roztok byl filtrovan a poté

lyofilizovén [22].
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Zelatina z ki tutiaki, Zab a kuiat

Kiize z tunak, kurat a zab byly roziezany na kousky a promyty studenou vodou z kohoutku.
Zelatina z tunakd byla extrahovana podle podminek viz [75] s drobnymi Gpravami. Pro od-
stranéni nadbytecného materidlu a snizeni obsahu tuku byly rozmrazené kiize promyty a
osetfeny teplou vodou z vodovodu. Pied extrakci byly kiize namoc¢eny v roztoku NaOH pii
23°C po dobu 2 hodin a nasledné promyty. Poté byly neutralizované kiize namoceny do
roztoku CH3COOH pii 4°C po dobu 12 hodina a pomalu michany. V dal§im kroku byly
neutralizovany destilovanou vodou. Pro kone¢nou extrakci byly kiize namoceny v destilo-

vané vode¢ pti 45°C po dobu 12 hodin [23].

Zelatina z zabich ki byla piipravena Gipravou postupu podle podminek viz [76]. Zabi kize
byly namoceny v roztoku NaOH pii 4°C po dobu 1,5 hodiny a nésledn& neutralizovany.
Kuze byly poté za stalého michani namoceny v roztoku CH:COOH po dobu 3 hodin pfi
23°C. Neutralizace byla znovu provedena pomoci vody z vodovodu. Kone¢na extrakce byla

provadéna za michdni v destilované vod¢ po dobu 12 hodin pii 45°C [23].

Extrakce Zelatiny z kufecich kiiZi byla provedena podle podminek viz [77] s malymi Upra-
vami. Viditelny tuk na kiizich byl odstranén a oplachnut ve vodé. Kiize pak byly suseny pred
odtu¢nénim za pouZiti 30% isopropanolu pii 23°C po dobu 2 hodin a pii nepretrzitém tfepani
[78]. K odstranéni alkalicky rozpustnych proteini odtuénénych kufecich kiizi byly vzorky
namoceny v alkalickém roztoku NaCl za mirného michani po dobu 30 minut pti 23°C. Hod-
nota pH smési byla upravena na 10,5-10,7 pomoci roztoku NaOH. Poté byla smés zfiltrovana
a nasledn¢ namocena v 5% HC1 po dobu 24 hodin pii 23°C a oplachnuta tekouci vodou z
vodovodu do ziskani neutralniho pH. Finalni extrakce vodou byla provedena ve vodni lazni.
Extrakéni teplota se postupné zvysila z asi 45 na 65°C a udrzovala se tam po dobu 15 hodin.

VSechny extrakty byly skladovany pii -80°C pied filtraci po dobu maximalné 14 dni [23].

Na obrazku 4 pak miiZeme vidét obrazky vSech tfi vstupnich surovin a jednotlivych Zelatin

z nich ziskanych spolu z dilezitymi kvalitativnimi a funkénimi parametry.
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Kufeci kuze Kuaze z tunaka Zabi kuze

Vysledné Zelatiny z jednotlivych kazi
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Obrazek 4: Vstupni surovina a nasledna vyextrahovana Zelatina s popisem jednotlivych dile-
zitych parametrti [23]
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2 FUNKCNI VLASTNOSTI ZELATINY

Dosud bylo identifikovano asi 27 typt kolagenu. Kolagen typu I se nachézi v pojivové tkani,
jako jsou kosti, klize a Slachy. Kolagen typu II se vyskytuje prakticky jen v tkanich chru-
pavky. Kolagen typu III siln€ souvisi s vékem, velmi mlada pokozka obsahuje az 50%, ¢im
je pokozka starsi tak ho ubyva. Jiné typy kolagenu, které je pouze a Casto organové speci-
fické, jsou k dispozici v omezeném mnozZstvi. Zelatina je ve vodé rozpustny materil ziskany
z vlaknitého proteinového kolagenu, ktery je hlavni slozkou zvitecich kosti, kiize a pojivo-
vych tkani. Zdroj, typ kolagenu a vék zivoc¢isného druhu jsou tedy faktory, které ovliviuji
vlastnosti Zelatiny. Caste¢na hydrolyza nativniho kolagenu vytvaii Zelatinu, ktera je kombi-
naci opakujicich se vldknem tripleti Gly-X-Y, kde X je €asto prolin a Y hydroxyprolin, ktery
stabilizuje strukturu kolagenu, respektive kombinaci Gly-Pro-Y, Gly-X-Hyp a Gly-Pro-Hyp,
pricemz prechodova teplota (Gly-X-Hyp)a je vys$si nez teplota (Gly-Pro-Y), [2].

Lze tedy fici, ze kvalitu Zelatiny pro konkrétni aplikaci do znacné miry ovliviiuji jeji reolo-
gické vlastnosti. Kromé zékladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti, kterymi jsou slozeni,
rozpustnost, prihlednost, barva, zdpach a chut’, jsou hlavnimi atributy, které nejlépe definuji
celkovou komer¢ni kvalitu Zelatiny, pevnost gelu a tepelna stabilita (teploty gelovaténi a
teploty tani). Pro ucely standardizace se méfeni sily gelu stanovi pomoci tak zvaného Bloo-
mova testu. Jak sila gelu, tak termostabilita jsou do zna¢né miry zavislé na molekularnich
vlastnostech Zelatiny, zejména s ohledem na dva hlavni faktory: (1) slozeni aminokyselin,
které je druhové specifické, a za (2) distribuce molekulové hmotnosti, ktera zavisi hlavné na
podminkach zpracovani, za jakych je extrakce provadéna, zéalezi tedy naptiklad na pH, tep-
loté nebo case [33]. Kvalita aminokyselin v Zelatin¢ urcuje jedinecné vlastnosti, funk&nost
zelatiny a zpusobuje rozdily mezi Zelatinami, které jsou hlavné zptisobeny odliSnym sloze-
nim aminokyselin, jakoZ 1 obsahem prolint a hydroxyprolinu (imino kyselina). Hydroxypro-
lin je derivat prolint a oba jsou odpovédné za stabilitu struktury kolagenu tvorbou vodiko-
vych vazeb v jeho struktufe. Obsah imino kyselin je také zodpovédny za teploty tani a gelo-
zelatiny, takze mnozstvi obsahu aminokyselin rozliSuje a identifikuje rtizné typy zdroju Ze-
latiny [29] viz tabulka 1. MnoZstvi imino kyseliny v Zelatin€ ziskané z kiize driibeze [12] je
vy$$i nez u savet [30] a ryb [31]. Riizné typy Zelatiny maji rizné fyzikalné-chemické vlast-
nosti, které ovliviiuji tepelné a reologické vlastnosti, véetné napiiklad pevnosti ¢i teploty

tani, tuhnuti gela [32].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26
Tabulka 1: Obsah aminokyselin v riiznych typech Zelatin [3]

Veptfova | Kachni Kufeci Kruti Kachni Kureci

Aminokyselina | Zelatina' | Zelatina ? | Zelatina ® | Zelatina * | Zelatina ® | Zelatina ©
(%) (o) (o) (%) (%) (o)

Alanin 8,30 9,84 10,08 12,99 8,12 10,11
Arginin 8,50 7,87 5,57 5,74 5,67 N
Kys. asparagova 6,00 4,817 2,11 5,82 2,728 4,24
Cystein 0,20 0.02 0.16 N N N
Kys. glutamova 10,50 10,63 ° 5,84 8,66 5,53 1° 3,13
Glycin 20,20 26,04 33,70 35,14 29,81 31,51
Histidin 0,80 0,97 0,30 0,58 0,70 N
Hydroxylysin 1,20 N N N N 2.25
Hydroxyprolin 10,80 12,78 12,13 N 10,70 9,24
Isoleucin 1,30 1,10 1,15 2,35 1,14 N
Leucin 2,90 2,70 2,63 1,36 2,50 3,47
Lysin 4,00 2,88 4,66 2,99 1,75 2,41
Methionin 1,10 1,34 0,07 0,89 1,47 1,12
Fenylalanin 2,10 2,19 1,77 1,65 1,84 3,16
Prolin 13,40 8,84 13,42 13,87 10,68 17,60
Serin 3,60 2,50 2,20 2,57 3,75 1,43
Threonin 1,90 2,94 1,01 2,10 2,37 N
Tryptofan N N 0,04 N N 1,23
Tyrosin 0,80 0,72 1,22 0,43 0,46 0,96
Valin 2,40 1,85 1,94 2,24 2,00 1,30
Imino kyselina 24,20 21,62 25,55 N 21,39 26,50

SIS0k WD =

N — nedetekovano

Zelatina z veprovych kuzi [30].
Zelatina z kachnich ki extrahované CH:COOH [34].
Zelatina z kufecich kiizi extrahované za pouZiti roztoku NaOH, pak H2SO4 [12]
Zelatina z kratiho kostniho separatu extrahované HCI pii 7°C [35]
Zelatina z kachnich nohou extrahované za pouziti CH:COOH [36]
Zelatina z kufecich b&haki extrahované za pouziti CHsCOOH [37]
Kyselina asparagova.
Kyselina glutamova.
Kyselina asparagova + Asparagin
0. Kyselina glutamové + Glutamin

1. Obsahu hydroxyprolinu 11,2% v zelatin¢ extrahované z krati hlavy [4]
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Fyzikalni vlastnosti Zelatiny ovliviiuji jeji kvalitu a potencialni aplikaci, protoze se vztahuji
ke struktufe zelatiny [38]. Strukturalni vlastnosti Zelatiny byly studovany rtiznymi meto-
dami, jakymi jsou napiiklad reologie [39], skenovaci a transmisni elektronova mikroskopie
(SEM a TEM) [40], infracervend spektroskopie Fourierovy transformace (FTIR) [41], nebo
diferencialni skenovaci kalorimetrie [43]. V posledni dobé se vénovala ve védé o potravi-
nach velka pozornost studiu struktury na urovni nanorozméru. V této oblasti byla mikrosko-
pie atomové sily uspésné aplikovana na studium struktury zelatiny ziskané ze sav¢ich zdroji
[39] a v posledni dobé 1 z rybich ktzi [38]. Klasické potravinarska, fotograficka, kosmeticka
a farmaceutickd aplikace Zelatiny je zalozena ptredevSim na gelovych a viskoelastickych
vlastnostech. V souladu s rostoucim trendem nahradit synteticka ¢inidla pfirodnéjs$imi, bylo
zejména v potravinaiském primyslu nalezeno pouziti pro Zelatiny ve vyrobcich, jako jsou
emulgatory, pénici ¢inidla, koloidni stabilizatory, Cefici prostfedky, biologicky rozlozitelné
obalové materidly a mikroenkapsula¢ni ¢inidla. V mnoha pfipadech jsou tyto studie navic

zaméfeny na pouzivani kolagenu a Zelatiny z alternativnich zdroji. Enzymem hydrolyzo-

vvvvvv

vvvvvv

vlastnosti zelatiny rozdélit do dvou skupin: I) vlastnosti spojené s jejich gelovacim chova-
nim, tj. Tvorba gelu, texturizace, zahuStovani a schopnost vazat vodu a II ) vlastnosti souvi-
sejict s jejich povrchovym chovanim, které zahrnuji tvorbu a stabilizaci emulze a pény, ad-

hezi a soudrZnost, funkci ochranného koloidu a schopnost tvorby filmu [2].

2.1 Zelirovani a vazani vody

Tvorba gelu, viskozita a struktura jsou tizce souvisejici vlastnosti ur¢ené hlavné strukturou,
molekulovou velikosti a teplotou systému. NejrozSitenéjsi jednorazové pouziti zelatiny v
potravinaiskych vyrobcich je v dezertech, a to predevsim diky jeji jedine¢né schopnosti vy-
tvofit tuhou fazi, kterd se pomalu rozpousti v ustech. Nékteré dalsi hydrokoloidy maji také
termo-reverzibilni vlastnosti, ale obecng se tavi pii vyssich teplotach. Zelatinové dezerty vy-
robené z riznych Zelatin maji rozmanitou strukturu a vyznacuji se riznorodymi vlastnostmi
pii tani gelu, coz nabizi velké moznosti pro vyvoj produktii [42]. Ukazalo se naptiklad, ze
dezerty vyrobené ze zelatiny pochazejici z rybi klize jsou velmi podobné dezertiim z Zelatiny

pochazejici z veptové kiize s vysokou hodnotou Bloom. Navic niz$i teplota tani v gelovych

dezertech vyrobenych z rybich zelatin mtze urychlit uvolnéni chuti. Nové textury a vzhled,
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které nabizeji Sirokou vSestrannost ve vyvoji produktu, 1ze zajistit zavedenim plynné faze do
produktl na bazi zelatiny, jako jsou ovocné zelé nebo marshmallows. Kromé toho rozpty-

leny vzduch zpiisobuje, ze ¢asti jsou méné kalorické [44].

Zelatinové nebo kolagenové fetézce v roztoku mohou byt kovalentné zesiténé za vzniku
matric schopnych botnani v pfitomnosti vodnych roztokii, ¢imz se vytvoii to, co je obecné
znamé jako zelatinové hydrogely. Hydrogely, které se vyznacuji svou hydrofilnosti a neroz-
pustnosti ve vodé, maji schopnost botnat na rovnovazny objem pii zachovani jejich
tvaru. Pouzitymi chemickymi zesitovadly mohou byt bud’ relativné malé bifunk¢ni mole-
kuly nebo polyfunk¢éni makromolekuly, jako je naptiklad glutaraldehyd, coz v soucasné dobé
nabyva na vyznamu v oblasti mediciny, farmacie, zeméd¢lstvi a biodegradovatelnych potra-
vin [45]. Zelatina je zv1asté atraktivni pro vytvafeni hydrogelovych obali, protoZe je rela-
tivné levnd, biologicky rozlozitelnd a jeji struktura usnadiiuje vicendsobné¢ kombinace mo-
lekularnich interakei. Bylo prokazano, ze vlastnosti zelatin-pektinovych hydrogelt siln¢ za-
visi na pH v reak¢éni smési a na rovnovaze naboje (ur¢eno pomérem zelatina-pektin), coz

ovlivni stupen elektrostatickych asociaci a iontovych interakci v gelujicim systému [46].

Velmi dobré botnavé vlastnosti zelatinovych hybridnich hydrogelt, vyrobenych smichanim
ze syntetickymi polymery byly zkoumany, zejména s ohledem na jejich botnavost, rychlost
degradace a kontrolované uvoliiovani lé¢iv [47]. Vysoka schopnost botnani a vazani vody z
solubilizovaného kolagenu a Zelatiny z nich ¢ini vhodné materidly pro sniZeni ztraty kapek a
zvySeni Stavnatosti ve zmrazenych rybach nebo masnych vyrobceich pii rozmrazovani nebo
vateni, lze ji tedy vyuzit vSude tam kde denaturovany protein utrpél ¢asteCnou ztratu
sveé schopnosti zadrZzovat vodu. Kolagenniho materialu z lyofilizované kiiZe platyse byl na-
piiklad pouZit ke zlepSeni senzorickych vlastnosti a schopnosti zadrZzovat vodu tresky béhem
skladovani [48]. ZlepSeni senzorickych charakteristik bylo zplisobeno nejen prevenci ztraty
kapek, ale také tim, Ze po zahiati se kolagenni material Zelatinoval, coZ mu poskytlo mnohem

vice zadouci texturu nez ¢asti bez tohoto materialu.

