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ABSTRAKT

Tato prace pojednava o moznostech vyuziti vedlejSich dribezich produktt
jako suroviny pro ptipravu Zelatiny. Pii pordzce driibeze a nasledném zpracovani
masa vznika velké mnozstvi vedlejSich zivo¢isnych produktd, napt. kize, kosti,
hlavy a jiné, které jsou bézné zpracovavany v kafilériich na masokostni moucku
a dale jako krmiva pro domaci mazlicky. Jednd se o potenciadlni suroviny
s vysokym obsahem bilkovin, zejména kolagenu, z néhoz je mozné piipravit
zelatiny.

Tradi¢nimi zdroji Zelatin jsou hovézi &i vepfové kiize nebo kosti. Zelatinu je
mozné rovnéz Vyrobit i z alternativnich zdrojd, jako jsou kuieci kiize nebo
béhaky. Odpad vznikajici béhem zpracovani driibeze muze byt problematicky
vzhledem ke svému biologickému pivodu. Jeho minimalizace a transformace na
upotiebitelné produkty je tedy velmi Zadouci.

Ptiprava Zelatin z driibezich vedlejSich produktii zahrnuje né&kolik fazi.
Nejprve je nutné surovinu rozemlit a odstranit doprovodné latky (pigmenty a
nekolagenni bilkoviny), napf. pomoci roztokit NaCl a NaOH. Dalsi fazi je
separace tukll. K tomuto ucelu je mozné pouzit smés rozpoustédel, napft.
petrolether a ethanol. Nasleduje piedtiprava suroviny a extrakce zelatiny. Bézné
se vyuziva alkalicka €1 kysela pfeduprava; v této praci byl pro tento Ucel vyuzit
biotechnologicky (enzymovy) zptsob z divodu veétsi Setrnosti K Zivotnimu
prostiedi. Extrakce zelatin byla provadéna ve vodé pii teplotach 40-80 °C po
dobu 30-120 min. Mnozstvi enzymu béhem pteduapravy suroviny bylo 0,2-0,8
%. Pro zlepSeni efektivity procesu byly vyuzity faktorové experimenty za
ucelem zjisténi vlivu jednotlivych technologickych faktor na vytézek a kvalitu
Zelatiny.

U pftipravenych vzorkt zelatin z béhaku, hlav a kazi byly stanoveny vytézky a
dosazeno pevnosti gelu az 350 Bloom, coz je hodnota ptevySujici bézné
komer¢ni Zelatiny vyrobené z hovézich ¢i vepfovych tkani. Také vytézek
zelatiny byl pomérné vysoky (cca 40 %). Byly testovany dalsi vlastnosti
vynamné zejména pro potravinaisky pramysl, jako napf. viskozita, cirost,
vaznost vody a tuku, emulzifika¢ni ¢i pénotvorna kapacita a stabilita, tepelna
stabilita gelu, teplota tani a gelace a mikrobialni kontaminace Zelatin.

Vysledky studie ukazaly, Ze vlastnosti pfipravenych Zelatin jsou srovnatelné,
nebo v nékterych ptipadech lepsi, nez vlastnosti komerénich zelatin. Vyvinuty
biotechnologicky zpisob ptipravy zelatin je konkurenceschopny Kk bézné
pouzivanym metodam v primyslu. Zelatina pfipravena z dribeZich vedlejsich
produkti muze byt alternativou K tradiénim vepifovym ¢i hovézim zelatinam.



ABSTRACT

This work deals with the possibilities of using poultry by-products as a raw
material for the preparation of gelatine. Slaughter of poultry and processing of
meat produces a large number of by-products, such as hides, bones, heads and
others, which are commonly processed to meat-and-bone meal and as pet food.
These are potential raw materials with a high protein content, especially
collagen, from which it is possible to prepare gelatines.

Traditional sources of gelatine are beef or pork skins and bones. Gelatine can
be prepared from alternative sources, such as chicken skins or feet. Waste
generated during poultry processing can be problematic due to its biological
origin. Its minimization and transformation into value-adedd products is
therefore highly desirable.

The preparation of gelatine from poultry by-products involves several stages.
First, it is necessary to grind the raw material and remove non-collagenous
substances (pigments and non-collagenous proteins). This can be achieved using
NaCl and NaOH solutions. The next stage is the separation of fats. A mixture of
petroleum ether and ethanol solvents is appropriate for this purpose. This is
followed by pre-treatment of the raw material and extraction of gelatine.
Alkaline or acid pret-reatment is commonly used, but in this work a
biotechnological (enzyme) method was used due to the greater environmental
friendliness. Gelatine extraction was performed in water at temperatures
between 40-80 °C for 30—120 min. The amount of enzyme at pre-treatment of
the raw material was 0.2-0.8%. To improve the efficiency of the process,
factorial experiments were used to determine the influence of individual
technological factors on the yield and the quality of gelatine as well.

The yields of the prepared chicken feet, head and skin gelatine samples were
determined and the functional properties were tested; the most important quality
indicator is the strength of the gelatin gel. The gel strength of up to 350 Bloom
was achieved, which is a higher value than conventional commercial bovine or
porcine gelatines have. The yield of gelatine (approx. 40 %) was relatively high.
Properties of particular importance to the food industry were tested, such as
viscosity, clarity, water and fat binding, emulsifying or foaming capacity and
stability, thermal stability of the gel, melting and gelling temperature, and
microbial contamination of gelatines.

The results of this study showed that properties of prepared gelatines are
comparable or in some cases better than the properties of commercial gelatines,
which means that the biotechnological method of gelatine preparation is
competitive with commonly used methods in industry, and gelatines prepared
from poultry by-products may be an alternative to traditional pork or beef
gelatines.
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1. TEORETICKY RAMEC

1.1 Kolagen

Zelatina je ziskavana tepelnou denaturaci a ¢asteénou hydrolyzou tkani, které
obsahuji kolagen, coz je ve vod¢ nerozpustny vlaknotvorny protein dilezity pro
zachovani strukturni integrity a mechanickeé pevnosti zivoc¢isnych tkani. Nachazi
se zejména v kazi, kostech, slachach, cévach ¢i chrupavkach. Kolagen patii do
skupiny skleroproteini a je to nejdilezitéjsi protein mezi zivociSnymi
bilkovinami a poskytuje ochranu ktiZze inhibici absorpce toxinti a patogent, ma
siroké tkanové funkce, jako je pieziti bunck, proliferace a diferenciace, je
zodpovédny za pruznost, pevnost, hydrataci klZze, pomdahd pi1 hojeni
poskozenych kosti nebo cév a tvoii 25-35 % vsech zivocisnych bilkovin jak u
obratlovci, tak 1 bezobratlych; je tedy nejrozsifencjSim proteinem Zivocicha.
Kolagen mé vyznamné vlastnosti, jako je vysokd pevnost v tahu, nizka
antigenicita a dobra biokompatibilita (Schmidt, 2016; Krishnamoorthi, 2017).

1.1.1 Typy kolagenu

Dosud bylo objeveno 29 typt kolagenu, které se liSi sekvenci aminokyselin,
molekulovymi hmotnostmi, strukturou i funkcemi. Kolagen typu I, ktery se
vyskytuje nejcastéji, Se nachazi zejména v pojivovych tkanich, jako jsou kiize,
kosti, zubni sklovina, vazivo, déloha, cévy, pouzdra organd, Slachy nebo
rohovka. Kolagen typu Il se vyskytuje v hyalinnich a elastickych chrupavkach,
ploténkach a sklivci oka. Kolagen typu Il se vyskytuje v kizi, stieve, cevach
nebo déloze a souvisi s vékem: velmi mlada kiZze muze obsahovat az 50 %, ale
postupem casu klesd na obsah 5 az 10 %. Dalsi typy kolagenu jsou ptitomny
pouze ve velmi malém mnozstvi. Kolagen typu IV se vyskytuje v bazélnich
membranach a neuromuskularnich spojenich. Kolagen typu V se nachazi v kazi,
embryonalni tkani, rohovkach nebo kostech. Kolagen typu VI obsahuje kiize,
cévni systém, kosti, chrupavky ¢i rohovka. Kolagen typu VII obsahuje kiize,
amniotickd membrana, mocovy méchyft, sliznice dutiny ustni, pupecni Siilira,
nebo zpevnujici fibrily. Kolagen typu VIII se nachadzi v kuzi, bazalnich
membranach, cévach, kostech, chrupavkach nebo nékterych endotelickych
bunkéch. Kolageny typu I, II, III, V, XI, XXIV a XXVII tvoii fibrily, zatimco
ostatni typy tvoii vlakna, které neagreguji do fibril. Nejcastéji se vyskytuji typy
tvotici vldkna, ale existuji typy tvofici napt. koralky, membrany s pferuSenim
helixt, fibrily s pferusenim helixt a multiplexy (Chagnot, 2012; Silvipriya,
2015; Subhan, 2017).