Teplotu gelovaténi a tani ovliviiuji predevs§im takové vlastnosti jako jsou priimérnd moleku-
lova hmotnost a zejména distribuce a, B nebo y fetézcl. Tyto charakteristiky maji dopad na
fyzikalni vlastnosti vysledné Zelatiny. Naptiklad jakékoli Zelatina obsahujici vyS§§i mnoZstvi

a-fetézcil vykazuje veétsi gelovou odolnost. [33]


https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0268005X11000427#bib53
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/topics/food-science/drip-loss
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/topics/food-science/water-holding-capacity
https://www-sciencedirect-com.proxy.k.utb.cz/topics/food-science/sensory-properties

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

Viskozitu ovlivituji nékteré faktory béhem vyroby vétSinou v souvislosti s molekulovou
hmotnosti, distribuci velikosti molekul a pH Zelatiny, takze nejnizsi viskozita byla pozoro-
vana pii pH 6,0 az 8,0. Pokud bylo pH béhem vyroby mimo tento rozsah, viskozita se zvy-
Sila. VEtsi mnozstvi zesitovanych sloucenin, jako je -p a -y v Zelating, zvySuje viskozitu a

Bloom [49].

2.2 Povrchové vlastnosti

Povrchové vlastnosti kolagenu a zelatiny jsou zaloZeny na pfitomnosti nabitych skupin v
proteinovych postrannich fetézcich a na urcitych ¢astech kolagenové sekvence obsahujici
bud’ hydrofilni nebo hydrofobni aminokyseliny. Jak hydrofobni, tak hydrofilni ¢asti maji
tendenci migrovat smérem k povrchiim, ¢imz se snizuje povrchové napéti vodnych systémil
a vytvari se pozadovany identicky nabity film kolem slozek dispergované faze, ktery mtze

byt navic zesilen tvorbou gelu [2].

Pozoruhodné vlastnosti aktivniho povrchu zelatiny z néj ¢ini vhodného kandidata na pénici,
emulgacni (emulgétor v emulzich olej ve vod¢) a zvlhcovaci €inidlo v potravinatskych, far-
maceutickych a Iékatskych a technickych aplikacich. [42]. Emulgacni a pénivé vlastnosti
zelatiny jsou vysledkem existence hydrofobnich segmentl na jejich peptidovych fetézcich
[50]. Vzhledem k tomu, Ze vlastnosti Zelatinového emulgatoru jsou nizs§i nez u béznych po-
vrchové aktivnich latek, jako jsou globularni proteiny a arabska guma, vytvareji velké ka-
picky, pokud jsou pouZity samostatné v procesu homogenizace [51]. Vlastnosti Zelatinového
emulgatoru mohou byt modifikovany dvéma zptisoby, a to bud’ modifikaci hydrofobnich
spojeni nepolarnich postrannich pasem, anebo pouzitim ve spojeni s aniontoveé povrchove

aktivnimi latkami [52].

Zejména v piipadech, jakymi jsou emulgované prasky je za potfebi emulsifika¢nich a péno-
tvornych vlastnosti Zelatin [37]. V takovych prascich se béhem procesu emulgace pro tento
ucel uspesné vyuzivaji jak povrchové aktivni vlastnosti, tak tvorba zelatinového filmu. Po-
zadované vlastnosti Zelatiny vcetné gelace a stabilizace se pouzivaji v naslednych zapouz-
drovacich procesech. B€hem ochlazovani marshmallows se gelatinujici vlastnosti Zelatin
aplikuji ke stabilizaci pény. U Zelatinou napé€nénych potravin, jako je zmrzlina, se jedine¢né
chovani gelu roztavi pii teplotnim rozmezi 10-30°C, coZ zptisobi roztaveni Zelatinovych gelil
v ustech. Vlastnosti, diky které je Zelatina jedinec¢nou piisadou pro vétSinu aplikaci, jsou
nejen jeji aktivni povrchové vlastnosti, ale taktéz kombinace povrchovych, reologickych a

chemickych vlastnosti [53].
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Zelatiny typu A s relativnd vysokym izoelektrickym bodem jsou vhodné pro vytvafeni
emulzi typu olej ve vodé s kladnym nabojem v Sir§im rozmezi hodnot pH, nez je mozné u
konvencnich proteinovych emulgatort, jako je sdja, kasein nebo syrovatkové proteiny [54].
Zelatina a rozpustny kolagen vykazuji vhodné pénivé vlastnosti i bez gelovaténi, protoze
jsou schopny snizit povrchové napéti na rozhrani kapalina / vzduch zvySenim viskozity
vodné faze [2]. Pénivé vlastnosti do zna¢né miry zavisi na vlastnostech suroviny. Diivodem
pro vyznamn¢ vyssi stabilitu pény zelatiny z kufeci kiize, nez hovézi zelatiny jsou vyssi

hydrofobni aminokyseliny, jako je prolin, fenylalanin, leucin a isoleucin.[55]

2.3 Filmotvorné vlastnosti

Zelatina byla taktéz studovana z diivodu jeji schopnosti tvofit film a jeji uZiteénosti jako
vnéjsiho filmu pro ochranu potravin pted suSenim a vystavenim svétlu a kysliku. Kromé
toho existuje vyznamny trend ve prospéch vyuzivani biologicky rozlozitelnych filmii vyro-
benych z jedlych biopolymerti z obnovitelnych zdroji pro boj proti dopadim plastového
odpadu na zivotni prostfedi [56]. Vysoce hygroskopicka povaha Zelatiny je jeji hlavni nevy-
hoda pfi zvazovani pouziti Zelatinovych filmi jako ochrannych bariér, protoze maji tendenci
botnat nebo se rozpousteét pii kontaktu s povrchem potravin s vysokym obsahem vlh-
kosti. Soucasny trend v navrhovani biologicky rozlozitelnych material na bazi zelatiny pro
baleni potravin nebo biomedicinskych aplikaci je proto zaméten na vyvoj filma se zlepSe-
nymi mechanickymi a vodoodpudivymi vlastnostmi kombinaci Zelatiny s biopolymery s riz-
nymi vlastnostmi, jako jsou lipidy [57], polysacharidy jako gellan [58], pektiny [46], nové
hydrofobni nebo hydrofilni zmékcovadla [59], syntetické polymery, jako je polyvinylalko-
hol [60] nebo polyethylen ( [61], jakoZ i1 zesit'ujici Cinidla, jako je glutaraldehyd [62],
transglutaminasa nebo 1-ethyl-3- (3-dimethylamino-propyl) karbodiimidu (EDC) [63].

Rovnéz se predpoklada, ze distribuce molekulové hmotnosti a slozeni aminokyselin, které
jsou hlavnimi faktory ovliviiujicimi fyzikalni a strukturalni vlastnosti zelatiny, hraji klicovou
roli v mechanickych a bariérovych vlastnostech vyslednych filmii. Pokud Zelatiny pochazeji
z riznych druhd, je tfeba vénovat pozornost také sloZzeni aminokyselin, zejména sloZeni nej-
charakteristictéjSich aminokyselin Gly, Pro a Hyp. Nedavna studie srovnavala filmy vyro-
bené ze zelatiny z tunaka a zelatiny z hovézi kize a zjistilo se, Ze filmy ze Zelatiny tuniaka,
které maji niz8§i mnozstvi zbytki Pro + Hyp (185 vs 210), vykazovaly hodnoty deformace

pfiblizné€ 10krat vyssi nez hodnoty pro Zelatinové filmy z hovézi kize [64].
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Obohaceni zelatinovych filmi pfirodnimi antioxidanty, anebo antimikrobialnimi latkami
rozs§ifi funk¢ni vlastnosti téchto biologicky rozlozitelnych filmi a poskytne aktivni obalovy
bio material. Na zéklad¢ své schopnosti indukovat nedisulfidové kovalentni interakce s Ze-
latinovymi polypeptidovymi fetézci byly oxidované fenoly z okysli¢enych extrakti z mof-
skych tas navrzZeny jako pfirodni netoxicka zesitujici ¢inidla pro zlepSeni dlouzeni filmt z

rybi Zelatiny [65].

2.4 Mikrokapsle

Zelatinové koacervaty s aniontovymi polymery ve formé mikrokapsli jsou zvI4sté zajimavé,
protoze mohou zachycovat funkéni slozky v nosici a poskytovat ochranu proti oxidaci nebo
degradaci béhem skladovani. Navic zapouzdieni mohou byt pouzita k fizenému uvoliiovani
funkénich slozek z potravinatského vyrobku nebo z bioaktivniho obalu pfi poziti v téle. Ko-
acervaty se tvori, kdyz se smésny zfedény roztok zelatiny a aniontového polyelektrolytu
upravi na pH, pii kterém mayji polyelektrolyty opa¢né néboje. Za téchto podminek se roztok
rozd¢li na vysoce koncentrovanou koacervatovou fazi ve formé mikroc¢astic a zfedénou ob-
jemovou fazi. Kapalny koacervat obaluje bud’ pevné ¢astice nebo kapky, které jsou ptitomny

v roztoku, a zapouzdiuje je v mikro-méfitku; proto termin ,,mikroenkapsulace* [2].

Pouziti komplexnich systému a ptirodnich zesitovacich ¢inidel bylo také popsano jako pro-
stiedek pro posileni Zelatinovych mikrokapsli. V tomto ohledu bylo prokézéano, Ze polyfe-
noly a flavonoidy pochazejici z rostlin (obsaZené v instantni kavé a hroznové §tave) reaguji
s mikroc¢asticemi na bazi zelatiny a pektinu za oxida¢nich podminek za vzniku kovalentnich
zesiténi. Vysledné mikrocastice maji strukturu s vétsi mechanickou pevnosti a tepelnou sta-
bilitou a mensi kapacitou pro expanzi a absorpci vody, coZ by mohlo najit praktické uplat-
néni jako redukce kalorického tuku nebo pojivo s pfichuti [66]. Komplexni koacerva¢ni mi-
krokapsle se pouziva k zapouzdieni oleje na peceni, aby se zlepSila stabilita zmrazenych

pecenych potravin po zahtati diky regulaci rychlosti uvoliiovani oleje [67].

Lykopenovy extrakt z rajcatové buni¢iny je vysoce citlivy na oxidacni
a izomerizac¢ni reakce, a pokud by byl mikroenkapsulovan tak by mohl byt pouzit i pii vy-
robé funkénich potravinovych ptipravki. Uvolnovani lykopenu z mikrokapsli probihalo
rychle pti pH 5,5 a 7,0, zatimco zadny lykopen nebyl uvoliiovan pti pH 2,0 a 3,5, coz zna-
mena, ze nestabilni slozZky mohou ziistat neporusené v Zaludku a poté uvolnény do stieva v

celém rozsahu fyziologickych hodnot pH [68].
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Zaclenéni probiotickych bakterii do funkénich potravinafskych vyrobki se stava stale popu-
larn€j$im trendem, protoze maji schopnost mit ptiznivé u€inky na stfevni mikrofloru [69].
Pro zlepSeni preziti bakterii mlééného kvaSeni [70] a bifidobakterii byly také vyvinuty mi-
krokapsle na bazi zelatiny, které vyuzivajici pii vyrob¢ technologii vytlacovani a sprejového

suseni, slouzi jako ochrana proti agresivnim podminkam zaludku [71].

Déale by technologie zapouzdieni mohla byt pouzita pro vyvoj aktivnich obalovych materialii
slouzicich jako matrice pro bioaktivni slouceniny, naptiklad rostlinné polyfenolické extrakty
do zelatinovych filmti. Kromé ochrany aktivniho potencidlu ptirodniho extraktu a modulace
jeho uvoliiovani do zakrytého potravinového produktu mize byt zapouzdieni uzite¢né pro
ucely maskovani chuti a viing, protoze rostlinné extrakty maji Casto velmi silné¢ aroma. Byly
napiiklad v€lenény nanocastice chitosanu obsahujici ¢ajovy polyfenol do zelatinovych filma
z rybi kiize, aby jim poskytly antioxida¢ni kapacitu, a zjistilo se, Ze oxidace rybiho oleje je
pfi baleni s timto kompozitnim materidlem u¢inné zpomalena. Nanocastice velmi snizily
pevnost v tahu a propustnost kysliku ve vyslednych filmech, ale zvysily jeho propustnost
pro vodni paru [72]. Kompozice zelatina / (PLLA) byla navrZena pro vyrobu homogennich
a dobfe tvarovanych nanovlaken pomoci elektrostatického zvlakiiovani s pouzitim zelatiny
extrahované z rybi kiize, jako prvni krok ve vyvoji nového materialu s aplikacemi v biome-
dicinské praxi. Pfidani PLLA vyznamné zvySilo priméry e-zvlaknénych Zelatinovych vla-

ken, jakoZ 1 pevnost a elastické chovani kompozitniho vldknit¢ho materialu [73].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIiLE PRACE A VEDECKE HYPOTEZY

Kosti ze separace masa se v dneSni dob& povazuji za odpad, a proto je s nimi i takto nakla-
dano. Pouze v malém mnozstvi a za splnéni ur¢itych podminek jimi mtizou chovatelé krmit
zvitata, ale drtivéa vétSina konci v kafileriich, kde dochazi nasledné ke spaleni. Pfitom se jevi
jako velmi slibny material, ktery by mohl byt pouzity k vyrob¢ zelatiny a mohl by konkuro-
vat komercni zelatin€. V soucasné dob¢ je velmi malo literarnich studii zabyvajicich se touto
vstupni surovinou. Nalezeny byly pouze 3 literarni prace, které se zabyvaly opracovanim
pomoci demineralizace, a to A. Erge, O. Zorba [5], Rafieian a kol. [79], Rammaya a kol.
[80], a pouze Mokrejs a kol. [81] se zabyvaji enzymatickym opracovanim. Kombinace obou
téchto postupli prozatim nebyla viibec zkoumana. Cilem této diplomové prace nebylo tedy
jen navazat na piedchozi bakalatskou praci [94], ale hlavné ji rozsifit o postup deminerali-
zace a nasledné takto ziskané jednotlivé frakce zelatiny podrobit fad¢ analyz, dilezitych pro
posouzeni jejich pouziti v prumyslu. K optimalizaci podminek extrakce byla pouzita metoda
Taguchi design, coz je metoda vice faktorovych experimentl, kterd se vyuziva i v primyslu
a umoznuje snizeni nakladd tim, ze minimalizuje pocet potfebnych experimentl na takové
mnozstvi, abychom byly schopni ze ziskanych vysledkli popsat jednotlivé vlivy zkouma-
nych faktorti. Po pfedchozim studiu byly v této praci jako stézejni faktory uréeny doba a
teplota extrakce, a to na tfech trovnich. Na zdklad¢ literarnich studii a jiz dfive zminéné
bakalarské praci [94], kterad se zabyvala vyrobou Zelatiny z kosti ze separace masa pomoci
enzymu, a pii které byl velky procentuélni podil nerozlozené suroviny. Bylo pfedpokladano,
ze ptidanim demineralizace kosti do postupu opracovani suroviny, by mélo mit za nasledek
sniZeni procentudlniho podilu nerozloZené suroviny a s tim i zvySeni celkového vytézku ex-
trakce. DalS$im pfedpokladem vypozorovanym u vSech ptredchozich praci bylo, Ze pouZiti
enzymu, teplota a doba extrakce ovliviiuji vytézek a samotné vlastnosti Zelatiny, bylo pred-

pokladano, ze by zelatina mohla dosahovat sttedni kvality pevnosti gelt.

Cile prace: studium procesnich podminek na vytézek Zelatin a nasledné analyzy kvalitativ-
nich parametrii Zelatin, jakymi jsou pevnost gelu, viskozita, teplota tani a tuhnuti, vodu a tuk
zadrzujici kapacita, pénotvornd kapacita a stabilita pény, emulsifika¢ni kapacita a s ni spo-

jena stabilita emulse.
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4 MATERIALY A POSTUP PRACE

4.1 Kureci kostni separat

Kureci kostni separat byl poskytnut podnikem Raciola s.r.o. Uhersky Brod. Jedna se o
zbytky (Casti kosti a chrupavek), které zlistanou z vyroby strojné¢ oddéleného masa. Zbytky
byly v rozemletém stavu o velikosti piiblizn¢ 3 mm, coz je velikost sita. Byly skladovany
v mrazniCce a pied pokusy byly rozmrazeny.

Tabulka 2: SloZeni vstupni suroviny (v susin¢)

Obsah susiny | Obsah bilkovin | Obsah tuku | Obsah popelovin | Obsah kolagenu
(%) (%) (%) (%) (%)
38,15 40,3 26,0 28,59 79,85

4.2 Pristroje, pomiicky, chemikalie

Susarna WTB Binder, tfepacka LT 3, pH metr WTW 526, elektronické analytické vahy
KERN 770, elektronické laboratorni vahy 440-47, varna deska s termostatem a magnetic-
kym michadlem Schott a IKA C MAG HS7, Muflova pec Nabertherm, lednic¢ka, mixéry
Eta a Bosch, stopky, exsikator, plynovy kahan, Sevens - LFRA analyzator, Termostat
Thermo Hauke, Ubeleho viskozimetr, Thermo spektronick Helios €, destilaéni aparatura, ex-
trak¢ni aparatura, odstfedivky firmy Hettich Zentrifugen Rotina 35 a EBA 20, vysokoo-
tackové michadlo IKA T25;

KoZeluzska miska, odmérny valec, odmérné baiiky, pipety a balonky, Petriho misky,
zkumavky, ty¢inky, 1zicky, PA tkanina na filtraci, kuchyniské sitko, Zihaci kelimky, ka-
dinky, PE lahve, klesté, LDPE samo uzaviratelné sacky;

0,2mol/l NaCl, 0,03mol/l NaOH, sm¢s petrolether/ethanol, 3% HCI, enzym Protamex, so-
jovy olej. Enzym Protamex je vyrabény Déanskou firmou Novozymes, a jedna se o komplex
proteazy Bacillus vyvinuty pro hydrolyzu potravinovych proteinli. Optimalni pracovni pod-
minky jsou pii pH 5,5- 7,5 a teploté 35-60°C, enzym se d4 inaktivovat za 10 minut pfi teploté

85°C vice viz ptiloha materidlovy list enzymu Protamex.
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4.3 Zpracovani kufeciho kostniho separatu

Blokové schéma zpracovani kostniho separatu na zelatinu je znazornéno na obrazku 5

Kufteci
separat

kostni

=

/

Odstranéni albuminu

promyti ve studené

vodé 5 minut

=
/

Filtrace — promyti vodou

Odtucnéni suroviny rozpoustédlem
smichani se smési petrolether/ethanol (1:1)
v poméru 1:6, odtucnéni na tiepacce 2x vy-
ména rozpoustédla 36-48 hodin

35°C

J

3mm

Rozemleti

Priprava demineralizovaného kolagenu

surovina smichdna v poméru 1:7 s 3%
HCl, demineralizovédno 4 dny pii 23°C za
mirného tfepani, po 24h vymeéna kyseliny,
po ukonceni demineralizace dukladné

promyti vodou

PresusSeni

Odstranéni globulini

opracovani  0,2mol/l
NaCl vpoméru 1:6
1,5h

Y

Odstranéni glutelint

opracovani  0,03mol/l
NaOH 1:6
4x45min s 1 min. mezi
promytim, po ukonceni
opracovani filtrace a pro-
myti vodou

v poméru

=

Neutralni opracovani suroviny
enzymem

surovina + 0,6% enzymu Protamex
+ destilovana voda 1:10, 24hodin
pii pH 6,5-7

Zelatina Q Extrakce Zelatiny @
prvni 1 frakce
frakce Filtrace <:| Surovina + destilo- <:| Filtrace
vand voda 1:10 I@
@ / \ Hydrolyzat
Extrakce Zelatiny 2 Faktor A Faktor B
frakee teplota 42-50°C | | doba 20-60 min.
Surovina + destilovana. Zelatina
voda 1:10, teplota |f‘> Filtrace Extrakce Zelatiny tieti
65°C, doba 30 min. 3 frakce \ i; frakce
Surovina + destilo-
Zelatina druhé frakce vand. voda 1:10,
teplota 80°C, doba |$ NerozloZeny
30 minut podil

Obrazek 5: Zpracovani kuteciho kostniho separatu na zelatiny
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4.3.1 Priprava Cistého kolagenu

Vychozi surovina byla vytazena z mraznic¢ky, rozmrazena a cca 2 minuty promyvana stude-
nou vodou z kohoutku na kuchynském situ. Poté na 5 minut ponofena do studené vody. Po
uplynuti 5 minut byla surovina opét promyvana 2 minuty studenou vodou (odstranéni albu-
mint). K suroviné byl pfidan 0,2 mol/l roztok NaCl v poméru 1:6 a pfi laboratorni teploté
za obCasného michani opracovavan 1,5 hodiny. Poté byla surovina odfiltrovana ptes kuchyi-
ské sito a promyvana minutu studenou vodou (odstranéni globulinii). K takto pfichystané
suroving, byl ptfidan 0,03mol/l roztok NaOH v poméru 1:6 a pti laboratorni teploté za ob-
¢asné¢ho michani opracovavan 45 minut. Takto opracovana surovina byla zfiltrovana ptes
sito a minutu promyvana studenou vodou. Poté byla surovina opét smichana spolu s Cers-
tvym 0,03mol/l roztokem NaOH a cely postup véetné promyti byl provadén jesté 3x. Na-
sledovala filtrace suroviny pfes sito s 1 vrstvou PA tkaniny a promyti cca 5 minut studenou
vodou. Mechanickym vymackéanim byla surovina zbavena co nejvetsiho mnozstvi vody (od-
stranéni glutelini). Nasledn¢ byla surovina pfesuSena v susarné pii teploté¢ 35°C po dobu 24
az 36 hodin. Surovina byla smichana se smé&si rozpoustédel petrolether/ethanol (smichanych
v poméru 1:1) v poméru 1:6. Za mirného tfepani se surovina odtuciovala 1,5 az 2 dny pfi
laboratorni teploté, pti odtuc¢novani doslo jesté dvakrat k vymeéné rozpoustédla za nové. Po
ukonceni a odfiltrovani se surovina nechala volné v digestoii k do-odpateni rozpoustédla.
Takto pfipravena surovina byla zlehka rozemleta na vertikalnim mlynku na ptivodni jemnost

pfiblizn€ 3 mm. V tomto stavu mohla byt skladovana v uzaviené nadob& v temnu.

4.3.2 Priprava demineralizovaného kolagenu

Surovina pfipravena v ptedchozim kroku byla smichana v poméru 1:7 s 3% HCI. Demine-
ralizace probihala 4 dny za mirného tfepani pfi laboratorni teploté. Po 24 hodinach dochazelo
k vyméné kyseliny. Po demineralizaci byla surovina na sitku diikladné promyta tekouci vo-

dou a nasledné ptesuSena v susarné pii teploté 35°C po dobu 24-36 hodin.

Obrazek 6: Demineralizovany kolagen
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4.3.3 Priprava Zelatin

Surovina ziskanéa po ptedchozich krocich opracovani byla smichana s destilovanou vodou
v poméru 1:10. Poté bylo doupraveno pH na hodnotu v rozmezi 6,5 az 7, byl ptfidan proteo-
lyticky enzym Protamex v mnozstvi 0,6% (vztazeno k suSiné€ suroviny). Takto pfipravena
byla mirn¢ tfepana 24 hodin za laboratorni teploty, po ptilhodiné bylo pfekontrolovano pH
a ptipadné znovu doupraveno. Toto bylo opakovano do ustdleni pH na danou hodnotu. Po
24 hodinach byla surovina pfefiltrovana ptes sitko s 3 vrstvami PA tkaniny. Kapalina — hyd-
rolyzét byla rozlita na plech a suSena pii 70°C. Material zachyceny na sitku byl dikladné
promyt studenou vodou z kohoutku, aby bylo odstranéno co nejvétsi mnozstvi enzymu. Pro-
myty material se smichal s destilovanou vodou v poméru 1:10. Extrahovalo se pfi teploté
podle Faktoru A, po dobu podle Faktoru B. Béhem extrakce bylo obsahem michano. Po
ukonéeni extrakce byl material piefiltrovan pfes sitko s PA tkaninou. Zelatinovy roztok byl
rychle zahtat na teplotu 85°C a drzen po dobu 10 minut. Poté byl rozlit na plech, nejprve byl
dan do lednice na 30 minut, pak premistén do suSarny nastavené na 40°C a susen pfes noc a
nakonec dosusen 8 hodin pfi teploté 65°C. Takto byla ziskana 1. frakce Zelatiny. Nerozlo-
zeny material zachyceny na sitku byl znovu smichan s destilovanou vodou v poméru 1:10.
Extrahovalo se pii teploté 65°C po dobu 30 minut. Poté byl prefiltrovan a s Zelatinovym
roztokem bylo zachézeno stejné jako jiz bylo popsano difive. Takto byla ziskana 2. frakce
zelatiny. U 3. frakce byl postup extrakce totozny jenom teplota byla 80°C a po ptefiltrovani
uz nebyl Zelatinovy roztok zahiivan, suseni probihalo za stejnych podminek jako u ptedcho-

zich dvou frakci. NerozloZeny podil zachyceny na PA tkaniné byl vysuSen pii 103°C.

Obrazek 7: Zelatina 2. frakce po vysuseni
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4.4 Analyzy meziproduktu a kone¢nych produktii

Analyza meziproduktii a konecnych produktii byla provadéna dle standardnich zkusebnich

metod pro jedlé zelatiny Institutu GMIA z roku 2013 [9].

4.4.1 Stanoveni obsahu suSiny

Do zvazené kozeluzské misky bylo navazeno 1,5g vzorku. Kozeluzskd miska se zvazila se
vzorkem pted 1 po vysuSeni. Nasledné se kozeluzska miska se vzorkem susila v suSarné pti
teploté 103 + 1°C a to do konstantni hmotnosti. Stanoveni S [%] bylo provedeno 2x a vypo-

¢itano dle vzorce.

S — obsah susiny ve vzorku [%]

S = % % 100 m: — hmotnost vzorku po vysuSeni [g]
? m2 — hmotnost vzorku ptfed vysuSenim [g]

4.4.2 Stanoveni zbytkového mnoZstvi tuku dle Soxhleta

Do piedem zvéazené patrony se s presnosti na 4 desetinnd mista navazilo asi 2 g vzorku.
Nasledovala extrakce 8—14 hodin v chloroformu, poté bylo rozpoustédlo oddestilovano a
vzorek byl extrahovan v etanolu po dobu 6—8 hodin. Mnozstvi vyextrahovaného tuku bylo

zjiSténo gravimetricky a pfepo€itano na procentudlni mnozstvi zbylého tuku ve vzorku.

4.4.3 Stanoveni bilanéni chyby

U vSech vzorki byla stanovena bilan¢ni chyba Ben [%], kterd byla vypocitana podle na-

sledujicich vzorct.

B¢, =100 - B Ben — bilanéni chyba [%]
B — celkova bilance [%]

B — celkova bilance [%]

m: — hmotnost suSiny vztazena na hmotnost
kutecich kosti ze separace po opracovani [g]

m: — soucet ziskanych vytézkia H, N, Z [g]

H — hydrolyzat [g]

N —nerozloZeny podil [g]

Z — zelatiny [g]
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4.4.4 Stanoveni uc¢innosti extrakce

Utinnost extrakce 1 [%)] byla stanovena u viech vzorkt a byla zji§téna podle nasledujiciho
vzorce.
n — ucinnost extrakce [%]
K mi — hmotnost suSiny vztazena na hmotnost
n=—x100
kutecich kosti ze separace po opracovani [g]

K — kapalny podil (zelatina/hydrolyzat) [g]

4.4.5 Stanoveni pevnosti gelu Zelatin

Byl ptipraven vzorek gelu v ptredepsané nadobé o koncentraci 6,67 % (w/w). Vzorek byl
umistén do vodni l4zné s teplotou + 45 °C, dokud nedoslo k vytvoteni zelatinového roz-
toku. Nasledovalo vychlazeni v lednici pfi teploté 10 °C. Méfeni bylo provedeno po 16—
18 h na pfistroji Stevens LFRA. Byla méfena sila nutna k penetraci povrchu vzorku son-

dou do hloubky 4 mm rychlosti 1 mm/s.

4.4.6 Stanoveni dynamické viskozity Zelatiny

Viskozita 6,67% zelatinového roztoku byla stanovena méfenim doby pritoku roztoku stan-
dardizovanou pipetou pii teploté 60 °C. Méteni bylo provedeno na Ubbelohdeho viskozime-
tru a naméfend doba pritoku byla piepocitana na kinematickou viskozitu v [mm?/s] dosaze-

nim do niZe uvedeného vzorce.

v — kinematicka viskozita [mm?/s]
k — konstanta viskozimetru zji$téna oveéfenou kalibra¢ni
v=(kxt—B/t) kapalinou
B — konstanta korelace na kinetickou energii urend z
rozméra viskozimetru
t — aritmeticky primér zméfenych pritokovych dob [s]
Dynamicka viskozita | [mPa.s] se vypocte podle nasledujiciho vzorce.
N — dynamicka viskozita [mPa.s]
m=v-p v — kinematicka viskozita [mm?/s]

p — hustota zelatinového roztoku [g.cm™]
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4.4.7 Stanoveni Cirosti Zelatiny

6,67% roztok zelatiny se, po stanoveni kinematické viskozity, nechal zchladnout na cca 45—
50°C a v kyveté byla zméfena jeho transmitance pii vinové délce 640mm. Kalibrace byla

provadéna destilovanou vodou.

4.4.8 Stanoveni teploty tini Zelatinového gelu

Vzorek byl odebran do kapilary s vnitinim primérem 2-4 mm, s vyskou sloupce Zelatiny
1,0-1,5 cm, z gelu pfipraveného pro stanoveni pevnosti. Takto pfipravené kapilary byly ne-
chéany v lednici pfi teploté 10°C. Pro samotné méteni byla kapilara ponofena do zkumavky
s destilovanou vodou spolecné s teplomérem. Kadinka se zahtivala na teplotu 55 °C od la-
boratorni teploty do okamziku teploty tani, béhem této doby byl méfen cas a poté byla rych-
lost ohfevu z téchto idajii vypoctena. Jakmile bylo dosazeno teploty tani Zelatiny, Zelatina
se rozpustila a tlak vody ji vytlacil z kapilary — v tomto okamziku se odecetla teplota tani

zelatinového gelu.