1.1.2 SlozZeni a struktura

Struktura kolagenu typu | zahrnuje 1014 aminokyselinovych zbytka, které
jsou spojeny peptidovou vazbou. Peptidova vazba mezi jednotlivymi



aminokyselinami vznika kondenzaci dvou riznych aminokyselin a tvofi tak tzv.
a-fetézce s molekularni hmotnosti pfiblizn¢ 100 kDa. Kazdy z a-fetézct vytvari
levotocivou Sroubovici v konformaci polyprolin II. Tt a-fetézce jsou vzajemné
stoCeny kolem sebe do vysledné pravotoCivé super-Sroubovice nazvanou
tropokolagen obsahujici koncové globularni domeny (telopeptidy), které se dale
rozvijeji. Molekuly tropokolagenu maji délku 300 nm, primér 1,5 nm,
molekulovou hmotnost 330 kDa, jsou stabilizovany hydrofobnimi a
elektrostatickymi interakcemi mezi tetézci, vytvaieji hustou sit’ kolagennich
fibril (obr. 1) a tvofi zakladni stavebni jednotky kolagenu. Postupné pravotocivé
zatoCeni molekul umoziuje postrannim aminokyselinovym skupinam riiznych
velikosti za€lenéni do struktury kolagenu (Damodaran, 2010; Silva a Penna,
2012).

- /1 — .
Y
&

Obr. 1. Fibrily kolagenu (SEM)

V molekule kolagenu jsou zastoupeny 4 biogenni prvky: uhlik (51 %), kyslik
(25 %), dusik (17 %) a vodik (7 %). Kolagen obsahuje celkem 20 typu
aminokyselin, pficemzZ nejvetsi zastoupeni mé nejmensi aminokyselina glycin
(35 %), déle prolin (15 %), hydroxyprolin (12,5 %) a alanin tvoii 11 % z obsahu
aminokyselin v kolagenu. Casto se opakuji sekvence aminokyselin —(Gly-X-
Pro)-, nebo —(Gly-X-Hyp)—, pficemz X je jinda aminokyselina. Glycin je
nejmensi aminokyselina, jeji postranni skupina je tvofena jedinym atomem
vodiku, coz umoziuje tésné Sroubovicové usporadani molekul, zatimco prolin a
hydroxyprolin obsahuji tuhé pyrolidinové krozky, které tvofi stérické zabrany,
coz prispiva k tuhosti a tepelné stabilité fetézcti (Darmanto, 2014; Nur Hanani,
2014).

Jednotlivé  fetézce  kolagenu  jsou  stabilizované  hydrofobnimi,
elektrostatickymi a vodikovymi vazbami, pfi¢emz vVodikovych vazeb je né€kolik
typti: pfima vazba mezi CO a H glycinovych zbytkii dvou sousednich
polypeptidovych fetézci, nebo prostiednictvim molekul vody, které tvori
mistek mezi CO a OH skupinou hydroxyprolinu, nebo mezi OH skupinami
dvou hydroxyprolinovych zbytki. AvSak pocet a typ vodikovych vazeb



Vv Zelatin€é neni dosud jasné definovan. Princip hydrofobnich interakci spociva
ve zvySeni elektrostatického  odpuzovani mezi  nabitymi  naboji
aminokyselinovych zbytk v hydrofobnich oblastech, ¢imz se umozituje vznik
struktury sklddaného listu, kterd piispiva k prodlouzeni fetézci molekul.
Elektrostatické interakce vznikaji v dusledku pfitomnosti kladné i zaporné
nabitych skupin v proteinu a jsou ovlivnény pH a koncentraci soli (Darmanto,
2014; Nur Hanani, 2014).

Zastoupeni jednotlivych aminokyselin se muze liSit podle druhu zivocicha,
avSak s wvyjimkou prolinu a hydroxyprolinu. Hydroxyprolin se témgér
nevyskytuje v jinych proteinech (kromé elastinu, kde je jeho obsah velmi nizky)
a proto na zaklad¢ stanoveni mnozstvi hydroxyprolinu Ize zjistit obsah kolagenu
v zivo€iSné tkani (vynasobenim koeficientem 8). Hydroxyprolin mé také
dulezity vyznam pii hydrataci a stabilizaci struktury kolagenu podporou tvorby
vodikovych vazeb mezi i uvnitt jednotlivych a-fétezci. Dalsi aminokyseliny
jsou zastoupeny ve vyrazné menS$im mnozstvi (Brinckmann, 2005). Fibrily
kolagenu jsou stabilizovany proti mechanickému namahani kovalentnim
zesitovanim a maji schopnost botnat, ale nejsou rozpustné ve vodé€, ani
Vv roztocich soli, nebo slabych kyselin ¢i zasad. K vysoké pevnosti fibril
ptispivaji také dalsi inter- a intramolekularni vodikové, elektrostatické a
hydrofobni interakce. Kolagen velmi mladych zvifat je rozpustny v teplé vode¢,
avSak s pfibyvajicim vékem Zivocicha dochazi ke ztraté této vlastnosti, nebot’ se
zvySuje stupen pricného zesitovani kolagennich fetézcii a soucasné dochdzi k
poklesu schopnosti kolagenu vézat vodu, coz se projevuje napf. sniZzenim
elasticity kiize. Stupen zesitovani se také souvisi s typem kolagenni tkdné. Toto
zesitovani je u ostatnich proteinti neobvyklé s vyjimkou elastinu, coz je dalsi
vlaknotvorny protein (Nelson a Cox, 2005; Damodaran, 2010).

Molekuly kolagenu obsahuji dvé centra schopné navdzat molekuly vody
elektrostatickymi nebo  vodikovymi  vazbami: polarni  skupiny
aminokyselinovych zbytki a dusik a kyslik peptidové vazby. Voda tvofi
piiblizné 20 % hmotnosti kolagenu a je dulezita pro jeho fyzikani vlastnosti,
nebot’ umoziuje uvolnéni pohybového omezeni peptidovych fetézci a zvyseni
vzdalenosti mezi sousednimi fetézci (Lapcik a Peterkova, 2000).

1.1.3 Biosyntéza

Peptidové fetézce vznikaji na hrani¢ni membrané ribozomi, kde dochazi ke
kondenzaci aminokyselin, vznikaji a-fetézce, které jsou transportovany do
dutiny endoplasmatického retikula. Zde dochazi k hydroxylaci prolinu a lysinu,
glykosilaci vybranych hydroxylysinid, kazdy a-fetézec se spojuje se dvéma
dals$imi a wvznikd trojSroubovicova struktura (tropokolagen). Nasleduje
vylucovani kolagennich molekul do mimobunééného prostoru, kde jsou
prostiednictvim specifickych proteolytickych enzymu odStépeny propeptidy
(aminokyseliny vyskytujici se na aminovem a karboxylovém konci kolagenniho
fetézce) a vznikaji kolagenni molekuly, které obsahuji nehelikalni zakonceni



fetézcu (telopeptidy). Molekuly kolagenu se spojuji a tvofti fibrily, které agreguji
a tvofi jednotlivd kolagenni vlakna, které vzijemné situji prostiednictvim
mimobunéénych enzymt (lysyloxidazy), které zpusobi oxidacni deaminaci
lysinu a hydroxylysinu, vznikd alysin a hydroxyalysin, ktere obsahuji
aldehydové skupiny reagujici s lysinovymi a hydroxylysinovymi zbytky za
tvorby dehydrohydroxylysinorleucinu a
dehydrohydroxylysinohydroxynorleucinu - Shiffovy baze, které jsou vsak citlivé
na pusobeni tepla a kyselin. Vyzkum naznacuje, ze Shiffovy baze jsou pouze
meziclanek, ktery je postupné s pfibyvajicim v€kem zivoicha nahrazovéan
tepelné 1 chemicky stabilngjSim zesitovanim, coz ma za nasledek pokles
rozpustnosti a schopnosti kolagenu botnat. Sitovani také probiha napt. reakci
mezi dvéma allysinovymi (lysin obsahujici aldehydovou skupinu) zbytky, nebo
dasledkem tvorby disulfidickych vazeb mezi cysteinovymi zbytky, ¢i
prostiednictvim transglutaminaz mezi glutaminem a lysinem, aldolovym
sitovanim mezi dvéma lysiny a dalSimi sitovacimi mechanismy, avSak lysinové
a hydroxylysinové zbytky a jejich aldehydové derivaty se nejvice podileji na
intra- a intermolekularnim sitovani kolagennich molekul. Sitovani muze
probihat 1 mezi riznymi typy kolagenu, coZ bylo potvrzeno u kolagent typu I a
1l metodou Edmanova odbouravani. Sitovani je ziejmé vice specifické pro
konkrétni tkan nez pro dany typ kolagenu (Alberts, 1983; Bailey a Light, 1989;
Lapcik a Peterkova, 2000; Baynes a Dominiczak, 2004; Eyre a Wu, 2005).

1.1.4 Preména kolagenu na Zelatinu

Chemickym pusobenim pii teplotach nad 60 °C kolagen denaturuje, vznikaji
strukturdlni zmény, narusuji se intramolekuldrni vazby, vznikaji fyzikalné-
chemické zmény a vysledkem je pfeména nativniho kolagenu na kolagen
rozpustny v teplé vod¢ (zelatinu), jak je znazornéno na obr. 2.

K tomuto ucelu se v primyslu vyuZzivaji alkalie nebo kyseliny. Chemicka
pirediprava zplisobi poruSeni intermolekuldrniho zesitovani a také mize
hydrolyzovat molekuly kolagenu na jeji fragmenty, tedy vysledna Zelatina
obsahuje fetézce kolagenu s Sirokou distribuci molekulové hmotnosti. Pii
extrakci kolagenu dochazi k prechodu proteinu z konformace oznacované jako
helix, do stavu nazvaném klubko pfi teplotach kolem 36 °C. Zelatina ma nizsi
molekulovou hmotnost nez nativni kolagen, protoZe je sloZzena ze smési
polypeptidovych kolagennich segmentli s molekulovou hmotnosti v rozmezi 16—
150 kDa. Béhem tvorby Zelatinového gelu pii teplotach pod 30 °C se méni
konformace fetézcii a vytvaii se trojrozmérna sitova struktura velmi podobna
nativnimu uspofadani kolagenu, dochazi ke zpétnému piechodu z klubka na
civku, coz Ize sledovat napt. pomoci Sirokothlé RTG difrakce (Harrington a
Rao, 1970; Godard, 1978).

Byly navrZeny dva zakladni modely uspofadani kolagennich fetézct: ptechod
z konformace klubko na civku lokalnim spojenim tfi riznych fetézcli, nebo
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krystalizacni mechanismus vedouci k ristu vldken podobny modelu, ktery je
znam u syntetickych polymeri (Asghar a Henrickson, 1982).

Kolagen 5
ROV KOOSO Zelatina

e 4

RO | RSOOSR

:
v

g Sol
Tropokolagenni molekula Preduprava '
RSOGO ~Eite™ |
CiSténi Gel
)

Obr. 2. Preména kolagenu na zelatinu

1.2 Zelatina

Zelatina je §iroce primyslové vyuZivany multifunkéni biopolymer, ktery byl
diky svym pozitivnim u¢inkiim na lidské zdravi uznan jako funk¢éni potravina.
Aplikace Zelatiny saha az do roku 4000 pt. n. l., kdy stafi Egyptané pouzivali
lepidlo zalozené na Zelatiné pro spojeni casti nabytku. V anglii za vlady
Jindficha VIII byla zelatina pouzivana jako ptisada do pokrmi na kazdé recepci.
Koncem 17. stoleti zacala komer¢ni vyroba Zelatiny. Po vice neZ sto letech byl
vyrobni proces vylepSen natolik, Ze¢ byla vyrobena Zzelatina s vysokou
molekulovou hmotnosti, ¢imZ byla dosazena jeji vysoka kvalita. V roce 1845
byl udélen patent na vyrobu Zelatinovych dezertli, kterych se v soucasnosti
jenom v USA ro¢né proda asi 300 miliona kust (Schrieber a Gareis, 2007). V

soucasné dobé je celosvétova rocni produkce Zelatiny ptiblizné 600 000 tun
(Grand View Research, 2019).

1.2.1 SlozZeni a struktura

Zelatina je protein s vysokou molekulovou hmotnosti, slozeny z 18
aminokyselin a obsahuje vSechny essencidlni aminokyseliny s jedinou
vyjimkou, tryptofanem. Zelatina je ziskavana kontrolovanou hydrolyzou, ktera
zpusobuje CasteCnou denaturaci kolagenu. Obsah tohoto proteinu Vv Zelating je
85-92 %, zbytek tvoii mineralni soli, tuky a cukry, které navzdory ¢isticim
operacim béhem produkce mohou byt v Zelatin€ obsaZzeny. Tyto molekuly tvoti
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interakce s proteinovymi vlakny a mohou tvofit kovalentni vazby. Né&které
reakce s cukry, jako napt. maillardovy reakce jsou pfi¢inou hnédého zabarveni
zelatiny a mohou ovlivnit gelaéni vlastnosti Zelatiny. Zelatina obsahuje také
piiblizné¢ 8 % vody. Pifeména kolagenu na zelatinu vede ke zménam ve slozeni
molekul nékterych aminokyselin. Napt. pouziti alkalii pii procesu piipravy
zelatiny znamené deaminaci glutaminu na kyselinu glutamovou a asparaginu na
kyselinu asparagovou (Zhou a Regenstein, 2006).

Béhem procesu vyroby zelatiny ztraci kolagen nativni strukturu. Kolagenni
vlakna méni konformaci vlivem tepelného ptisobeni a po ochlazeni dochazi
k ¢aste¢né obnoveé puvodni struktury. Molekuly vody jsou zachyceny uvniti sité
kolagennich vlaken a vznika gelova struktura, ve které maji fetézce kolagenu
odlisné prostorové uspotradani a interakce, coz zavisi na koncentraci zelatiny ve
vodném roztoku, teploté a energii nezbytné pro tvorbu sekundarni struktury
(Guo, 2003).

Podle Coppoly a kol. (2012), ktery charakterizoval strukturu zelatiny pomoci
DSC, dospél k zavéru, ze zelatinovy film (typ B) mlze mit tfi rizné strukturni
stavy: amorfni stav, ktery ma spirdlovou strukturu s primarnimi fetézci;
semikrystalicky stav tvofeny trojitymi helixy a spirdlovou strukturou a
krystalicky stav tvofeny kombinaci trojitych helix(i a spirdlové strukturu. Tyto
tf1 stavy zavisi na rychlosti suSeni Zelatinovych filmi, coZ ma vliv na prostorové
uspoiadani molekul. Vysledky jsou v souladu s dalSimi studiemi (Coppola,
2012).

1.2.2 Surovinové zdroje

Surovinou pro vyrobu Zzelatiny mohou byt pouze tkané zvitat, ktera byla
veterinarné vySetiena a schvalena jako vhodna pro lidskou spottebu. Tradi€nimi
surovinami pii vyrob¢ Zelatiny jsou vepfové a hovézi kuize, avSak Zelatinu lze
také pfipravit z alternativnich zdroju, jako je dribez (Bichukale, 2018), ryby
(Arumugam, 2018), kozi (Mad-Ali, 2017) nebo aligatoii kuze (Goémez—Guillén,
2011), chobotnice (Jridi, 2015), nebo dokonce hmyz (Mariod, 2011). Zelatina
ziskana z veptovych kuzi predstavuje 44 % produkce, z hovézich kazi 28 %, z
hovézich kosti 27 % a pouze 1 % tvoii Zelatiny vyrobené z jinych zdroju
(Ahmad a Benjakul, 2011).

Konzumace vepfové zelatiny je zakazdna v Judaismu a Islamu a hovézi
zelatina je povolena pouze za piedpokladu, Ze byla pfipravena v souladu s
nabozenskymi pozadavky. Hinduistim neni dovoleno konzumovat veptové
produkty za zadnych okolnosti. Indie nebo zemé vychodni Asie, kde je
buddhismus velmi roz§ifeny, maji také ur€itd omezeni, pokud jde o vepiové
maso ¢i zelatinu (Kaewruang, 2013). Hovézi Zelatina mize byt také spojovana s
bovinni spongiformni encefalopatii nebo slintavkou ¢i kulhavkou. Alternativni
zdroje zelatiny, napf. vedlejsi drubezi nebo rybi produkty, jsou proto vysoce
zadouci pro produkci halal (v souladu s islamskym ucenim) Zelatiny. AvsSak
nevyhodou rybi Zelatiny je jeji charakteristicky silny rybi zapach a zejména v
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piipadé zelatin piipravenych ze studenomilnych ryb horsi termostabilita, gelaéni
a reologické vlastnosti, omezena produkce a nizky vytézek oproti Zelatinam
pfipravenym ze suchozemskych savci, takze rybi zelatina dostate¢né nespliluje
pozadované aplikacni parametry (Kim, 2012).

Zelatina pfipravena z alternativnich zdrojii tak nabyvad na stale vétSim
vyznamu a pozornosti. Nedostatek tradi¢nich surovin souvisejici s neustale se
zvySujici spotiebou Zelatiny, rostouci cena surovin, jakoz 1 nemoci skotu ¢i
naboZenské divody vedly k hledani novych zdroji Zzelatiny. Proto byly kuteci
vedlejsi produkty, jako napif. kouze zkoumany jako potencidlni alternativni
nahrada tradi¢nich surovin pro pfipravu Zelatiny (Sarbon, 2015; Bichukale,
2017; Mrézek, 2019). Kuteci kiize obsahuje piiblizné 75 % kolagenu typu I a 15
% typu III (Abedin a Riemschneider, 1984) a zpracovavaji se pievazné na
vyrobu zivocisné moucky, zatimco mensi podil se pfidava do masovych emulzi,
nebo se pouzivaji jako zdroj tuku zejména pii piipravé polévek (Cliché, 2003).
Zelatina piipravena z kufeci kiZe vykazuje podobné vlastnosti jako bé&zna
komer¢ni zelatina a obsahuje vysoky podil aminokyselin prolin a hydroxyprolin,
coZz ma velky vyznam pro vlastnosti spojené s gelaci Zelatiny jako napt. pevnost
gelu, coz je nejdulezitéjsi parametr, podle kterého se hodnoti kvalita Zelatiny
(Wangtueai a Noomhorm, 2009).