Obrazek 8: Aparatura k méteni teploty tani gelu

4.4.9 Stanoveni teploty tuhnuti Zelatinového gelu

Bylo pouzito analogické zatizeni, jako u stanoveni teploty tani gelu, idedlni je pouzit zku-
mavku o vnitinim primeéru 1,5-2,0 cm, ¢im bude zkumavka ,,$irSi, tim méné ptresné bude
urceni teploty, protoze pii chlazeni okolni studenou vodou nebude dochézet k dostate¢nému

prostupu chladu do jadra zkumavky. Roztok Zelatiny (po stanoveni viskosity) byl nalit do
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zkumavky (cca do poloviny vySky zkumavky), vsunut teplomér (¢idlo) a dan do sestavy
s kddinkou. V okamziku, kdy mél roztok ve zkumavce teplotu 30 °C, byla do kadinky nalita
voda (vychlazend v lednici na 4-6 °C, voda musela sahat nad vzorek ve zkumavce, tj. idedlné
do 3/4 vysky zkumavky). Poté byly vhazovany ocelové kulicky (vaha 0,10 g) pfi poklesu o
1 °C, v okamziku, kdy klicka uvizla ve vrstvé ¢i na povrchu, byla odectena teplota tuhnuti

gelu.

Diilezité-pro nize uvedené skupiny 4 zkousek bylo nutné, aby vzorky Zelatin byly rozemlety
na jemny prasek (idealné 0,8-1,2 mm). Jakékoliv vyraznéjsi vychylka ve velikosti zpiisobuje
odlisné vysledky zkousek. V této praci byla velikost zrn rozemletych vzorkl v nasledujicim
primérném procentualnim zastoupeni: pod 125pum 9%, v rozmezi od 125 do 250um 26%,

mezi 250pm az Imm 60% a nad 1mm bylo 5%.

4.4.10 Vodu zadrZujici kapacita

Podle metody Nasrina a kol. [90] byla stanovena vodu zadrzujici kapacita (WHC), kdy 1,00
g vzorku byl rozptylen v 25 ml destilované vody a zamichdn 5 minut pii 23°C, odstfedén pii
5000 ot/min, po dobu 30 minut, odstranéni supernatantu, zvazeni absorbované vody; respek-
tive zvazeni supernatantu a dopoctem. WHC [g/g] byla urc¢ena jako hmotnost absorbované

vody na 1,0 g vzorku.
WHC - vodu zadrzujici kapacita [g/g]

WHC = 25 — mg ms — hmotnost supernatantu [g]

4.4.11 Tuk vazaci kapacita

Podle metody Li a kol. [91] byla stanovena kapacita vazani tuk (FBC), kdy 0,10g vzorku
bylo rozptyleno v 10 ml sdjového oleje a ditkkladné zamichano, poté stal vzorek 30 minut pii
23°C, nésledovalo odstfedéni pi1 2500 ot/min, po dobu 30 minut, odstranéni supernatantu,
zvazeni absorbovaného oleje; respektive zvazeni supernatantu a dopoctem. Pro vypocet se
musi objem vynasobit hustotou, ktera je 0,926 g.cm™. FBC [g/g] byla ur¢ena jako hmotnost
absorbovaného oleje na 1,0g vzorku.

FBC — tuk zadrzujici kapacita [g/g]

FBC =9,26 —ms ms — hmotnost supernatantu [g]
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4.4.12 Pénotvorné vlastnosti

Podle metody Sathe a kol. [92] byla stanovena pénotvorna kapacita a stabilita pény. Zkouska
byla provadéna v kalibrovaném odmérném valci, ve kterém byl rozpustén 1,0 g zelatiny pii
60°C v 50 ml vody. Po rozpusténi nasledovalo naslehani hiidelovym michadlem pii 10000

ot/min po dobu 5 minut. Vypocet FC [%] a FS [%] byl proveden podle néasledujicich vzorct.

FC — pénotvorna kapacita [%]

Vi —V V1 — objem napénéné kapaliny [ml
FC =2 % % 100 1 i P paliny [ml]
Vo Vo — pocatecni objem kapaliny [ml]

FS — stabilita pény [%]
V _ V . . v w1 . .
Fs = 22 - 0 100 V2 —objem napénéné kapaliny po 30 min [ml]
0 Vo — pocateéni objem kapaliny [ml]

4.4.13 Emulgacni vlastnosti

Podle metody Neta a kol. [93] byla stanovena emulgac¢ni kapacita a stabilita. Byl pfipraven
5,0 ml vodny roztok zelatiny v koncentraci 10 mg/ml, poté byl homogenizovan s 5 ml pal-
moveého oleje 1 minutu, nasledovalo odstfedéni emulze pii 1000 ot/min, po dobu 5 minut.
Vyska vrstvy emulze a celkovy obsah byl méten jako emulzifikaéni kapacita. Poté byl vzo-
rek zahtaty a drZzen 5 minut na teploté 55°C, nasledovalo odstfedéni pti 2000 ot/min, po dobu
5 minut a pak byla métena stabilita. Vypocet EC [%] a ES [%] pak byl proveden dle nasle-

dujicich vzorct.

EC — emulzifika¢ni kapacita [%]

H R
EC = H_l % 100 H: — vyska vrstvy emulze [mm)]
¢ Hc — celkova vySka obsahu [mm)]
ES — stabilita emulze [%]
H R wrer
ES = H_z % 100 H: — vyska vrstvy emulze po zahtati [mm)]

L H: — vyska vrstvy emulze pied zahfatim [mm]
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4.4.14 Stanoveni obsahu popela

Nejprve byly zihaci kelimky predzihany v muflové peci rozehtaté na 650°C po dobu asi
10 minut. Po vychladnuti byl na analytickych vahach zvazen vyzihany kelimek a poté do
néj byl navazen 1g vzorku. Kelimek se vzorkem byl nejprve umistén nad plynovy kahan,
kde byl vzorek v kelimku spalen na popel a poté byl kelimek s popelem zihan v muflové
peci pii 650°C do konstantni hmotnosti. Po vychladnuti byl Zihaci kelimek zvazen. Obsah

popela P [%] byl vypocten podle vzorce.
P — obsah popela [%]

p= My o 100 m, — hmotnost popela [g]
n

n — navazka vzorku [g]

Obsah popela piepocteny na susinu Ps [%] se vypocita podle vzorce.

Ps — obsah popela piepocteny na susinu [%]
F=Pxf P — obsah popela [%]
f — prepocitavaci faktor pro suSinu
Vypocet piepocitavaciho faktoru.

100 f — pfepocitavaci faktor pro susinu

f=50—3
100 —v v — obsah vody [%]
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Pilotni experiment

Na zaklad¢ literarnich studii a pfedchozi bakalaiské prace byly stanoveny podminky ex-
trakce 1. frakce takto: extrakcéni teplota v rozmezi 60 az 80°C a doba extrakce 60 az 120
minut. 2. frakce se méla extrahovat pii1 90°C po dobu 90 minut a 3. frakce za varu taktéz 90
minut. Pfi prvnim pilotnim experimentu, kdy Zelatina byla extrahovdna za podminek 60°C
a 60 minut doslo k velkému rozlozeni kolagenu, pfi¢emz bylo pozorovano, ze k rozkladu
zacalo dochézet kolem 40°C. Proto byl ¢as nasledujicich extrakci 2. a 3. frakce sniZen na
dobu 30 minut se zachovanim extrakénich teplot. Vysledna surovina se jevila spise jako
hydrolyzat nez zelatina. Po vysuSeni byl z jednotlivych frakci pfipraven zelatinovy roztok o
koncentraci 6,67% na stanoveni pevnosti gelu, ale ani v ledni¢ce po 18 hodinach nedoslo ke
ztuhnuti. S ohledem na toto zjiSténi byl navrZen experiment pro ur€eni novych podminek
extrakce. Bylo pfi ném pouZzito mensi mnozstvi navazky, ktera byla nasledné po opracovani
enzymem rozd¢lena na 3 ¢asti. Teplota extrakce 1. frakce byla snizena v rozmezi 45 az 55°C
a to na zaklad¢ pozorovani prvniho experimentu a doba extrakce byla stanovena na 60 minut.
U 2. frakce se sniZila teplota na 65°C a doba byla ponechana na 30 minut. Opé&t byla samotna
extrakce pozorovéana a bylo zjiSténo, Ze uz i pfi teploté 45°C po méné€ neZ 20 minutach do-
chézi k rozkladu kolagenu. Pfi teploté extrakce 50°C dochézelo jiZ k velkému rozkladu ko-
lagenu, a proto byla teplota u 3 experimentu upravena z puvodnich 55°C na 47°C. Z vyex-
trahovanych zelatin 1. a 2. frakce byl po vysuSeni opét pfipraven roztok pro stanoveni pev-
nosti gelu. Tentokrat doSlo ke ztuhnuti a nasledné vysledky pevnosti viz tabulka ¢islo 3 byly
taktéZ dobré. Proto podle tohoto experimentu byly stanoveny nové podminky extrakce a to
takto: teplota extrakce 1. frakce v rozmezi 42 az 50°C a doba opracovani od 20 do 60 minut.

U 2. frakce byla teplota 65°C, u 3. frakce 80°C a doba u obou 30 minut.

Tabulka 3: Vysledky pevnosti gelu 1. a 2. frakce Zelatiny pfi jednotlivych teplotach extrakce

Extrakéni teplota Pevnost gelu Extrakéni teplota Pevnost gelu
1.frakce zelatiny (°C) (Bloom) 2.frakce zelatiny (°C) (Bloom)
45 116 45 326
47 62 47 78
50 215 50 413
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5.2 Studium vlivii procesnich faktori

Bylo provedeno celkem 10 experimentl podle faktorové metodiky 3%+1. Pro zjisténi ucin-
nosti enzymatického opracovani byl proveden jesté experiment bez ptidavku enzymu. Hyd-
rolyzaty a zelatiny ziskané extrakei kolagenu, ktery byl opracovan proteolytickym enzymem
Protamex za riznych podminek, jsou v nasledujici kapitole popsany a porovnany. Mezi sle-
dované faktory patii teplota extrakce — faktor A, a doba extrakce — faktor B. Vesker¢ zjisténé,
nameétené a vypocitané vysledky analyz vzniklych produkti jsou uvedeny v tabulkach 4 az
7. Vysledky dulezitych experimentl byly zpracovany v softwaru MiniTab 19, ktery slouzi
pro statické zpracovani ziskanych dat. Vysledky jednotlivych experimentti byly hodnoceny
pomoci p-hodnoty. Faktory s hodnotou niz$i nez o = 0,05 maji vliv na hodnocené proménné
Graficky byly uc¢inky studovanych procesnich faktort, kterymi byly teplota extrakce (faktor
A), doba extrakce (faktor B), hodnoceny Paretovymi diagramy a vrstvenymi grafy. Posuzo-
vala se jejich vzdjemna interakce na hodnocené proménné, kterymi byl vytézek zelatiny, sila

zelatinového gelu a teplota tani gelu, obrazky 10 az 19.

V tabulce 4 je uveden rozpis experimentil s technologickymi podminkami a charakterizaci
procesu podle faktorového schématu 32+1 experiment bez ptidavku enzymu (slepy pokus).
Vytézek hydrolyzatu byl primérmné kolem 11,3%. Vytézek Zelatiny 1. frakce se pohyboval v
intervalu od 6,18 do 48,36 %. Nejnizsi zjiSténa hodnota odpovida experimentu Cislo 1 pro-
vadéného pii (42°C, 20 minut). Nejvyssi hodnota patii experimentu ¢islo 6 provadéného pii
(46°C, 20 minut). V této praci bylo pozorovano, jak velky vliv na nasledujici frakce Zelatiny
ma tepelna historie opracovani kolagenu, nebot’ jak jiz bylo vySe popsano doba a teplota
extrakce 2. a 3. frakce byla totozné pro vSechny experimenty, avSak pfitom dochazelo k vel-
kym rozdiltim, a to jak ve vytézku, tak i v pevnosti gelu. Vytézek Zelatiny 2. frakce se po-
vadény pii podminkach extrakce 1. frakce (50°C, 60 minut) a nejvyssi hodnoty dosahoval
experiment ¢islo 5 provadény pii podminkéch extrakce 1. frakce (46°C, 40minut). Vytézek
v experimentu ¢islo 2 a nejvyssi v experimentu Cislo 1 pfi podminkéch extrakce 1. frakce
(42°C, 40 minut) respektive (42°C, 20 minut). Bylo zjiSténo, ze celkova Uc¢innost extrakce
se pohybovala v intervalu od 55,98 az do 90,32 %. Déle z této tabulky lze vypozorovat, jak
velky vliv na celkovou vytéznost ma ptidavek enzymu, nebot’ je vidét, ze slepy pokus ma

celkovou u¢innost pouze 11,44%.
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Nasleduji tabulky 5 a 6, kdy u tabulky 6 jde o analyzy 3. frakce, respektive o mix 3. frakci,
nebot’ u této frakce jiz nebyly takové vytézky, aby bylo mozno provést vSechny analyzy,
proto bylo pouzito mixu, kdy byly smichany 3. frakce ziskan¢ za stejné teploty, ale jin¢ doby
extrakce. Vysledky ukdzaly, ze lepsi v pevnosti gelu je mix ziskany z 3. frakci vyrobenych
pfi teploté extrakce 1. frakce 50°C a to s hodnotou 233 Bloom a z hodnotou 88 Bloom byl
druhy mix 3. frakci ziskany pfi teploté extrakce 1. frakce 42°C, u mixu 3. frakei ziskanych
pii teploté extrakce 1. frakce 46°C gel viibec nevznikl, proto u tohoto mixu byly provedeny
az analyzy, které souvisi s vlastnostmi povrchu Zelatin. Vysledky jednotlivych analyz byly
podobné, je ale vidéet, ze vodu zadrzujici kapacita je o néco nizsi nez u 2. frakce a taktéz, ze
stabilita pény je 0% s vyjimkou experimentu 2, ktery dosahoval 12%. U tabulky 5 se jedna
o analyzy 1. frakce souvisejici taktéz pouze s vlastnostmi povrchu Zelatin, nebot’ jak jiz bylo
napsano vyse tato 1. frakce nevytvoftila gel. Jde vzdy o experiment ziskany pti dob& opraco-
vani 40 minut. Analyzy jednotlivych experimenti jsou si velmi podobné, jediny rozdil je v
peénotvorné kapacité a stabilit¢ pény, kde nejvyssi pénotvorné kapacity, ktera byla podobna
jako u 3. frakce, dosahl prvni a tfeti experiment a to 8 % a stabilita pény se pohybovala

v rozmezi 0 az 4%.