1.2.3 Komer¢ni vyroba

Produkce Zelatiny zahrnuje nckolik navazujicich krokl: piiprava suroviny
(¢iSténi a mleti), demineralizace, ptediprava chemickymi latkami, extrakce
v rozpoustédle, filtrace, koncentrace, sterilizace a finalizace (pfiprava praskové
nebo listové Zelatiny).

Pii primyslové vyrobé Zelatiny je zivociSnd tkan opracovana ziedénymi
roztoky kyselin ¢i alkalii za Gcelem caste¢ného S$té€peni molekul kolagenu, aby
byl ziskan kolagen rozpustny v teplé vodé, tj. zelatina (Schrieber a Gareis,
2007). Existuji dva zakladni bézné pouzivané typy chemickeé piedupravy (v
zelatinovém prumyslu je tato faze nazyvana kondicionovani): kysela (vysledkem
je zelatina typu A) trvajici piiblizné 1 den, k tomuto ucelu jsou bézn¢ vyuzivany
kyseliny HCI, sirova ¢i fosforova; nebo alkalicka (vysledna Zelatina je typu B)
trvajici v fadu dnt az mésict S vyuzitim napf. NaOH nebo KOH. Kyselé
opracovani je Casto vyuzivano pii extrakci zelatiny z tkani mladych zvifat,
jelikoz kolagen je jesté méné zesitovany, jako napt. veptova nebo rybi kiize.
Veprové kiize, které obsahuji relativné vysoké mnozstvi tukti, jsou vhodnéjsi pro
kyselé opracovani, aby se zabranilo nezadouci saponifikaci. Alkalickym
zpusobem jsou opracovavany naopak kolageny vice zesitované jako napt. kuze,
kosti ¢i chrupavky dobytka. Za&kladnim principem opracovani je odstranéni
nekolagennich bilkovin (albumint, globulintl) a dalSich nezadoucich latek, jako
jsou pigmentt a tuky (Jridi, 2015). Pfi chemickém opracovani take dochazi k
denaturaci a hydrolyze kolagenu, coz vyrazné pfispiva k pfiméfenému bobtnani
a rozpousténi kolagenu béhem nasledné extrakce; narusuji se jak
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intramolekularni kovalentni vazby, tak intermolekularni zesitovani vodikovymi
miustky, coz vede k rozvinuti proteinové struktury a helix-coil (civka-klubko)
prechodu (viz obr. 2). Vysledkem je zlepSeni konverze nerozpustného kolagenu
na zelatinu béhem nasledné extrakce (Haug a Draget, 2009).

Oba typy opracovani vedou k ruznym fyzikalné-chemickym vlastnostem.
Zelatina typu A (90 % produkce) ma izoelektricky bod pii pH 8-9, naopak
Zelatina typu B maé izoelektricky bod pti pH 4,8-5,5. Zelatina typu A ma §irsi
distribuci molarni hmotnosti; hlavni ¢ast frakce molarni hmotnosti je cca 100
kDa.

Po predupravé nasleduje extrakce Zelatiny pii teplotach 50-100 °C, kdy je
trojSroubovicova struktura nativniho kolagenu denaturovana horkou vodou za
vzniku kratkych fetézcti molekul kolagenu. Béhem této fize procesu piipravy
jsou dulezité tfi klicové faktory: teplota, Cas a pH. Vyssi teplota a delSi doba
pusobeni teploty na surovinu akceleruje proces. Podobny vliv ma rovnéz pouziti
silngj$ich kyselin ¢i alkalii béhem hydrolyzy (ptedapravy), avSak je nutné
spravn¢ zvolit koncentraci, aby se zabranilo nadmérné degradaci proteinu. Doba
extrakce je obvykle 4-7 h a pouziva se vicefazova extrakce, kdy je postupné
zvySovana extrakcni teplota. S kazdou dalSi fazi je vysledna Zelatina sytéji
zabarvena dozluta a klesa jeji kvalita. Provadi se také kontinualni extrakce, nebo
semi-kontinualni extrakce (Ahmad a Benjakul, 2011).

Dalsim krokem je ¢isténi a filtrace zelatinového roztoku, pro které se bézné
vyuziva naplaveninova filtraéni centrifuga. Lze pouzit membranove
mikrofiltraéni techniky v pfipadé nizkomolekularnich typt Zelatin. Nasleduje
deionizace, jelikoZz obsah mineralnich latek v Zelatiné nesmi podle
potravinaifskych piedpisi piekrocit 2,0 % (FCC—Food Chemical Codex). Pro
tento ucel jsou vyuzivany iontoménie ¢i ultrafiltrace. DalSim krokem je
koncentrace, nebot Zelatinovy roztok obsahuje vice nez 95 % vody.
Koncentrace probihéd ve vakuovych systémech, ve kterych dochazi k odparovani
vody pii teplot¢ 52 °C. Pouze Zzelatina s obsahem vody 10-12 % ma
poZzadovanou trvanlivost z mikrobiologického hlediska. Dal§im krokem je
sterilizace prostiednictvim deskovych vyménikt tepla nebo piima parni
sterilizace, ktera je citlivéjsi k vyslednému produktu. Napt. hovézi zelatina mize
byt sterilizovana pfi teploté¢ min. 138 °C po dobu 4 s. Zavére¢nou fazi procesu je
ochlazeni a extrudace Zelatiny ve formé nudlicek, které jsou vysuSeny a
granulovany. Za ucelem ziskani konstantni kvality zelatiny je nutna
standardizace dodate¢nym mletim a prosévanim. Kromé granulované Zelatiny
trh nabizi i listovou nebo instantni Zelatinu (Schrieber a Gareis, 2007).

Rozdilny stupen hydrolyzy kolagenu pii extrakci zelatiny ma za nasledek
Sirokou distribuci molekulové hmotnosti obvykle mezi 65-300 kDa. Frakce
kolagenu s niz$i molekulovou hmotnosti nejsou povazovany za zelatinu ale za
kolagenni hydrolyzat, ktery netvoii gel. Uroven konverze kolagenu na Zelatinu
zavisi na veéku zvifete, velikosti ¢astic, typu pouzité piedupravy, na teploté, pH a
dobé pfi extrakci zelatiny (Johnston—-Bank, 1990).
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Védecka literatura zminuje ruzné postupy piipravy dribezi Zelatiny.
Nejrozsitenéjsi je vyuziti kyselého opracovani béhem predipravy surovin. Napf.
piiprava rozpustného kolagenu 24-h opracovanim slepi¢ich béhaka slabymi
kyselymi roztoky (0,5 mol/l kyselinou octovou, citronovou, mlé¢nou nebo HCI)
a enzymem (pepsin) pii teploté¢ 4 °C s relativné nizkymi (5,6-8,4 %) vytézky
zelatin (Cheng, 2009).

Rovnéz byla popsana priprava zelatiny z kufecich bé&haku, které byly
opracovany v kyselém prostiedi s pouzitim mirn¢ silnéjsich roztoka (1,5-4,5 %,
v/v) kyselin (octova, citronova nebo mlécna) piti pokojové teploté po dobu 16—
18 h. Pti pouziti mirnych teplot extrakce (50-55 °C) a doby extrakce v rozmezi
od desitek minut po nékolik hodin, byla pfipravena zelatina s pevnosti gelu 120—
300 Bloom (pevnost gelu je zakladni parametr urcujici kvalitu zelatin), cozZ je
srovnatelny vysledek s komerénimi vepfovymi a rybimi Zelatinami. Nevyhodou
jsou relativné nizké vytézky pripravenych zelatin v rozmezi 6,0-4,5 %. (Chakka,
2017). Du a kol. (2013) aplikovali nasledujici postup: béhaky byly smiseny s 0,5
mol/l NaOH v poméru 1:10 (v/v) a smés byla protfepavana 6 h pii teploté 4 °C;
alkalicky roztok byl ménén kazdé 2 h. Vytézek zelatiny byl 38 %. Huda a kol.
(2013) provedli pfimou extrakci v 5% kyseliné mlé€né pti velmi nizké teploté
4—7 °C po dobu 24 h a k neutralizaci pouzili 1 mol/l NaOH po dobu 15 min pfi
teplot¢ 10 °C. Vytézek zelatiny byl 28 %. Almeida s Lannesem (2013)
opracovavali surovinu 4% kyselinu octovou po dobu 16 h s naslednou extrakci 6
h pfi teploté 55 °C. V této studii bylo dosazeno pevnosti gelu 295 Bloom a
vytézku zelatiny 8 %. Liu a kol. (2008) pouzili 5% roztoky rtuznych kyselin
(HCI, octové, citronové a mlécéné) po dobu 12, 24, 36 a 48 h pfi teploté 4—7 °C;
nasledovala neutralizace 0,1 mol/l NaOH a suseni suroviny. Vytézek zelatin byl
v rozmezi 8-31 % v zavislosti na typu pouzité kyseliny a doby opracovani,
piicemz pouziti kyselin mlééné a octové piineslo velmi podobné vysledky
(ptiblizné 30 %).