V tabulce 7 jsou zobrazeny vysledky jednotlivych analyz 2. frakce. Tvorba geli je jednou z
nejvyznamnéjSich vlastnosti Zelatiny, a protoZe u Zadné 1. frakce nevznikl gel, coz bylo proti
vSsem predpokladim, nebot’ i vétSina dosavadnich literarnich studii uvadi jako lepsi prvni
frakci. Toto zjiSténi bychom mohli pfisoudit tomu, Ze se jednd o neprozkoumany postup
opracovani vstupni suroviny. Proto bylo rozhodnuto vypracovat v§echny analyzy pro 2.
frakci, protoze ta u vSech experimentt gel vytvoftila. Byl zde opét vidét jiz diive zminény
vliv tepelné historie opracovani kolagenu, nebot’ jednotlivé Zelatiny dosahovaly rtiznych vy-
sledkti. Nejlepsiho vysledku pevnosti gelu u 2. frakci bylo dosaZeno pii slepém pokusu a to
466 Bloom, ale s ohledem na vytézek pouze 2,4%, bychom jako nejlepsi mohli povazovat
experiment ¢islo 9, ktery byl ziskan za podminek extrakce 1. frakce (50°C, 60 minut) a to
390 Bloom, nejhorsi vysledek byl dosazen béhem experimentu ¢islo 2 ziskany za podminek
extrakce 1. frakce (42°C, 40 minut) a to 80 Bloom. Jednotlivé néasledné analyzy viskozity a
teploty tani kopirovaly hodnotu pevnosti gelu., kdy je vidét, Ze vySSich hodnot dosahuji Ze-
latiny s vyS$i pevnosti gelu. U dalSich analyz uz neni mozné pozorovat n¢jaky zasadni rozdil
mezi jednotlivymi Zelatinami, vyjimkou je stabilita pény, kde opét zelatiny s vy$si pevnosti

gelu dosahovaly lepsi stability.
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Tabulka 4: Rozpis experimentt s technologickymi podminkami extrakce a jejich vysledky

Technologické
podminky
extrakce Charakterizace procesu
Zelatiny
1.frakce
8
z
O > )
Z & £l = 5 ks = g
§= — S| =2 o) © 5 9 = <
5 .S =l N N )q[\)] 8—< o a
= & = £ | — N - = 2 g
m 2 S 2 '_&4) )qN) -~ v M o Nao] 'C_j
< < | 9 ) O o) ) > aa)
= B : N )N N e
= <2 12 (2 e [Z2 |2
83 88 > > X, <
> > > &
1 42 20 6,65 6,18 43,73 9,03 32,64 | 65,59 1,77
2 42 40 13,63 | 25,35 | 49,28 2,06 8,87 90.32 0,81
3 42 60 10,59 | 24,49 | 46,77 3,16 14,22 | 85,01 0,77
4 46 20 11,98 | 48,36 | 24,18 2,88 11,76 | 87,40 0,84
5 46 40 9,21 18,19 | 52,83 3,95 15,56 | 84,18 0,26
6 46 60 12,42 | 40,37 | 30,39 3,99 12,20 | 87,17 0,63
7 50 20 14,70 | 29,11 | 30,78 7,21 17,75 | 81,80 0,45
8 50 40 13,31 | 30,78 | 26,06 8,32 21,07 | 78,47 0,46
9 50 60 8,87 25,51 14,40 7,2 41,87 | 55,98 2,15
10* 46 40 3,32 1,29 2,40 4,43 88,40 | 11,44 0,16

*Slepy pokus kondicionovani probehlo bez ptidavku enzymu
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Tabulka 6: Rozpis jednotlivych kvalitativnich analyz zelatiny 3. frakce

o[s1Q Juawiradxyg

48,3 | 96,6

48,4 | 96,7
48,4 | 96,7

0

12
0

8
20
16

12,2
10,6
11,3

6,8
2,2
7,3

0,9
2.1

15,3
34,8 | 16,5

30,8

1,9
2,6

88
0,48 | 233

0,81

3




50

[%] osinw eiiqers

[%] eiroedey yugexyIsinwy

[%] Augd enpiqers

[94] BI1oRdEy BUIOAJOUQ]

Doba extrakce 30 minut

[3/3] eyoedey 10eZBA N L.

[3/3] eyoedey 101Mnzipez npoA

[%] 1s011))

Zelatina 2 frakce

%

[D,] n1e8 pnuym vi0[day,

[D,] n[a3 yues erofda,

[sequu] ensodsiA

[woorg] n[o8 1s0uAdg

Extrakéni teplota 65°C

[%] e[odod yesqQ

Tabulka 7: Rozpis jednotlivych kvalitativnich analyz 2. frakce
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o[S1Q JuowLradxyg

45,8 |1 92,6
45,8 |1 92,6
47,5 1 92,9
50,8 | 89,7
47,5 1 92,9
49,2 1 90,0

46,6 | 92,6
51,6 | 92,1

47,5 | 93,1

16
8
10
18
16
18
16

8
24

20
18
18
22
20
20
20
20
36

9.8
13,1
13,9
10,7
11,7
12,3
14,7
12,5
14,6

9,32
10,1
9,73
9,46
9,56
9,61
9,92
9,81
10,9

5,5
3,5
3,6
5.4
1,8
10,1
9,5
2,3
0,6

4,8

16,6
15,0
15,3
15,5
14,9
17,1
16,4
16,7
17,6
26,8

35,3
28,9
32,3
32,8
30,4
36,8
35,1
37,9
38,4
35,1

2,2
1,6
1,8
1,9
2,0
2,9
2,6
2,7
6,8

80
125
143
105
262

0,66 | 274
0,35
0,34
0,43
0,36
0,45
0,43 | 269
0,46 | 284
0,70 | 390
0,54 | 466

1
3
4
7
8
9

10*
*Slepy pokus — nebyly provedeny vSechny analyzy, kviili nedostatecnému mnozstvi vzorku
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5.2.1 Vytézky Zelatin

Faktor A teplota extrakce (°C), Faktor B doba extrakce (min)

5.2.1.1 VyteéZek 1. frakce
Regresni rovnice vytézku 1. frakce zelatiny byla:
Vytézek 1. frakee (%)=-30,8 + 1,22 A + 0,056 B

Podle p-faktoru byla jak teplota, tak doba extrakce nevyznamné. Hodnoty Cinily 0,395 a
0,841.

. Hladina vyznamnosti

0 0,5 1 1.5 2 12,5

2

Obrazek 9: Diagram zobrazujici vyznamnost jednotlivych faktord na vytézek 1. frakce

Z obrazku 9 je zfejmé, ze ani jeden z parametru nedosahuje hladiny vyznamnosti, ale je vi-

dét, Ze mirné vétsi vliv na vytéznost 1. frakce ma teplota extrakce.

60 VytéZek 1.
frakce (%)
10 - 20
20 - 30
30 - 40

50

40

Doba extrakce (min)

30

20

42 43 44 45 46 47 48 49 50
Teplota extrakce (°C)

Obrazek 10: Vrstveny graf vlivl faktori A a B na vytézek extrakce Zelatiny 1. frakce
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Na obrazku 10 lze vidét vrstveny graf vlivu faktord A a B na G¢innost extrakce zelatiny 1.
frakce. Je na ném vidét, ze vytézek Zelatiny roste rozmezi v teploty od 43 do 49°C a doby
extrakce kolem 20 nebo poté kolem 60 minut. Nejvyssiho vytézku bylo dosazeno pii expe-
rimentu ¢islo 4, kdy byla doba extrakce 20 minut a teplota 46°C, a to 48,36%. Dale miizeme
na obrazku 10 pozorovat, ze pii dobé extrakce v rozmezi ptiblizné¢ 30 az 55 minut ma vliv
teploty extrakce prevazné opacny charakter, to znamend, ze dochazi spise k poklesu vytézku.
Nejniz$iho vytézku bylo dosazeno pfi experimentu ¢islo 1, kdy doba extrakce byla 20 minut
a teplota 42°C, a to 6,18%. Tento efekt bychom ziejmé mohli ptisuzovat tomu, Ze surovina
byla opracovana enzymem Protamex. I kdyz doslo k jeho dikladnému vymyti, tak se ziejmée
¢ast z n¢j nevymyla, a tim dochézi k tomuto efektu, kdy zbyly enzym rtizné reaguje s kola-

genem pii rizné dobé¢, a teploté a tim ovlivituje vytézek.

5.2.1.2 VytéZek 2. frakce
Regresni rovnice vytézku 2. frakce byla:
vytézek 2.frakee (%) = 169,0 - 2,85 A - 0,059 B

Podle p-faktoru doba extrakce nebyla vyznamna, ale teplota extrakce byla vyznamna pfi
vytézku. Hodnoty ¢inily 0,782 a 0,032.

Hladina vyznamnosti

0 0,5 1 L5 2 12,5 3

Obrazek 11: Diagram zobrazujici vyznamnost jednotlivych faktorl na vytézek 2. frakce

Na obrazku 11 je vidét, jak teplota extrakce vyznamné ovlivituje vytézek 2. frakce. Teplota
1 doba extrakce byly v tomto experimentu vztazeny k extrakci 1. frakce, takze je vidét, jak
vyznamna je tepelnd historie opracovani kolagenu. V porovnani s obrazkem cislo 9 by se
dalo fici, Ze v nasledujicich extrakcich je teplota extrakce jesté daleko vyznamnéjsi faktor

nez u prvni extrakce.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

53

60

50

40

Doba extrakce (min)

30

20

42 43 44 45 46 47 48 49 50
Teplota extrakce (°C)

Obrazek 12: Vrstveny graf vlivii faktorit A a B na vytézek extrakce zelatiny 2. frakce
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Obrazek 12 znazoriiuje vrstveny graf s vlivem faktori A a B na celkovy vytézek 2. frakce

zelatiny. Je na ném vidét, Ze oblast s nejvetSim vytézkem, ktery byl ziskan pfi experimentu

¢islo 5 a jehoZ hodnota byla 52,8%, je v rozmezi 42 az 46°C a dobé¢ extrakce od 30 do 50

minut. Pokud bychom tento vrstveny graf porovnavali s obrazkem 10, na némz je

vrstveny graf vytézku 1. frakce zelatiny, vidéli bychom, ze v oblasti, kdy doba extrakce byla

priblizné od 30 do 55 minut a teplota od 42 do 48°C, byl vytézek 1. frakce maly a naopak

tady v této oblasti byl vytézek 2. frakce vysoky. Samoziejmé to plati i opacné, pokud byl

v nékteré oblasti vytézek 1. frakce vyssi, tady je nizsi.

5.2.1.3 Vyteiek 3. frakce
Regresni rovnice vytézku 3. frakce byla:

vytézek 3. frakce (%) =-9,2 + 0,350 A - 0,0392 B

Podle p-faktoru byla doba extrakce i teplota extrakce nevyznamna. Hodnoty Cinily 0,476 a

0,223.
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Obrazek 13: Diagram zobrazujici vyznamnost jednotlivych faktorli na vytézek 3. frakce

Na obrazku 13 je vidét, Ze ani jeden ze sledovanych faktor nedosahuje hladiny vyznam-
nosti. Je na ném vidét, Ze oproti predchozim obrazkiim 10 a 12, je o néco vyznamné;jsi doba
extrakce. Ale stejné jako uz u vytézku 2. frakce jsou jednotlivé faktory vztazené k extrakci

1. frakce.
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Obrazek 14: Vrstveny graf vlivi faktorit A a B na vytézek extrakce zelatiny 3. frakce

Na obrazku 14 mame vrstveny graf s vlivem faktori A a B na vytéZzek extrakce Zelatiny 3.
frakce. Tento obrazek vrstven¢ho grafu uz spiSe jen dokresluje dva predchozi obrazky
vrstvenych grafii 11 a 13. 'V podstaté¢ jen ukazuje okrajové oblasti, ve kterych v piedchozich

dvou ptipadech doslo k mensimu vytézku, tak zde je vytézek o néco vyssi.
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5.2.1.4 Celkova ucinnost extrakce a porovndani vytéZku s literaturou

Celkova ucinnost extrakce se pohybovala v rozmezi od 55,98 az do 90,32 %. Pokud budeme
vysledky celkové ti¢innosti porovnavat s literaturou, zjistime, Ze se o ni nezminuji, spiSe v ni
popisuji vytézek 1. frakce zelatiny. V této praci bude porovnavan vytézek 2. frakce, ktery se
pohyboval v rozmezi od 14,4 po 52,83%, protoze, jak jiz bylo nékolikrat zminovano vyse,

1. frakce neutvortila gel.

Gal a kol. zkoumali extrakci kutfecich hlav pomoci proteolytického enzymu Polarzyme 6.0
T. Kdy nejprve byla surovina opracovana 0,1% NaOH v poméru 1: 8 a poté odtu¢néna smeési
petroletheru a ethanolu (1:1), nasledovalo pridani enzymu a poté extrakce pti extrakéni tep-
loté 1. frakce 80°C a dobé extrakce od 1 do 4 hodin, pficemz dosahli vytézku 1. frakce v roz-
mezi od 19,7% do 35,8% [14]. Dal$im, kdo se zabyval ve své praci extrakci kufecich a kri-
tich byl Du a kol., ktefi surovinu odtu¢nili 0,015 mol/l NaHCOs a pfedem oSetfili 0,1 mol /
1 roztoku NaOH a 0,05 mol/l CHsCOOH. To tedy kombinuje jak alkalické, tak kyselé pro-
cesy. Zelatina byla extrahovana ve dvou stupnich pii dvou extrakénich teplotach: pii 50°C
po dobu 18 hodin a 60°C po dobu 6 hodin, vytézek 1. frakce byl v tomto ptipadé 31,2% u
kratich hlav a 24,8% u kutecich hlav [4]. Erge a Zorba se ve své praci zabyvali extrakci
mechanicky vykosténého zbytku z kutfeciho masa pomoci alkalické ptedupravy. Nejprve
byla surovina zbavena nekolagennich zbytkli pomoci destilované vody. Poté byla surovina
demineralizovana v roztoku 3% HCI v poméru 1:2 po dobu 24 hodin. Nasledovalo alkalické
opracovani pomoci roztoku NaOH o rliznych koncentracich od 1,8 do 4,2% v poméru 1:4
po dobu 48 hodin. Takto ziskana surovina byla smichdna v pomé&ru 1:3 s destilovanou vodou
a nasledn¢ extrahovana pii riiznych teplotach a dobach v rozmezi od 58 do 82°C respektive
od 30 do 250 minut. Nejvyssi vytézek takto vyextrahované zelatiny byl 15,34% [5]. Rafieian
a kol. pro demineralizaci pouzily opét HCI, ale pii optimalni podminkach byla koncentrace
kyseliny 6,73% a extrakce byla provadéna pii 87°C 2 hodiny. Takto byl ziskan vytézek
16,9% [79]. Podobného vytézku zelatiny 16,0% dosahli 1 Rammaya a kol., kteti deminerali-
zovali vychozi material 3% HCI 24 hodin, alkalicky opracovavali 4,0% NaOH, 72 hodin pii
23°C a extrahovali ve vodé pti pH 4,0 a 80°C po dobu 2 hodin [80]. Mokrejs a kol. nejprve
mechanicky vykosténé maso opracovali v 0,2 mol/l NaCl a poté po dobu 15 hodin pii 23°C
v 0,03 mol/l NaOH, roztok NaOH byl ménén po 5 hodinach. Surovina byla poté v prvnim
kroku smichana v poméru 1:10 s vodou, lipolyticky enzym Lipoldza 100 T byl ptfidan v
davce 5,0% (na zaklad¢€ hmotnosti suroviny). Takto byla surovina opracovavéana po dobu 48

hodin pfi pokojové teploté, voda s novou davku enzymu byla ménéna v intervalech po 12
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hodinach. Po filtraci a promyti studenou vodou byla surovina susena pii teploté 35°C po
dobu 24 hodin. Ve druhém kroku byla surovina smichdna v poméru 1:9 se smési rozpousté-
del etherem a ethanolem (poméru 1:1) po dobu 20 hodin pti pokojové teploté, po 12 hodi-
nach bylo rozpoustédlo ménéno. V dalsim kroku byla surovina podrobena kondicionovani s
proteolytickym enzymem Protamex. Surovina byla smichana s vodou v poméru 1:10 pH
smési upraveno na 6,5-7,0. Poté byla ptidana endoproteaza Protamex v davce 1,0% (na za-
klad¢€ hmotnosti suroviny). Za optimalnich podminek zpracovani 48-72 h doby kondiciono-
vani enzymem, teploté extrakce v rozmezi 73-78°C a dob¢ extrakce od 100 do 150 minut
bylo dosazeno vytézku 1. frakce 30-32% [81]. Z tohoto porovnani lze vysledovat, ze pti
postupu opracovani pouzitého v této praci bylo dosazeno v nejlepSim vytézku a to az

52,83%, coz je nejvice z porovnavanych praci.