Také jsou dostupné studie zabyvajici se dal§imi typy vedlejSich dribezich
produktt, jako jsou napt. kufeci kiize nebo hlavy. Sarbon a kol. (2015) pro
opracovani kufeci kize pouzili 0,15% NaOH; 0,15% H,SO, a 0,7% kyselinu
citronovou pokazdé po dobu 120 min. Nasledna extrakce byla provedena pii
teploté¢ 45 °C po dobu 24 h. Vytézek Zelatiny byl 16 % a pevnost gelu 335
Bloom, coz je vice nez pevnost gelu bézné komeréni hovézi zelatiny (250
Bloom). Du a kol. (2013) zpracovavali dribezi hlavy 0,015 mol/l roztokem
NaHCO; po dobu 3 h; 0,1 mol/l NaOH po dobu 6 h a 0,05 mol/l kyselinou
octovou po dobu 18 h pii teploté 4 °C a extrahovali pfi teploté 50 °C po dobu 18
h, nebo pii vyssi teploté 60 °C a krat§i dobé 6 h. Vysledna Zelatina méla pevnost
gelu 368 Bloom a vytézek extrakce byl 38 %. Rafieian a kol. (2013) pouzili pro
opracovani zbytkd z kufeciho separatoru 1% NaCl po dobu 30 min a 3—7% HCI
po dobu 24 h pii pokojové teploté. Extrakce probihala po dobu 4, 7 a 10 h pfi
teplotach 60, 70 a 80 °C; pevnost gelu byla velmi vysoka (520 Bloom).
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1.2.4 Enzymova hydrolyza

Hydrolyza (pfeduprava) kolagenu muze byt také katalyzovana pomoci
enzymu, oproti bézn¢ pouzivanému kyselému ¢i alkalickému zptisobu. Enzymy
jsou bilkoviny, které katalyzuji biochemické piemény ve vSech zivych
organismech. Enzymy zvané peptiddazy (dosud je znamo pies 1000 typil) Stépi
peptidovou vazbu mezi molekulami bilkovin. Existuji dva zékladni druhy
peptidaz, které se jest¢ dale déli na dalsi podskupiny: endopeptidazy a
exopeptidazy. Zatimco exopeptiddzy $t€pi vazby uvniti kolagennich fetézc,
endopeptidazy $tépi vazby na koncich fetézcu (Barrett, 2004).

Pouziti enzyml je preferovano pifed chemikaliemi kvili relativné vyssi
specifiCnosti a snadnosti fizeni procesu pro dosazeni pozadované transformace.
Vyhodou pouziti enzymu je také skute¢nost, ze neobsahuji toxické latky a
nezatézuji tak Zivotni prostiedi. Pro proces hydrolyzy kolagenu by mély byt
pouzity enzymy znadmé jako kolagendzy, protoZe vétSina enzymil pouzivanych
pii Stépeni proteind neni G¢inna pii hydrolyze kolagenu (Nalinanon, 2008).
Studie vedena Chobertem a kol. (1988) prokazala zlepSeni funk¢nich vlastnosti
proteinti enzymatickou hydrolyzou jako je rozpustnost, emulgac¢ni a pénotvorné
vlastnosti nebo biologicka aktivita. Enzymy jako pepsin, trypsin, chymotrypsin,
alkalaza, properaza E, pronaza, bromelain, papain, proktdza nebo neutraza byly
pouzity ve studiich k izolaci kolagenu z riznych tkani (Yang, 2008; Aleman,
2011; Lassoued, 2014).

Za specifickych podminek lze pomoci enzymi vyextrahovat relativné velké
mnozstvi kolagenniho materialu. Napt. vhodnou koncentraci pepsinu, spravnym
pomérem mezi substratem a enzymem, a pouZzitim nizké extrakéni teploty lze
dosahnout piiblizné 30% vytézku zelatiny, jak ukazala studie Chomarata a kol.
(1994). V dalsi studii Chomarat pouzil proktazu (enzym izolovany z bakterie
Aspergillus niger) pro extrakci zelatiny z hovézi kiize, ale s nizkym vytézkem
zelatiny a soucasné s nizkou pevnosti Zelatinového gelu i viskozitou
zelatinového roztoku. Proteolytické enzymy z papajového latexu byly pouZity
pro extrakci Zelatiny s vy$Sim vytéZzkem, ale pevnost gelu byla rovnéz relativné
nizka (Pitpreecha, 2006). Papain byl pouzZit k extrakci Zelatiny ve studii
Damrongsakkula (2008). Ackoli bylo dosazeno vyssiho vytézku zelatiny, jeji
funk¢ni vlastnosti byly velmi nizké. Divodem horSich funkcnich vlastnosti
zelatiny byla pravdépodobné nadmérnd degradace kolagennich fetézcti. Uvadi
se, ze Zelatina o vysoké molekulové hmotnosti (s méné degradovanymi
kovalentnimi vazbami) dosahuje lepSich funk¢nich vlastnosti (Zhang, 2011). Z
tohoto diivodu by mély byt zkoumany nové typy enzymi, schopné Stépeni
dlouhych fetézcl kolagenu pouze na urcitych mistech, aby byla ziskdna vysoce
kvalitni Zelatina (Ahmad, 2017).
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1.2.5 Vlastnosti

Zelatina disponuje Sirokou gkélou vlastnosti zaloZenych na jeji specifické
struktufe. Faktory ovliviujici fyzikalné-chemické vlastnosti Zelatiny zavisi
zejména na aminokyselinovém slozeni molekul kolagenu, jejich prostorovém
uspofadani, obsahu a-fetézci, B nebo y komponent, molekulové hmotnosti a jeji
distribuci, ptitomnosti nizkomolekularnich fragmentt proteinu, okolnich
podminkach, nebo reakcich s dal$imi slozkami. Dal§imi faktory jsou napf. typ
suroviny, v€k a druh zvifete, typ pouzité metody piedipravy nebo podminky
extrakce (zejména teplota a Cas). Zvyseni teploty a prodlouzeni doby extrakce
béhem procesu vyroby Zelatiny obecné vede ke zlepSeni vytézku procesu, ale
zaroven ke zhorSeni zejména gela¢nich vlastnosti zelatiny (Johnston-Banks,
1990; Gomez-Guillén, 2011; Kittiphattanabawon, 2012). Proto by mély byt
optimalizovany podminky extrakce, zejména teplota a doba, za i¢elem dosazeni
vysokého vytézku zelatiny, a soucasné jeji kvality.

Mezi zakladni fyzikalni vlastnosti Zelatiny patii prihlednost, bezbarvost,
kiehkost (v suchém stavu); zelatina je jedla, bez chuti a zapachu, ale
schopnost navazat velké mnozstvi vody (vice jak 10-nésobek) a tvofit gel.
Zelatina se v §irokém rozsahu pH chova jako polyamfolyt, obsahuje tedy kladng
1 zaporn€ nabité naboje 1 nenabité hydrofilni a hydrofobni oblasti. Diky této
skutecnosti je Zelatina snadno rozpustna ve vodé zahfatim na teploty kolem 40
az 50 °C, a také ma schopnost byt adsorbovana na nabité a hydrofobni povrchy
(Howe, 2000). Podle studie Lin a kol. (2003), v 7% roztoku zelatiny jsou
aminokyseliny siln¢ hydrofobni, coz se projevi hydrofobnimi interakcemi na
rozhrani vzduch/ voda.

Pti teplotach pod 30 °C (v zavislosti na konkrétnim typu a kvalité Zelatiny),
pokud je koncentrace zelatiny ve vodném roztoku dostate¢né vysoka pro tvorbu
sité (staci nékolik procent), dochdzi k pfechodu solu na transparentni elasticky
gel (Kaur, 2002). Diky této vlastnosti se jedna o jedine¢ny biopolymer, pokud
jde o smyslové aspekty, zejména uvolnéni chuti. Pfeména zelatinového roztoku
na gel je termo-reverzibilni fyzikalni proces, pficemz gel mé jedine¢nou
schopnost ,,tat“ v Ustech, coz je v potravinatském primyslu velmi Zadouci
vlastnost. Dalsi hydrokoloidy, napf. alginat, pektin, agar nebo karagenaan také
tvori gely, ale tyto jsou reverzibilni pouze ¢asteéné, alginatové gely jsou ¢iré a
elastické, ale ,,netaji“ v istech. Pektinové gely naopak nejsou elastické. Zelatina
nad ostatnimi hydrokoloidy vynika také v mnoha dalsich vlastnostech a
poskytuje tak mnohem vice moznosti vyrobcim pro jeji aplikaci (Choi a
Regenstein, 2000). Zelatina vlastni rovnéz tenzioaktivni vlastnosti, diky kterym
mizZe byt vyuzita jako surfaktant, coZ vyuziva napf. potravinaisky, nebo
faramaceuticky primysl ke stabilizaci pén a emulzi.

Funk¢ni vlastnosti Zelatiny 1ze rozdé€lit do dvou skupin. Prvni skupinu tvoii
vlastnosti spojené s gelaci, tj. pevnost gelu, gela¢ni Cas, teplota mcknuti a
tuhnuti gelu a viskozita Zelatinového roztoku. Druhd skupina se vztahuje k
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povrchovému chovani Zelatiny, napf. penotvorna kapacita a stabilita,
emulzifika¢ni kapacita a stabilita, adhezivni vlastnosti nebo rozpustnost.
zvySeni viskozity tekutin a navazani vody, tvorba emulze, pény a jejich
stabilizace, tvorba filmu, ochranna koloidni funkce, adheze a koheze (Schrieber
a Gareis, 2007).

Pevnost gelu je rozhodujicim faktorem pii uréovani kvality Zelatiny a piimo
souvisi s jeji cenou. Pevnost komer¢nich gell pfipravenych z vepiové a hovézi
zelatiny je mezi 50-300 Bloom, pfi¢emz v aplikacich je nejvice vyuzivana
pevnost 200-250 Bloom. Podle hodnoty pevnosti zelatinového gelu (téZ Bloom
hodnota), se Zelatina déli na zelatinu s nizkou (<150 Bloom), stfedni (150-220
Bloom) nebo vysokou pevnosti gelu (220-300 Bloom). Zelatina s vysokou
pevnosti gelu ma typicky vyssi teplotu méknuti a gelace a krat§i gelacni Casy,
svétlejsi barvu a vice neutralni chut' a aroma. Silnéj$i gelac¢ni schopnost také
znamena, ze posta¢i mensi mnozstvi zelatiny pro dosazeni pozadované pevnosti
vysledného gelu (Johnston—Bank, 1990). Liu a kol. (2008) prokazali, Ze pevnost
gelu se vyrazné zvySuje, pokud Zelatina obsahuje vysoky podil alfa-fetézcu.
Dalsi studie zjistily, Ze rozdil v pevnosti Zelatinového gelu je také ovlivnén
mnozstvim iminokyselin (prolin a hydroxyprolin), které ovliviiuji pocet
vodikovych vazeb ve strukture kolagenu. Béhem tvorby gelu agreguji molekuly
kolagenu v oblastech bohatych na iminokyseliny; pii ochlazeni zaujmou
spiralovou konformaci a dojde k posileni zon schopnych navazat vodu
vodikovymi vazbami za vzniku gelu (Amesen a Gildberg, 2007). MnozZstvi
iminokyselin se 1lisi dle druhu vychozi suroviny a také technologickych
podminek ptipravy zelatiny. Montero a Gomez—Guillén (2000) dospéli k zavéru,
7ze dalSim faktorem, ktery hraje dilezitou roli ve fyzikalnich vlastnostech
zelatiny, zejména pevnosti gelu, je mnozstvi hydrofobnich aminokyselin.
Molekulovd hmotnost a jeji distribuce ma rovnéz vyznamny vliv na gelac¢ni
vlastnosti Zelatiny (pevnost gelu, viskozita, teplota tani a gelace). Zelatiny s
niz8i molekularni hmotnosti tvoii slabsi gely, které jsou obecné pouzivany v
potravinarstvi, zatimco Zelatiny s vyS§i molekuldrni hmotnosti tvofi pevnéjsi
gely vyuZivane ve fotografickém nebo farmaceutickém primyslu (Elharfaoui,
2007). Pevnost gelu miize zaviset také na dalSich faktorech; napt. koncentrace
zelatiny ve vodném roztoku, stafi a pohlavi zvifete pouzitého jako surovina,
technologickeé podminky ptipravy Zelatiny (chemikalie pouzité pro piedipravu,
extrakéni teplota a Cas) nebo podminky okolniho prostfedi (pH roztoku, iontova
zelatiny. Obecné plati, ze pevnost gelu klesa se zvySujici se teplotou. Tepelna
stabilita Zelatinového gelu je zvlasté¢ dulezitd, pokud vyrobky obsahujici
zelatinovy gel (napf. dezerty) jsou vystaveny vys§im teplotam, napi. v letnim
obdobi, nebo v tropickych ¢i subtropickych oblastech (Gimenez, 2005). Tepelna
stabilita zelatinovych gelu pii teplotach kolem 25 — 30 °C mé& vyznam napf. u
zelatinovych dezertli, nebo pii kombinaci Zelatiny s jinymi hydrokoloidy, napf.
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agar-agaroveé gely v ovocnych zelé, kde je mozné udrzet pozadované texturni
vlastnosti. S pevnosti Zelatinového gelu souvisi take teplota gelace Zelatinového
roztoku, gelaéni ¢as a teplota méknuti Zelatinového gelu. Cim je vy3si pevnost
gelu, tim vyss$i je teplota gelace a meknuti. Bod gelace je dilezity napt. pfi
vyrobé tvrdych Zzelatinovych kapsuli nebo fotografickych filmi, kdy je zaddouci
velmi kratky cas gelace. Tyto charakteristiky je mozné jednoduse stanovit napf.
reologickym métenim (Schrieber a Gareis, 2007).

Pevnost gelu driibezi zelatiny je uvadéna ve védecké literatuie mezi 80-520
Bloom; naproti tomu bézna komer¢ni hovézi nebo vepiova zelatina ma obvykle
hodnoty mezi 200-240 Bloom. Nizka pevnost gelu (80 Bloom) byla naméfena u
zelatiny extrahované z kufecich béhaka (Widyasari, 2014); naopak u Zelatiny
extrahované ze zbytkli po mechanickém opracovani dribeziho masa byly
zaznamenany velmi vysoké hodnoty pevnosti gelu: 309-318 Bloom (Fonkwe,
1997). Vysokeé pevnosti gelu byly také naméfeny v dalSich studiich dribezich
zelatin: 294 Bloom (Almeida, 2013), 338 Bloom (Du, 2014), 520 (Rafieian,
2015) a 355 Bloom (Ee, 2019).

V nedavné dobé byly provedeny studie tepelné stability kolagenu ¢i Zelatiny.
Losso a Ogawa (2013) stanovili tepelnou stabilitu kolagenu z kosti okra
cerveného. Pati a kol. (2010) izoloval a charakterizoval kolagen z rybich Supin.
V obou studiich byla tepelnd stabilita stanovena prostiednictvim teploty
denaturace. Michon a kol. (1997) zkoumal vliv tepelné historie na stabilitu
zelatinovych geltt metodou DSC (diferencni skenovaci kalorimetrie). Rodriguez-
Rodriguez a kol. (2019) zkoumal mimo jiné vyvoj tepelné stability
hydrogelovych smési Zelatina/chitosan/PVA. Ke stanoveni tepelné stability
zelatin byla pouzita metoda DSC a reologické testy. Masutani a kol. (2014)
prokdzal zvySeni tepelné stability zelatinovych filmi UV indukovanym
sitovanim s glukozou. Sitovani je jedna z moznosti, jak lze zvysit tepelnou
stabilitu zelatin. Ve studii byla pouzita DSC metoda, SEM mikroskopie a UV
spektrofotometrie. Rodriguez-castellanos a kol. (2014) studoval tepelnou
stabilitu recyklované celuldézy s podilem Skrobu a Zelatiny. K testovani byla
pouzitita SEM mikroskopie a TGA analyza.

Dalsi funk¢ni vlastnosti zelatiny véetné viskozity, Cirosti, vaznosti vody a
tuku, emulgacnich a pénotvornych vlastnosti, jsou také velmi dilezité, zejména
pro potravindisky primysl. Funkéni vlastnosti Zelatiny primarné ovliviuji
strukturu a vzhled kone¢nych produktd (Schrieber a Gareis, 2007).
roztokd zavisi zejména na molekulové hmotnosti a jeji distribuci, ¢i obsahu
aminokyselin nebo povrchovém naboji. Viskozita zelatiny je dilezita zejména
pii zpracovani Zelatinového roztoku na finalni produkty (napt. Zelatinové
kapsle). Vysoka viskozita je Zadouci napf. pii stabilizaci emulzi. V pripadé
tvarovanych produkti napt. v cukrarenstvi je naopak preferovdna Zelatina s
nizkou viskozitou aby se zabranilo tzv. tailing efektu. Viskozita komer¢nich
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zelatin byva obvykle v rozmezi 2-7 mPa.s, avSak specialni typy zelatin dosahuji
visakozity az 13 mPa.s (Masuelli, 2011; Karayannakidis and Zotos, 2014).