5.2.2 Pevnost gelu Zelatin 2. frakce

Regresni rovnice pevnosti gelu zelatin 2. frakce byla:
Pevnost gelu 2. frakce (Bloom) =-705 + 19,33 A + 0,76 B

Podle p-faktoru byla doba extrakce i teplota extrakce nevyznamna. Hodnoty Cinily 0,699 a

0,084.

Hladina vyznamnosti

0 0,5 1 1.5 2

25
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Obrazek 15: Diagram zobrazujici vyznamnost jednotlivych faktorti na pevnost gelu 2. frakce

Na obrazku 15 je vidét, Ze 1 kdyz ani jeden z faktori nedosahuje Gplné hladiny vyznamnosti,
tak teplota, respektive tepelna historie opracovani ovlivituje daleko vyznamnéji vyslednou

pevnost gelu.
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Obrazek 16: Vrstveny graf vlivi faktorit A a B na pevnost gelu zelatiny 2. frakce

Obrazek 16 nam ptedstavuje vrstveny graf vlivl faktori na pevnost gelu. Dalo by se podle
né¢j usuzovat, ze s rostouci teplotou a dobou extrakce 1. frakce roste i vysledna pevnost gelu
2. frakce. Nejvyssi pevnosti gelu 390 Bloom bylo dosaZeno pfi teploté extrakce 50°C a dobé
60 minut. Celkov¢ se pevnost gelu pohybovala od 80 po 390 Bloom.

Pokud bychom tyto vysledky porovnavali s literaturou tak zjistime, Ze ndmi zvoleny postup
nedosahuje nejvyssich hodnot pevnosti zelatinového gelu 280-1170 Bloom, kterych bylo
dosaZeno postupem Erge a Zorba [5]. Je ale srovnatelny pfi nejlepSim vysledku s taktéZ vy-
sokymi hodnotami 320 az 370 Bloom, kterych dosahli Rafieian a kol. [79]. Je vySSi nez
hodnoty, kterych Rammaya a kol. dosdhli pti svém postupu, a to pevnosti gelu kolem 60
Bloom [80]. Mokrejs a kol. dosahli pii extrakei enzymaticky opracovaného kolagenu pev-
nosti gelu v rozmezi od 20 Bloom po maximalné 140 Bloom [81]. Pokud bychom se podivali
na jiné Casti kutete tak Gal a kol. pfi enzymatickém opracovani vstupni suroviny, kterou byly
kuteci hlavy tak dosahl pevnosti gelu od 113 do 355 Bloom [14]. A naptiklad AL-Kahtani a
kol., kteti dosahli pfi demineralizaci kosti z velblouda a nésledné extrakci pfi optimalnich
podminkach pevnosti gelu 206 Bloom [22]. S toho Ize vidét, Ze ndmi zvoleny postup opra-
covani a extrakce dosahuje velmi slusnych hodnot pevnosti gelu 1 v porovnani se zelatinami

ziskanych z jinych ¢asti kufete, ¢i jinych zvifat.
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5.2.3 Viskozita a Cirost

Hodnoty viskozity se pohybovaly v rozmezi od 1,6 po 6,8 mPa.s. Vyssich hodnot viskozity
bylo dosazeno pfi vyssi hodnoté teploty extrakce 1. frakce. Z dostupné literatury se viskozi-
tou kosti ze separace zabyvali pouze Rafieian a kol. dosahli hodnoty 5,9 mPa.s [79] a Mok-
rej$ a kol. a ti dosdhli hodnot v rozmezi od 2,50 do 2,75 mPa.s. Gal a kol. u kufecich hlav
dosahl hodnot viskozity v rozmezi od 1,4 do 9,5 mPa.s. a J. Choe, H.Y. Kim, ktefi Zelatinu
extrahovali z kufecich nohou dosahli hodnot viskozity v rozmezi od 5,1 do 7,6 mPa.s. [8].
Viskozita zelatinovych roztokt je ¢astecné fizena molekulovou hmotnosti a polydisperzitou.
Nizsi viskozita Zelatiny mize byt zplisobena ptitomnosti peptidovych fetézcti s nizkou mo-
lekulovou hmotnosti v disledku nadmérné hydrolyzy kolagenu béhem kroku piedupravy

[82].

Cirost zelatinového gelu je diilezitd hlavné z estetického hlediska a také v zavislosti na apli-
kaci, pro kterou je zelatina urc¢ena. Hodnota Cirosti byla v rozmezi 1,8 az 10,1%. Literatura
se o ¢irosti mnoho nezminuje pouze Rafieian a kol. uvadi, ze dosahli 5,9% [82].

5.2.4 Teplota tani gelu

Regresni rovnice teploty tani gelu Zelatin 2. frakce byla:

teplota tani gelu (°C) =4,2 + 0,621 A +0,0358 B

Podle p-faktoru byla doba extrakce 1 teplota extrakce nevyznamnd. Hodnoty ¢inily 0,558 a

0,075.

Hladina vyznamnosti
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Obrazek 17: Diagram zobrazujici vyznamnost jednotlivych faktorti na teplotu tani 2 frakce
Na obrazku 17 je vidét, Ze hladiny vyznamnosti nedosahuje ani jeden z faktori, je na ném
ovSem vidét, Ze tepelnd historie extrakce 1. frakce vyznamnéji ovlivituje vyslednou teplotu

tani gela 2. frakce.
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Obrazek 18: Vrstveny graf vlivl faktorti A a B na teplotu tani gelu Zelatiny 2. frakce

Na obrazku 18 vidime vrstveny graf a vliv faktorti na teplotu tani gelu. Mohli bychom z ngj
fici, Ze vySsi teploty tani je dosazeno s vyssi teplotou extrakce 1. frakce. Je zde opét vidét,
jako jiz n€kolikrat pted tim, jak tepelna historie extrakce ovliviiuje nasledné vlastnosti Zela-
tin. Pokud bychom porovnali tento graf s obrazkem cislo 16, coz je vrstveny graf pevnosti
gelu, vidéli bychom, ze se v podstaté kopiruji. Neboli s vyssi pevnosti gelu bylo dosahovano
vy$si teploty tani gelu a naopak. Teplota tani gelu se pohybovala v rozmezi od 28,9°C zis-
kaného pti experimentu ¢islo 2 a hodnot€ pevnosti gelu 80 Bloom az do 38,4°C ziskaného
pfi experimentu 9 a hodnoté pevnosti gelu 390 Bloom. V porovnani s literaturou, Erge a
Zorba dosahli nejlepsi teploty tani zelatinového gelu 33,7°C [5]. Dalsi porovnani musi byt
s jinymi vstupnimi zdroji Zelatiny, nebot’ dalsi literarni prace se pfi stejné suroving teplotou
tani nezabyvaly. Sarbon a kol., kterymi byly k extrakci Zelatiny jako vstupni surovina pou-
zity kuteci ktize, dosahli teploty 33,6°C [12]. Kim a kol., kterymi byly extrahovany kachni
ktize pomoci riznych metod zahtivani, a to vodni lazen, sonikator, prehfata para, mikrovinna
trouba, dosédhli nasledujicich teplot tani gelu: 33,9°C, 33,3°C, 31,3°C, 32,8°C [9]. Obecné
1ze tedy ftici, ze ¢im je vyS$i pevnost gelu tim je vyssi i teplota tani gelu, coz bylo vidét i

v této praci.
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5.2.5 Teplota tuhnuti gelu

Hodnoty teploty tuhnuti se pohybovaly v rozmezi od 14,9 do 17,6°C. Niz§ich hodnot dosa-
hovaly Zelatiny s niz$i pevnosti gelu, ale je vidét, ze rozdil mezi jednotlivymi hodnotami
neni pfili§ vysoky. V literatufe se uvadi, Zze Erge a Zorba dosahli pfi svém experimentu tep-
loty tuhnuti gelu 25,15°C [5]. Sarbon a kol., ktefi extrahovali kuteci kiize, dosahli hodnoty
tuhnuti gelu 24,9°C [12]. Fazilah a kol., ktefi pouzili k extrakcei jako vstupni surovinu kachni
nohy, doséhli teploty tuhnuti vzorki 26,65°C, 21,67°C, 26,1°C pro kyselé, alkalické a enzy-
matické opracovani suroviny. Rozdil v teploté tuhnuti gelu vysvétluje vnitini rozdil ve struk-

tufe bilkovin a riizné ptredbézné upravy pouzivané pii vyrob¢ zelatiny [10].

5.2.6 Vodu zadrzujici kapacita

Vodu zadrzujici kapacita oznacuje schopnost proteinu nasavat vodu a zadrZovat ji proti gra-
vitacni sile v proteinové matrici. Interakce vody s bilkovinami jsou v potravinaiskych systé-
mech velmi dilezité kvtli jejich u¢inkim na strukturu a chut’ potravin. Hodnoty vodu zadr-
zujici kapacity byly v rozmezi od 9,32 do 10,9 g/g u 2. frakce Zelatiny, u vybranych experi-
menti 1. frakce v rozmezi od 2,19 do 2,47 a u Zelatin 3. frakce v rozmezi od 6,8 do 7,3 g/g.
V porovnani s literaturou, kde Rafieian a kol. doséhli hodnoty 8,6 g/g [82], jsou hodnoty
v této praci trochu lepsi. I ve srovnani s vyzkumem Shyni a kol., ktefi k extrakci Zelatiny
pouzili rybi klize tunaka pruhovaného, Scoliodon sorrakowah a Labeo rohita, byly vysledky
v této praci lepsi, nebot’ témi bylo dosazeno hodnot jest¢ mnohem mensich a to 2,6, 1,4 a
2,1 g/g. Pti jejich vyzkumu byla kiiZze nejprve alkalicky opracovana 0,1 mol/l NaOH a poté
kondicionovana v 0,2 mol/l CH;COOH po dobu 24 hodin pfi teploté 4°C kdy byl roztok po
12 hodinach vyménén. Samotna extrakce probihala pti 45°C 12 hodin. [84].

Obrazek 19: Gel v horni ¢asti zkumavky po odsati supernatantu pii vode zadrzujici kapacité



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

5.2.7 Tuk vazaci kapacita

Kapacita vazani tuki je funkéni vlastnost, kterd izce souvisi s texturou a dal§imi vlastnostmi
kvality potravin prostfednictvim interakce mezi olejem a dal§imi slozkami. Schopnost bil-
kovin absorbovat a zadrzovat tuky a interagovat s lipidy je dulezita v potravinaiskych for-
mulacich a jeji dilezitost zavisi na typu potraviny. Tato vlastnost je ovlivnéna zdrojem bil-
kovin, podminkami zpracovani, slozenim ptisady, velikosti ¢astic a teplotou [82]. Hodnoty
tuk vazaci kapacity v této praci byly u zelatiny 2. frakce v rozmezi od 9,8 do 14,7g/g, u
zelatiny 1. frakce od 8,4 do 12,1 g/g a u zelatiny 3. frakce od 10,6 do 12,2. Je tedy vidét, ze
v podstat¢ v§echny zelatiny maji stejnou tuk vazaci kapacitu. Rafieian a kol. dosahli hodnoty
0,7 g/g, ktefi své experimenty taktéz srovnavali i s komer¢ni zelatinou, u které dosahli 1,3
g/g [82]. Dale Shyni a kol. dosahli hodnot 3,5, 3,6 a 4,5 g/g podle vstupni suroviny v potadi
tundk pruhovany, Scoliodon sorrakowah a Labeo rohita [84]. Je tedy vidét, Ze v této praci

bylo dosazeno daleko vyssSich hodnot, nez uvadi literatura.

5.2.8 Pénotvorna kapacita a stabilita pény

Zelatina se b&zné pouziva jako pénidlo v b&Zné pouzivanych potravinach, jako jsou mar-
shmallows a druhy pfedem namichanych kavovych napojt. Diky tomu je schopnost tvorby
pény a stabilita pény dllezitd pro rozsifené aplikace. Pénivé vlastnosti proteinu mohou byt
ovlivnény zdrojem proteinu, vnitfnimi vlastnostmi proteinu, jeho slozenim a konformaci v
roztoku a na rozhrani vzduch/voda [85]. V této praci dosahovaly hodnoty pénotvorné kapa-
city 2. frakce Zelatiny od 18 do 36% a stability pény od 8 do 24%. Pénotvorna kapacita u
zbylych dvou frakci Zelatiny byla nizk4 u 3. frakce dosahovala hodnot od 8 do 16% pii¢emz
stabilita pény byla 0% a u 1. frakce pénotvorna kapacita od 6 do 8% a stabilita pény byla 0,
2 a 4%. V porovnani s literaturou byly vysledky v této praci obdobné jako v préaci Shyni a
kol., ktefi doséhli hodnot pénotvorné kapacity v pofadi vstupni suroviny tuiidk pruhovany,
Scoliodon sorrakowah a Labeo rohita 21,5, 17,4 a 19,2%, respektive stability pény 17,6, 10,5
a 14,4% [84]. Oproti tomu Rafieian a kol. dosahli hodnot az 220% pénotvorné kapacity,
stabilita pény byla 44% [82].

5.2.9 Emulsifikac¢ni kapacita a stabilita emulse

Hodnoty, kterych bylo v této praci dosazeno u 2. frakce Zelatin, byly emulsifikacni kapacity
v rozmezi od 45,8 do 51,6% respektive stability emulse od 89,7 do 92,9%. U 1. a 3. frakce
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byly taktéz velmi podobné hodnoty emulzifikacni kapacity se pohybovaly kolem 47% a sta-
bility emulse kolem 95%. Rasli a Sarbon, kteti ve své praci extrahovali kufeci kazi, dosli
k vysledku emulsifikaéni kapacity 56,5% a stability emulse 55,8% [86]. Je vid¢t, ze emulsi-

fikacni stability jsou velmi podobné, ale v této praci byla stabilita téméf dvojnasobna.

5.2.10 Stanoveni popela a obsah tuku

U vsech zelatin ptipravenych v této praci byl obsah popela pod 2% nejvice dosahl 1,17%.
Byla vytvotena posloupnost obsahu popela v suroviné, po demineralizaci byl obsah 0,27%,
po nasledné upravé pH pomoci roztoku NaOH a opracovani enzymem Protamex byl obsah
popela v hydrolyzatu v priméru 24,75%, coz nam ukazuje, ze Gpravou pH jsme do systému
zanesli mineralni latky. Nésledovalo dikladné promyti, poté samotnd extrakce 1. frakce a
obsah popela se snizil, pfiCemz nejvyssi hodnota popela u 1. frakce byla pouze 1,17%. Po
nasledné extrakci 2. frakce zelatiny byl obsah popela v rozmezi od 0,35 do 0,7%. Ve 3. frakci
zelatiny byl popel 0,48 a 0,81% a u nerozlozeného podilu dosahoval v priméru 0,48%. Coz
ukazuje, ze demineralizaci jsme se zbavili téméf vSech mineralnich latek a samotna Zelatina
je pouzitelna jak pro potravinaiské, tak farmaceutické ucely, u kterych musi byt obsah mi-

neralnich latek pod 2% [95,96].

Obsah extrahovatelnych latek byl po odtucnéni 5,76% a po extrakci klesl u 2. frakce na

hodnotu 3,41% coz neni ptili$ vysoké ¢islo a ukazuje to na dostate¢nou metodu odtuénéni.