Cirost Zelatinového roztoku je duleZitd v piipadé produktd, u nichZ se
pozaduje prihlednost. Je to vyznamna organolepticka vlastnost a uréuje hlavné
piijatelnost kone¢nych produktt. Zakal Zelatiny je zptsoben anorganickymi,
proteinovymi a mukosubstituénimi kontaminanty, které zistavaji v Zelating,
pokud nebyly b&hem piipravy dostatedné odfiltrovany (Zarai, 2012). Zelatina
mize byt zabarvena do hnéda vysledkem Maillardovych reakci mezi proteinem
a uhlovodiky. Intenzita zavisi na dob¢ a teploté, pii niz je Zelatina extrahovana
(Dunconseille, 2015)

Vaznost vody (VV) je typicka a zadouci vlastnost Zelatiny v potravinaiskych
vyrobcich véetné uzenin, kréma a tésta diky absorpci vody, a tim je dosaZzeno
zahusténi a dosaZeni pozadované viskozity produktii. Schopnost zelatiny vazat
vodu je jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti. VV je dilezitym prvkem pro
sniZzeni ztrat vody v pfipadé zmrazenych ryb nebo masnych vyrobki béhem
jejich vafeni. Lepsi VV muze byt spojena s vétsim mnozstvim hydrofilnich
skupin v Zelatiné a ovlivnéna mnoha faktory, jako je koncentrace proteinu nebo
iontova sila. VV souvisi také s pozadovanymi reologickymi a texturnimi
charakteristikami a snizenim dehydratace béhem skladovani (Rawdkuen, 2013;
Ninan, 2014; Simoes, 2014).

Vaznost tuku (VT) je pozadovana vlastnost, ktera piispiva k chutnosti a
prodlouzuje trvanlivost pecen¢ho zbozi, polévek a masnych nebo cukrarenskych
vyrobkt. VT je dana schopnosti kolagenu vazat tuk prostiednictvim nepolarnich
fetézcu. VT proteind souvisi rovnéZz s hydrofobitou jejich povrchu a drovni
odhalenim hydrofobnich zbytkd uvnitt molekuly. Muze byt ovlivnéna také
dalsimi faktory, jako je napt. stupen hydrolyzy proteinu (Bhaskaracharya, 2009;
George, 2010; Rawdkuen, 2013).

Emulzifika¢ni kapacita (EK) a stabilita (ES) zelatiny maji vyznam zejména v
kosmetickém primyslu pii piipravé masti a krémd. Zelatiny a kolagenni
hydrolyzaty jsou povrchové aktivni latky a podporuji tvorbu emulzi typu olej ve
vodé, protoze jsou rozpustné ve vodé a maji funk¢ni skupiny jak hydrofilni, tak i
hydrofobni. Zelatina sniZzuje povrchové napéti roztoki a vytvoii identicky nabity
film kolem slozek dispergované faze, coz miize byt navic posileno tvorbou gelu.
Obecné se predpoklada ze emulzifikaéni vlastnosti zelatin/hydrolyzati jsou
pravdépodobné ovlivnény rozdily v jejich peptidovém slozeni, molekulové
hmotnosti a lipofilné-hydrofilnim uspotfadani (Wilding, 1984; Schrieber a
Gareis, 2007; Li, 2009; Gomez-Guillén, 2011).

Schopnost tvorby stabilni Zelatinové pény je rozhodujici faktor pti ptiprave
cukrarenskych vyrobkl jako napt. marshmallows nebo Slehacek. Tvorbu pény
1ze vysvétlit pravdépodobnou ptitomnosti velkych molekul peptidi v kolagenu,
které mohou vytvaret stabilni filmy kolem bublin plynu. Za tGcelem vytvoreni
stabilni pény na rozhrani voda-vzduch musi molekuly obsahovat hydrofobni
oblasti, které se objevuji béhem rozvinuti proteini. Pénotvorné vlastnosti
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zelatiny mohou byt v pekarenském primyslu velmi dilezité, protoze poméahaji
stabilizovat napénéné vyrobky, jako jsou kolace, chleba nebo dorty (Djagny,
2001; Souissi, 2007).

Teplota, pi1 které dochdzi k pfeméné zelatinového gelu na roztok je
definovéna jako bod tani, a naopak, teplota, pii které dochézi k ptechodu
roztoku na gel, je nazyvana bodem gelace. Faktory ovliviiujici bod tani a gelace
jsou napt. pevnost gelu, koncentrace, distribuce aminokyselin, zdroj kolagenu,
nebo mnozstvi iminokyselin (Schrieber a Gareis, 2007).

Zelatina se v §irokém rozmezi hodnot pH chova jako amfoterni
polyelektrolyt, obsahuje tedy jak kladné, tak zaporné nabité oblasti, a rovnéz i
nenabité hydrofilni a hydrofobni skupiny, coz se odrazi v rozpustnosti Zelatiny
ve vod¢ a také v jeji adsorbci na nabitych i hydrofobnich povrSich (Howe,
2000).

Zelatina je velmi efektivni ochranny koloid, ktery ma schopnost zabranit
agregaci krystalkli a Castic a tedy stabilizovat heterogenni suspense a disperze.
Ve fotografickém primyslu ma Zelatina funkci nejen jako nosi¢ a vazaci Cinidlo
latek citlivych na svétlo, ale také jako ochranny koloid. Stejna funkce je
aplikovana v pfipadé¢ zmrzliny, kde Zelatina zlepSuje tvorbu velmi jemnych
krystali a zabrani tak hrubé krystalizaci laktozy ve smési. Adhezivni vlastnosti
zelatiny jsou uz pravdépodobné znamy pfiblizn€ 8000 let. V soucasnosti napf.
cerealni tyCinky jsou vyrabény s vyuzitim kolagennich hydrolyzata jako
vazaciho ¢inidla. Vysoce koncentrovany roztok zelatiny méa schopnost pokryt
povrch castic, aby mohly byt navzdjem spojeny, a vysledkem jsou adhezivni
sily. Adhezivni vlastnosti pfimo souvisi s viskozitou roztoku, proto je vhodné
pouzit zelatinu se stfedni pevnosti gelu. Potravinaiska ¢i1 farmaceuticka zelatina
musi splnovat limity na obsah mineralnich latek ¢i tézkych kovia a také nesmi
dojit k mikrobialni kontaminaci. Podle potravinaiskych (Food Chemical Codex
10) a farmaceutickych standard (United States Pharmacopeia, European
Pharmacopeia) nesmi obsah mineralnich latek v Zelatin¢ piekroc¢it 2,0 %.
Zelatina je také vhodné médium pro rist bakterii, proto jsou provadény testy
zelatiny na celkovy obsah aerobnich bakterii a také je testovana pritomnost
konkrétnich mikroorganismt, napf. Escherichia coli a Salmonella, které
negativné ovliviuji lidské zdravi, tvofi toxiny, méni vzhled produktu,
konzistenci a aroma (Schrieber a Gareis, 2007).

1.2.6 Aplikace

Aplika¢ni moznosti Zelatiny jsou diky jedine¢nym vlastnostem velmi Siroké v
mnoha technologickych aplikacich napft. v potravinafstvi, farmacii, kosmetice ¢i
v dalsich pramyslovych odvétvich. Zelatinové gely s vysokym podilem vody se
Casto pouzivaji k vyrob& filmi a povlakll s vyuzitim jejich funkénich a
reologickych vlastnosti; naopak, gely s nizkym podilem vody se vyuzivaji ve
tkanovém a materidlovém inZenyrstvi vzhledem k vysokym mechanickym
vlastnostem (Hoque, 2010; Dash, 2013).
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Podle analyzy trhu provedenou spolecnosti Grand View Research v roce 2019
je Zelatina nejvice pouzivana V potravinaistvi jako stabilizator (238 000 tun/rok),
zahust'ovadlo (186 000 tun/rok) a gelotvorné ¢inidlo (147 000 tun/rok).

V potravinatském primyslu se Zelatina pouZziva napt. jako prostiedek pro
zlepseni elasticity, gelovitosti, krémovitosti, zvykatelnosti, snizeni obsahu tukd,
viskozity ¢i stability produktl, nebo jako stabilizdtor emulzi, textury ¢i pény,
dale jako zahustovadlo, gelotvorné a pénotvorné Ccinidlo, adhezivum,
biodegradabilni film ¢&i obal, vodu-vazaci a mikroenkapsulac¢ni ¢inidlo nebo
emulgéator. V cukrovinkach poskytuje zlepseni zvykatelnosti, stabilizaci textury
¢1 pény; v nizkotuénych pomazankach zlepSuje stabilitu a texturu; v peceném
zbozi zajiStuje emulgovatelnost, gelaci a stabilitu; v masnych vyrobcich
navazani vody. V nizkotu¢nych dezertech nebo zmrzlinich Zelatina napf.
kompenzuje ztratu piijemného pocitu v ustech, ktery je ¢asto spojen s produkty s
nizkym obsahem tuku. Zelatinovy medvidci jsou typickym produktem a
idealnim piikladem unikatnich gela¢nich vlastnosti Zelatiny. V Ustech rychle
absorbuji vodu, gel se pii teploté lidského téla rozpousti a aroma a chut’ jsou
rychle uvoliiovany. Takoveho chovani v takovém rozsahu neni schopen zadny
jiny hydrokoloid. Dal§imi produkty obsahujici zelatinu jsou napt. slané ¢i sladké
tyCinky, lunchmeaty, Zel¢, aspiky, majonézy, keCupy, pomazanky, syry,
omacky, marshmallows, naSlehané pény, zvykaci bonbony, nugaty, zmrzliny,
polevy, pudinky, tvarohy, suSenky, dortiky ¢i jogurty.