5.2.11 Stravitelnost

Ve spolupraci s Ustavem analyzy a chemie potravin byla provedena u tfi vzorki 2. frakce a
jednoho vzorku 1. frakce analyza zaméfena na stravitelnost v této praci pfipravenych Zela-
tin. Vzorky byly nejprve vysuSeny 1 hodinu pii 105°C a poté byly navazeny do sacku,
které byly predem proplachnuty v acetonu a vysuSeny v digestofi. Takto byly uchovany
pfes noc v exikatoru. Na druhy den byly sacky se vzorky vloZeny do inkubacni 1dhve

s pepsinem rozpusténym v 0,1mol/l HCI, takto pfipravené 1dhve byly vloZeny do inkuba-
toru Daisy pii teploté 37°C po dobu 4 hodin. Poté byly sacky vyjmuty a proplachnuty des-
tilovanou vodou. Po proplachnuti byly sacky opét umistény do inkubacni lahve s pankrea-
tinem, ktery byl rozpustén ve fosfatovém pufru o pH 7,45. Tyto lahve se nechaly inkubovat
24 hodin pfi teploté 37°C. Po uplynuti 24 hodin byly inkubacni lahve umistény do suSarny
na 30 minut pfi teploté 80°C. Poté byly sacky vyjmuty proplachnuty destilovanou vodou a

suSeny 24 hodin pti 105°C. Nasledovalo jejich vychladnuti v exsikatoru a po vychladnuti
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byly sacky vyzihany pii 550°C po dobu 5 hodin po vychladnuti byl zvaZen popel strave-

ného vzorku. Zelatiny viech &tyt vzorkt dosahovaly stavitelnosti pies 99%.

5.3 Navrh optimalnich podminek

Po vyhodnoceni prvni faze bylo zjisténo, ze velky vliv na vysledné vlastnosti a vytéznost 2.
frakce ma hlavné teplota extrakce 1. frakce. Proto byla teplota extrakce 1. frakce Zelatiny
stanovena podle experimentu ¢islo 7 na 50°C a doba na 20minut. V nésledné extrakei 2.
frakce Zelatiny, bylo pozorovanim zjiSténo, Ze v rozmezi teplot 56 az 57°C dochézi k vy-
razné zmeéng¢ struktury kolagenu a jeho rozpusténi viz obrazek 20. Proto bylo rozhodnuto i o
zméng teploty druhé extrakce a to na 60°C a doba extrakce byla zkracena na 5 minut. Bohu-

zel vzhledem k nastalé epidemiologické situaci nemohl byt tento experiment proveden.

Obrazek 20: Zména struktury kolagenu v zavislosti na teploté (°C)
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Vliv doby zrani suroviny po demineralizaci

Vzhledem k vySe popsanym problémtiim, kdy nemohl byt proveden optimalizovany experi-
ment ihned, doslo k tomu, ze surovina po demineralizaci zrala 3 mésice. Coz jak se ukazalo
pii pokusu o optimalizovany experiment byla jiz velmi dlouhd doba zrani, a to 1 prestoze
byla surovina umisténa v temnoté pii konstantni teploté 23°C. Ani velikost zrn jiz nebyla
3mm, ale uz byla vice rozdrobena. Procentualni zastoupeni jednotlivych velikosti zrn je vidét
na obrazku 21. K rozkladu kolagenu doslo jiz pii 44°C u extrakce 1. frakce. Misto toho, aby
se povedlo vyrobit Zelatinu byl vyslednym produktem vysoky vytézek velmi kvalitniho hyd-
rolyzatu, jehoz hodnoty jsou vidét v tabulce 8. Z toho plyne i doporuceni na mensi dobu
zrani, respektive nevyrabét surovinu do zasoby, ale co nejdiive ji po demineralizaci zpraco-

vavat, pokud neni cilem vyrobit hydrolyzat.

Tabulka 8: Analyza kvalitativnich parametr hydrolyzatu
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Obrazek 21: Procentualni zastoupeni velikosti jednotlivych zrn
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5.4 Zhodnoceni vysledkii a vyznam pro praxi

V potravinaiském, farmaceutickém, kosmetickém a fotografickém primyslu je aplikace ze-
latiny zalozena predevs§im na gelovych a viskoelastickych vlastnostech. Velka ¢ast literar-
nich studii se zaméfuje na vyrobu zelatiny z alternativnich zdroji, je to ddno ziejmé i tim,
jak roste poptavka po zelating, nebot’ v posledni dobé a zejména v potravinarském priamyslu,
se objevuje rostouci trend nahradit synteticka ¢inidla pfirodnimi, a proto zde bylo nalezeno
uplatnéni zelatiny ve vyrobcich, jako jsou emulgatory, pénici ¢inidla, koloidni stabilizatory,
Cerici prostiedky, biologicky rozlozitelné obalové materidly a mikroenkapsulacni Cinidla.
Navic na rozdil od komer¢ni zelatiny, u které je v podstaté zpracovano celé zvite, u téchto
alternativnich zdrojl, at’ uz jde o ryby ¢i dritbez, by se k vyrobé Zelatiny pouzivaly ¢asti
povaZované v soucasnosti za odpad. A 1 tato prace se zabyva zpracovanim kufecich kosti ze
strojné oddéleného masa, tedy surovinou, ktera je v soucasnosti z nejvetsi ¢asti likvidovana
v kafileriich. Literarni studie, krom¢ moznosti proveditelnosti extrakce dané suroviny, se
zaméfuji 1 na stanoveni jednotlivych fyzikélné-chemickych vlastnosti. VéEtsinou je vsak sta-
noveni vlastnosti zizené na pevnost gelu a maximalné viskozitu. Tato prace se vSak zabyva
vetsSim mnozstvim analyz vlastnosti, jako jsou schopnosti zadrzovat vodu a vazat tuky, emul-
gaéni a pénivé vlastnosti, které jsou dilezité pti dalSim zpracovani zelatin zejména v potra-
vinafském primyslu. Tabulka 9 ukazuje porovnani jednotlivych provedenych analyz v této
préci s dal§imi pracemi zabyvajici se stejnou vstupni surovinou, ale jinym opracovanim, dale
pak 1 vybrané prace s jinymi vstupnimi surovinami, ve kterych bylo provedeno vét§i mnoz-
stvi analyz. V tabulce jsou zobrazeny nejvyssi naméfené hodnoty jednotlivych praci. Na tuto
tabulku pak navazuje tabulka 10, kterd popisuje vstupni surovinu a parametry kondiciono-

vani a extrakce jednotlivych praci.
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Tabulka 9: Porovnani jednotlivych analyz s dal$imi literarnimi studiemi
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Tabulka 10: Popis vstupni suroviny a parametry kondicionovani, extrakce jednotlivych praci

Reference Autor Vstupni Podminky opracovani, kondicionovani,
surovina extrakce
DP Dujka Kufteci kostni | Demineralizace 3% HCI, 96 hodin pfi
a-2 .frakce separat 23°C, kondicionovani proteolytickym en-
b-3 frakce zymem Protamex, extrakce pfi teplotach
42-50°C a dobé¢ 20 az 60 minut.
c-1.frakce
5 Erge a | Kufeci kostni | Demineralizace 3% HCI, 24 hodin pii
Zorba separat 10°C, alkalické kondicionovani NaOH 1,8
az 4,2% 48 hodin pti 23°C, extrakce od 58
do 82°C, doba 30 az 250minut
79 Rafieian a | Kufeci kostni | Demineralizace a zaroven kyselé kondici-
kol. separat onovani 6,73% HCI 24 hodin pfi pokojové
teplote, extrakce Zelatin pii 87°C 2 hodiny
80 Rammaya | Kufeci kostni | Demineralizace 3% HCI 24 hodin pfi
a kol. separat 10°C, alkalické kondicionovani 4,0%
NaOH 72 h pti pokojové teploté a extraho-
vana vodou pfi pH 4,0 pii 80 °C po dobu 2
hodin
81 Mokrej§ a | Kufeci kostni | Opracovani 0,03 mol/l NaOH 15 hodin na-
kol. separat sledované lipolyticky enzym Lipolaza 48
hodin a poté odtuc¢néni s etherem a ethano-
lem 20 hodin, kondicionovani s proteoly-
tickym enzymem Protamex 24 az 72 hodin
vSechny kroky pii pokojové teploté. Ex-
trakce pfi teploté 64-80°C a dobé 60-180
min.
84 Shyni  a | KiZe tundka | Opracovani 0,1 mol/l NaOH 2 hodiny pfi
a-tundk pruh. | kol. pruhova- -27°C, kyselé kondicionovani 0,2 M
b-Scol. sorrak ného, Scolio- | CHsCOOH 24 hodin pti 4°C, extrakce pfi
c-Labeo rohita don  sorra- | 45°C 12 hodin.
kowah a La-
beo rohita
87 Roy a kol. | Hovézi srdce | Opracovani 0,5 mol/l NaOH 30 minut, ex-
a-srdce trakce pti 80°C 4 az 6 hodin.
b-nerozlozeny Nerozlozeny podil po extrakci kondicio-
podil novan enzymem pepsinem v 0,5 mol/l
CHsCOOH 24 hodin, extrakce pii 80°C 2
hodiny.
88 Mrazek a | Kufeci kiize | Opracovani 0,5% NaOH, odtu¢néni petro-
kol. letherem a ethanolem, kondicionovani

proteolytickym enzymem Polarzyme, ex-
trakce pfi teploté 40 az 80°C 60 minut.
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Porovnanim jednotlivych vyse v tabulce uvedenych Zelatin je vidét, ze naptiklad vytézky u
kyselého a alkalického kondicionovani jsou si velmi podobné, pohybuji se v rozmezi u ky-
selého od 11,3 do 19,7% a u alkalického v rozmezi od 4,1 do 16%, vétSich vytézki dosa-
huje kondicionovani enzymatické, které bylo v rozmezi od 18,8 do 72%, pfi¢emz nejvyssi
hodnoty bylo dosaZeno v praci Mrézek a kol., kde byl ke kondicionovani pouzit proteoly-
ticky enzym Polarzyme [88]. Vysledny vytézek byl u 2. frakce, kterd tvofila gel v rozmezi
od 14,4 do 52,8%, cozZ je v nejvyssi hodnoté o dost vice neZ u vétSiny ostatnich literarnich
studiich, jedinou vyjimkou je vySe zminéna prace Mrazek a kol. [88]. Celkovy vytézek by
byl jesté vyssi, nebot ten se pohyboval v rozmezi od 56 do 90,3%, protoze i 1. frakce,
ktera sice neutvoftila gel, by se dala v primyslu pouzit hydrolyzat. 3. frakce jiz bylo malo,
proto bylo pouzito mixu Zelatin vyextrahovanych za stejnych teplot, ale pfi riznych casech

a taktéz ta ve dvou ptipadech ze tfi utvotila gel.

Pevnosti gelu zelatin bylo v této praci dosazeno od 80 do 390 Bloom. Pfi porovnani je vi-
dét, ze nejvyssi hodnoty pevnosti gelu bylo dosazeno v praci Erge a Zorba, ktefi se pohy-
bovali v rozmezi od 200 az do 1170 Bloom [5]. Dalsi prace se stejnou vstupni surovinou
dosahovaly pevnosti gelu v rozmezi od 60 do 370, kdy 60 Bloom bylo dosazeno v praci
Rammaya a kol. [80] a 370 Bloom v praci Rafieian a kol. [79], v praci Mokrejs$ a kol. bylo
dosazeno pevnosti 140 Bloom [81]. Mrazek a kol. zpracovavajici kuteci ktize se pohybo-
vali v rozmezi od 252 do 354 Bloom [88]. V praci Roy a kol., kteti zpracovéavali hovézi
srdce, bylo dosazeno hodnot od 96 do 268 Bloom [87]. Pfi zpracovani kizi z nékolika
druhti ryb v praci Shyni a kol. bylo dosaZeno nejvyssich hodnot u jednotlivych ryb od 124
do 206 Bloom [84].

Viskozita Zelatin se pohybovala v rozmezi od 1,6 po 6,8 mPa.s u ostatnich praci, kde byla
tato hodnota sledovana se pohybovala v rozmezich od 2,5 mPa.s u prace Shyni a kol. a
vstupni suroviny ziskané z kizi ryby Labeo rohita [84] az po 5,9 mPa.s u prace Rafieian a

kol., kde vstupni surovinou byly kufecich kosti ze separace [79].

Teplota tani zelatin se pohybovala v rozmezi od 28,9 do 38,4°C. Pfi stejné vstupni suro-
vin€ dosahli ve své praci Erge a Zorba hodnoty 33,7°C [5]. Obdobnych hodnot teploty tani
Zelatin bylo ziskano i1 v praci Roy a kol., ktefi jako vstupni surovinu pouzili hovézi srdce,
dosahli hodnot v rozmezi od 28,7 do 33,4°C [87]. Naptiklad, ale u zelatin ziskanych z kzi
ryb bylo v praci Shyni a kol. dosazeno hodnot od 18,2 do 25,8°C podle druhu ryby, coz je

ale méné nez u této prace [84].
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Teplota tuhnuti se pohybovala v rozmezi od 14,9 do 17,6°C, coz je velmi podobné rybi zZe-
latin€, kde bylo v praci Shyni a kol. dosazeno hodnot v rozmezi od 13,8 do 20,8°C [84], je
ale niz8i nez u prace Erge a Zorba 25,1°C [5] ¢i prace Roy a kol. 25,7°C [87].

Cirost byla u této prace v rozmezi od 1,8 aZ po 10,1%, coZ v nejnizsi hodnoté je totozné
jako u prace Mrazek a kol. [88], ti dosahli 1,9%, ale je to mén¢ nez u rybi Zelatiny nebot’

v praci Shyni a kol. dosédhli az 18,4% u tuiidka pruhovaného [84].

Vodu zadrzujici kapacita se pohybovala v rozmezi od 9,3 do 10,9g/g coz je velmi podobné
hodnotam 10,2 respektive 10,4g/g, kterych dosahli ve své praci Roy a kol. zpracovavajici
jako vstupni surovinu hovézi srdce [87] a neni to mnoho vic, nez je hodnota 8,6g/g, které
dosahli ve své praci Rafieian a kol., kde vstupni surovinou byly kufeci kosti ze separace
[79]. Ostatni prace jiz dosahovaly niz§ich hodnot, pohybovaly se v rozmezi od 1,6 [84] do
5,6g/g [88] a tyto hodnoty jsou spiSe srovnatelné s 1. a 3. frakci Zelatiny ta se pohybovala
v rozmezi od 2,2 u 1. frakce po 7,3g/g u 3. frakce.

Tuk vézaci kapacita se napfi¢ jednotlivymi frakcemi pohybovala v rozmezi od 8,4 po
14,7¢g/g je to daleko vice, nez dosahovaly ostatni prace. Ty se pohybovaly v rozmezi u ku-
feci zelatiny od 0,7g/g [79] do 1,3g/g [88] a u rybi Zelatiny od 3,5 po 4,5g/g [84]. Pouze
Roy a kol. ziskali u zelatiny z hovéziho srdce srovnatelnou hodnotu a to 8,8g/g a dokonce
u nerozlozeného podilu z prvni extrakce, ktery nasledné kondicionovali pepsinem v 0,5

mol/l CHsCOOH, dosahli hodnotu 43,7g/g [87].

Pénotvorna kapacita a stabilita pény se pohybovala u 2. frakce Zelatiny v rozmezi od 18 do
36%, u pénotvorné kapacity a u stability v rozmezi od 8 do 24%, coZ je podobné praci
Shyni a kol., u kterych se vysledky pohybovaly podle druhu ryby v rozmezi od 17 do 22%
u pénotvorne kapacity a u stability v rozmezi od 11 do 18% [84]. Ostatni porovnavané
prace dosahovaly vyss§i pénotvorné kapacity, ta se pohybovala v rozmezi od 49 [87] do
61% [88] a dokonce Rafieian a kol. ve své praci dosahli 220% [79]. Stabilita se pohybo-
vala v rozmezi od 39 [88] po 44% [79]. 1. a 3. frakce Zelatiny dosahovali niz§ich hodnot
pénotvorné kapacity, a to v rozmezi od 6% u prvni do 16% u 2. frakce a u stability u obou

frakci od 0 do 12%.

Emulsifikacni kapacita a stabilita emulse se pohybovaly u vSech tii frakci v podobnych
hodnotach, a to u emulsifikacni kapacity v rozmezi od 45,8 do 51,6% a u stability od 89,7
do 96,7%. Coz je prakticky stejné jako hodnoty u emulsifikacni kapacity 50% respektive u
stability 87,5%, kterych dosahli Mrazek a kol. ve své praci [88].
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Jak je vidét z tohoto porovnani, tak se diky zvoleni vhodnych technologickych podminek
povedlo v této praci pripravit zelatiny, které jsou srovnatelné s nejlepsimi vysledky Zelatin

ostatnich porovnavanych praci, ale pfitom vétSinu vysoce prevysuji vytézkem.

Pouziti v praxi u zelatin / hydrolyzati vyrobenych v této praci je velmi Siroké 1 diky niz-
kému obsahu popela, ktery je znamkou toho, ze se v této Zelatiné nebo hydrolyzatu nachézi
jen velmi malé mnozstvi mineralnich latek. Pro pouziti ve farmacii musi byt pod 2% coz
vSechny frakce splituji [95,96]. V potravinafstvi je velmi dulezitou vlastnosti vodu zadrzu-
jici kapacita, nebot’ tato vlastnost je zadouci v potravinach, jako jsou klobasy, krémy a
tésto, protoze Zelatiny mohou nasavat vodu bez rozpusténi proteinti, a tim dosdhnout za-
husténi a viskozity produktu a je dilezitym prvkem pro snizeni ztraty vody a $t'avnatosti
zmrazenych ryb nebo masnych vyrobkl béhem jejich vareni [89]. Taktéz schopnost vazat
tuky se v potravinaistvi vyuziva na ptiklad pti vyrobé mletého masa, ve kterém poméaha
zachovat chut’ a prodluzuje i trvanlivost peciva, polévek a masnych vyrobkt. Emulsifi-
kac¢ni kapacita a stabilita emulse jsou dualezité v kosmetickém pramyslu, kde se jich vyu-
Ziva zejména pii ptipravé masti a krémt. V této praci byly pénotvornd kapacita a stabilita
pény o néco nizsi, proto neni uplné zifejmé, zda by se tato zelatina hodila 1 pfi vyrob¢é mar-
shmallows. Zelatinu s niz§i hodnotou pevnosti miizeme pouzit pii vyrobé gumovych med-
vidki, nebo pii vyrobé sekanych, konzerv a syrii jako pojivo. Zelatina s vyssi hodnotou
pevnosti nalezne pouziti pii vyrobé aspiki, zelé bonbont ¢i vyrobé jogurtli a v mnoha dal-
Sich aplikacich. Ve farmacii lze takto pfipravené zelatiny pouZit pfi vyrobé jak tvrdych
kapsli, tak m&kkych kapsli. TaktéZ hydrolyzat vyrobeny v této praci miizeme pouZit v po-
travinafstvi bud’ jako prisadu do nizkotu¢nych produktti, nebo jako pridavek pti vyrobé de-
zertd. Dale by bylo mozné ho pouzit do ovocnych népojt k zvyraznéni sladkych a ovoc-
nych chuti a také naptiklad k €ifeni piva ¢i vina. V kosmetice se mlizZe pouZit pii vyrobé
krémi pecujici o pokozku. Ve farmacii by Sel pouzit k vyrobé¢ kapsli a implantatti. V 1ékar-
stvi by mohl byt vyuzit pti vyrob¢ energetickych, dietnich a 1écivych doplnki.

Dalsi vyzkum spojeny s timto materidlem, by se mél zamétit na dvé mozZné Gpravy tohoto

postupu. Bylo by vhodné zaméfit se na faktory spojené s extrakei 2. frakce a také na to, jak

by zkraceni doby demineralizace ovlivnilo kvalitu a vytézek zelatin.
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ZAVER
Diplomova prace s nazvem Optimalizace piipravy Zelatin z kufeciho kostniho odpadu je

rozdélena na dvé Casti, teoretickou a praktickou.

Teoreticka ¢ast se zaméfuje na popis vyroby Zelatiny, pficemz je zde zminéna i deminerali-
zace, coz je preduprava spojend se vstupni surovinou, ve které jsou obsazeny kosti. Dale je
v ni popisovana pieduprava a extrakce z alternativnich vstupnich zdroji, nebot’ tyto suroviny
jsou na trhu stale nové a procesni podminky jednotlivych studii jsou velmi rozdilné. Posledni
¢ast je zamérena na popis funkénich vlastnosti zelatin, at’ uz se jedna o vlastnosti spojené se
zelirovanim ¢i s vazanim vody, o povrchové vlastnosti, anebo v neposledni fad¢€ o filmo-

tvorné vlastnosti ¢i tvorbu mikrokapsli.

Experimentalni ¢ast se zabyva moznosti extrakce zelatiny a hydrolyzati ze vstupni suroviny,
kterou byl kuteci kostni odpad ziskany jako vedlejsi produkt pfi strojnim opracovani masa.
Tato surovina byla nejprve demineralizovana 3% kyselinou chlorovodikovou a to po dobu
96 hodin. Néasledovalo kondicionovani 0,6% proteolytické¢ enzymu Protamex pfi pH 6,5 az
7 po dobu 24 hodin, coz je postup, ktery mél zlepsit vytézek zelatiny, ale ktery byl v této
praci u této vstupni suroviny, alespont podle dostupnych informaci, pouzit tpln€ poprvé. Ci-
lem této prace tedy bylo studium procesnich podminek za ucelem zdokonaleni vytézku ze-
latiny a nasledné analyzy kvalitativnich parametrt Zelatin. Za timto ucelem byly sledovany
dva faktory tykajici se extrakce Zelatin. Témito faktory byly faktor A teplota extrakce a fak-
tor B doba extrakce. Nejdfive byl proveden pilotni experiment, nebot’ jak jiz bylo zminéno
vyse, byl tento postup ptipravy suroviny pouzit poprvé. Toto se odrazilo i1 na stanoveni fak-
tord, ty byly na zaklad¢ predchozi bakalafské prace a literarnich studii nejprve nastaveny na
teplotu od 60 do 80°C a dobé¢ extrakce od 60 do 120 minut, ale jiZ po prvnim pilotnim expe-
rimentu, ktery probihal pfi teploté 60°C po dobu 60 minut, doslo k téméf Gplnému rozkladu
suroviny. Takto ziskand zelatina neutvoftila gel. JelikoZ cilem bylo vyextrahovat Zelatinu,
doslo na zaklad€ pozorovani pilotniho experimentu k tpravé faktorti a to nasledovné: doba
extrakce se snizila na rozmezi od 20 do 60 minut a teplota extrakce 1. frakce byla snizena

v rozmezi od 42 do 50°C.

Metodika prace byla stanovena na zaklad¢ faktorové metody Taguchi design, a to podle fak-
torti takto 3*+1 slepy experiment, ktery byl bez ptidavku enzymu. Na timto zpisobem zis-
kanych Zelatinach byly provedeny analyzy kvalitativnich parametrti. Zde se opét projevilo,

ze jde o dosud nevyzkousSeny postup opracovani, protoze proti v§em piedpokladiim nedoslo
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ani u jednoho experimentu k pfeméné Zelatiny 1. frakce na gel, ale bylo toho docileno az u
2. frakce, a proto byly analyzy provadény az u zelatiny 2. frakce. U jednotlivych experimentii
se ukazalo, jaky vliv ma tepelnd historie opracovani, protoze faktory byly ménény jen u 1.
frakce, ale vlastnosti 1 vytézky se ménily i1 u 2. frakce, a to dokonce dle statistického pro-
gramu MiniTab 19 v daleko véts$i vyznamnosti nez u 1. frakce. 3. frakce byla taktéz ovliv-
néna tepelnou historii. Vytézek 2. frakce se pohyboval od 14,4 do 52,8% a pevnost gelu od
80 po 390 Bloom. Nejnizsiho vytézku bylo dosazeno pii experimentu 9 kdy teplota extrakce
1. frakce byla 52°C a doba extrakce byla 60 minut, ale tento experiment dosahoval nejvyssi
pevnosti gelu a to 390 Bloom. Nejvyssiho vytézku bylo dosazeno pii experimentu 5 kdy
teplota extrakce byla 46°C a doba extrakce 40 minut. Nejniz$i pevnosti gelu bylo dosazeno
vytézku 2. frakce, a to 2,40%, bylo dosaZeno pii experimentu 10, kdy ke kondicionovani
nebyl pouzit enzym. Pii tomto experimentu bylo dosazeno i celkové nejvyssi pevnosti gelu
a to 460 Bloom, ale jak je vidét, pfidavek enzymu velmi vyrazné ovlivni vytézek Zelatiny,
byt za cenu sniZzeni pevnosti gelu. Celkova vytéznost se pohybovala v rozmezi od 56 do
90,3%, musi se totiz brat v potaz i to, Ze 1. frakce sice nebyla zelatina, ale hydrolyzat avSak
velmi kvalitni. Nejvyssi hodnota obsahu popela byla 1,17%. Analyzy teploty tani gelu uka-
zaly, Ze tato teplota v podstaté kopiruje pevnost gelu. Nejvyssi hodnoty 38,4°C bylo dosa-
pevnosti gelu 80 Bloom. Teplota tuhnuti gelu se pohybovala od 14,9 do 17,6°C. Vodu zadr-
zujici kapacita se pohybovala ve velmi izkém intervalu a to od 9,3 do 10,9g/g. Tuk vézaci
kapacita byla pfi nejnizsi hodnoté 9,8 a nejvyssi 14,7g/g. Pénotvorna kapacita byla od 18 do
36% a stabilita pény od 8 do 24%. Emulsifika¢ni kapacita se pohybovala v rozpéti od 46,6
do 51,6% a stabilita emulse byla od 89,7 do 93,1%. Analyzam byly taktéZ podrobeny Zela-
tina’hydrolyzat 1. frakce a Zelatina 3. frakce. Vysledky téchto analyz byly velmi podobné
analyzam 2. frakce jenom s tim rozdilem, ze u prvni se neprovadély analyzy spojené s Zeli-
rovacimi vlastnostmi. Dal§imi rozdily byly, Ze vodu zadrZujici kapacita bylau 1. frakce v in-
tervalu od 2,19 do 2,47g/g, coz je nizsi nez u 2. frakce, 3. frakce se pohybovala od 2,2g/g,
coz bylo u mixu Zelatin ziskanych z experimentech vyrobenych pii teploté extrakce 46°C. O
néco nizsi byly 1 pénotvorné kapacita a stabilita emulse, ty byly u kapacity u 1. frakce od 6
do 8% respektive u druhé od 8 do 20%, stabilita byla u prvni od 0 do 4% a u tfeti byla dvakrat
0% a v jednom piipadé u mixu Zelatin ziskanych z experimentl pii teploté extrakce 46°C

byla 12%.
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Po prozkoumani jednotlivych procesnich parametrti a vyslednych analyz kvalitativnich pa-
rametrt byl pro optimalizovany pokus vybran experiment 7, ktery byl extrahovan pfi teploté
50°C a dobé& 20 minut. Tento experiment dosahoval vytézku 2. frakce 30,8%. Pevnost gelu
byla 269 Bloom. Pii extrakcich 2. frakce byla pozorovana zména struktury kolagenu v roz-
mezi teplot 56 az 57°C, tomu byl pfizptisoben i optimalizovany pokus. Vlivem pandemické
situace vSak nebylo mozné provést extrakci optimalizovaného pokusu v kratké dobé po de-
mineralizaci, surovina tedy zrala po dobu 3 mésict, coz se ukazalo jako velmi dlouha doba
zrani a vysledkem nebyla Zelatina, ale byl jim vysoky vytézek hydrolyzatu, ktery cinil

74,2%.

Vstupni surovina pfipravena timto zpisobem splnila pfedpoklady, ze diky demineralizaci by
mohlo byt dosazeno vétSich vytézkh Zelatiny/hydrolyzatu. Byla vyrobena zelatina/hydroly-
zat, kterd diky svym vlastnostem, jako je pevnost gelu, teplota tani gelu nebo vodu zadrzujici
kapacita, tuk zadrzujici kapacita ¢i emulsifikacni kapacita mtize mit Siroké pole ptsobnosti
pfi ruznych aplikacich v primyslu. Diky nizkému obsahu popela mtize najit Zelatina/hydro-
lyzat pouziti ve farmaceutickém nebo potravindiském primyslu a nemusi se podrobovat
dalsi upravé. Navic zkouska stavitelnosti prokazala vice jak 99% stravitelnost. Tento zptisob
piipravy suroviny spliiuje principy bezodpadového hospodaistvi, nebot’ 1 fosforecnan vépe-
naty, ktery byl ziskan pfi demineralizaci kosti, miiZze byt pouZit naptiklad v zemédélstvi jako
hnojivo. Tato Zelatina by navic méla spliiovat 1 ptfisné limity spotieby potravin stanovené
naboZenskymi zakony. V této praci bylo prokazano, Ze vhodnou volbou technologickych
podminek Ize z kufeciho kostniho separatu, jakozto vedlejSiho ZivociSného produktl pii
strojnim odd¢€leni masa, ziskat vysoce kvalitni zelatiny, které mohou byt zaroven alternati-

vou k Zelatinam vyrobenych z klasickych zdrojt.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

NaOH hydroxid sodny
HC1 kyselina chlorovodikova
H>SO4 kyselina sirova

CHsCOOH kyselina octova

CsHzO- kyselina citronova

Ca(OH): hydroxid vapenaty

Hs;PO4 kyselina fosfore¢na

(NH4)2SO4  siran amonny

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctovou

NaHCOs hydrogenuhli¢itan sodny

Gly glycin

Pro prolin

Hyp hydroxyprolin
PLLA kyselina polymlécna

FTIR infraCervena spektroskopie Fourierovy transformace
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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).
ProtamexX........ccccevvvvvviienienieenen. 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 foodgrade 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 hydroly-

sates 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 Figure 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 Pro-

tamex at a certain temperature is influenced by the type and concentration of the proteins

present.
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Fig. 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 pH is 4, 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 documenta-
tion 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 vacuu-
ming 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
is documented only if the production includes processing steps in which the product is re-

moved 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.
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Storage

Enzymes gradually lose activity over time depending on storage temperature. Cool conditi-

ons 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.
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Laws, regulations and third party rights may prevent
customers from importing, processing, applying and/or
reselling certain products in a given manner. It is the
responsibility of the customers that their specific use of
products from Novozymes does not infringe relevant
laws and regulations and, furthermore, does not
infringe patents or other third party rights.

The contents of this document are subject to change
without further notice.
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