Zelatina je také vyuzivana jako prostfedek pro &ifeni piva, vina nebo dzusi &i
snizeni obsahu polyfenolii jako je tannin nebo antokyant. Zelatina byla
vyuzivana pro c¢ifeni vina uz vdobé antiky. Dé&e se tak pomoci dvou
mechanismi. Pozitivné nabité molekuly Zelatiny reaguji s negativné nabitymi
polyfenoly a antokyany, vytvaii vodikové vazby a vznikaji komplexy, které se
srazi a absorbuji dalsi latky, které zptsobuji zakal. Poté dochazi k sedimentaci.
Zaroven probiha dalsi reakce; tvorba komplexi mezi molekuly proteinti v napoji
a zelatinou. Vznikaji koloidni proteinové Castice, které se vysrdzi, a poté jsou
odfiltrovany. Tyto reakce jsou primarné reakce, pii kterych dochazi k vybiti
elektrického naboje; kladné nabité¢ molekuly Zelatiny neutralizuji zaporné nabité
koloidni céastice proteinu. Vysledkem je, Ze odpuzujici G¢inek mezi stejné
nabitymi koloidnimi ¢asticemi proteinu je neutralizovan (Schrieber a Gareis,
2007; Koli, 2012; Cebi, 2016).

Vzhledem ke svym cennym vlastnostem je Zelatina také vyuZivdna v
biomedicin¢ a farmacii. Uz v roce 1150 Hildegarda von Bingen, Benediktinska
abaty$¢ a nadand védkyné doporucuje v dile Physica konzumaci vyvaru z
telecich nozek jako prostiedek na zmirnéni bolesti kloubd. V roce 1833 byl
udélen patent na vyrobu tvrdych zelatinovych kapsli. O témét 100 let pozdéji
byl zkonstruovan stroj na automatickou kontinualni vyrobu a plnéni mékkych
zelatinovych kapsli; nasledné se tento proces rychle rozsifil do celého svéta.
Vyhodou mé&kkych a tvrdych Zelatinovych kapsli je snadnd rozpustnost ve vodé
pii tepotach nad 30 °C, a tedy rozpusténi 1€¢ivé latky v lidském zazivacim traktu
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nasledkem teploty, pH a zaZivacich enzymd. Zelatina vlastni také
antimikrobialni a antioxida¢ni vlastnosti a ma také schopnost pusobit jako
antihypertenzivum prostfednictvim inhibice angiotensinu. Podle nékterych studii
vykazuji zelatina a zejména Zelatinové hydrolyzaty regenera¢ni UcCinky na
lidskou kostru, michu a klouby, dodava kazi mladistvi vzhled, podporuje rist
vlasti a nehtd, ¢i reguluje obsah cukru v Krvi. Zelatina je vyuzivana v inzenyrstvi
kostnich tkani nebo pfi hojeni poranéni. Piiklady dalsich medicinskych aplikaci:
adsorp¢ni polstarky, matrice pro implantaty, injekéni mikrosféry pro dodavani
1é¢iv, stabilizator virucidnich vakcin, nahrazka krevni plazmy, Zelatinové houby,
intravenozni infuze, kompozity k 1é¢bé kostnich defekti nebo adhesivum pii
implementaci srde¢nich chlopni (Jongjareonrak, 2006; Gomez-Guillén, 2011;
Nhari ,2012).

Zelatina je lehce stravitelnA a méa vysoky obsah proteini (cca 90 %),
neobsahuje cukry, cholesterol ani tuky, proto je velmi vhodna jako dopln¢k
bilkovin pfi specidlnich dietdch, nebo pro redukci sacharidii pii lé€bé cukrovky.
Navic obsahuje vSechny essencidlni aminokyseliny kromé tryptofanu a ma
velmi nizky alergenni potencial. Bioaktivni peptidy na zaklad¢ kolagenu nebo
zelatiny s antioxidacnimi vlastnostmi se v posledni dob¢ staly stfedem zajmu v
oblasti  zdravého  stravovani a  zpracovani/konzervovani  potravin
(Kittiphattanabawon, 2012; Ranganathan, 2019).

Schopnost Zelatiny zadrzovat molekuly vody se s vyhodou vyuziva také v
kosmetickych ¢i  dermatologickych pfipravcich, napf. v Samponech,
kondicionérech, rténkach, nebo v péci o nehty ¢i pletovych mastech a krémech.
Kolagen a jeho derivaty jsou sou¢asti zminénych produktt, kde plni funkci jako
prostiedek, ktery dodava kazi vlhkost a redukuje transepidermalni ztraty
vlhkosti. Vlasim kolagenni hydrolyzaty poskytuji lesk, objem, ochranny film a
snadnost rozéesani. Studie také dokazaly, Ze konzumace Zelatiny ¢i hydrolyzata
zlepsuje strukturu a vzhled kize, vlast a nehtii (Kim a Wijesekara, 2012).

Zelatina vyrazné piispéla k popularizaci fotografického primyslu. Od roku
1880 se staly dostupné fotografické desky potazené Zelatinovou emulzi, coz
umoznilo vyrobit negativ a pozitivy. Cena procesu se snizila a fotografovani uz
nebylo omezeno jen pro bohatsi vrstvy. (Schrieber a Gareis, 2007).

Déle ma Zelatina, Zelatinové hydrolyzaty ¢i klih vyuziti v mnoha technickych
aplikacich, napt. pii vyrobé lepidla, zapalek, papiru, vinité lepenky, brusnych
kotoucti, biodegradabilnich ¢isticich prostiedkd, porézniho betonu, PVC, pii
lepeni cCasopisti, ndbytku ¢i hudebnich néstroji, restaurovani historickych
dokumentd, mikroenkapsulaci s vyuzitim komplexni koacervace (vyroba
propisovaciho papiru, reklamnich vzorki parfémt, potravnich dopliki, pracich
enzymu, displejti a dalsi farmaceutické, potravinarské, zemédélské ¢i technické
aplikace), kultivaci mikroorganismti v mikrobiologii, dekontaminaci budov
obsahujicich azbest a v dalsich aplikacich (Chatterjee a Bohidar, 2005).
Aplikacni moZnosti Zelatiny, jak je vidét na mnoha zminénych ptikladech, jsou
diky jejim jedineCnym vlastnostem opravdu velmi Siroké.
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1.3 Zelatinovy hydrolyzat

Zelatinovy hydrolyzat je technologicky i ekonomicky vhodnou alternativou
napt. arabské gumy nebo modifikovanych celuldozovych derivati. Kolagenni
fetézce jsou béhem vyroby hydrolyzatu mnohem vice $té€peny, nez v ptipade
Zelatiny, a jsou tak ziskany frakce s malou molekulovou hmotnosti od 2 do 20
kDa, které maji specialni technologické vlastnosti, vyuzitelné zejména
V potravinafstvi. Napf. jsou snadno rozpustné ve studené vod¢ az do koncentrace
60 % nezavisle na pH a netvoii gel, ale dal$i vlastnosti typické pro Zelatinu
zustavaji zachovany. Chut' hydrolyzatu je mnohem vice neutralni, nebot
obsahuje velmi malo hotkych peptidi v porovnani s jinymi hydrolyzovanymi
proteiny. Zelatinovy hydrolyzat sniZuje povrchové napéti a umoziiuje tak tvorbu
pény, kterou zaroven stabilizuje. Snadnd misitelnost hydrolyzatu s cukrem,
nahrazkami cukru, hydrokoloidy a proteiny zng tvoifi vhodnou latku pro
zlepSeni jinych pénotvornych cinidel jako napt. hydrolyzovaného mlécéného
proteinu, kaseinu. Hydrolyzat take zlepSuje texturu napt. u dezertli, nebo zvysuje
viskozitu roztokli, napt. ovocnych dzusti. Dal$i Casto vyuZivand vlastnost je
vysoka emulzifika¢ni kapacita, vyuZivana napf. ve vitaminovych tabletach.
Hydrolyzat ma excelentni adhezivni vlastnosti, které umoznuji ptipravy riznych
typt tyCinek, at’ uz sladkych ¢i slanych. Dalsi aplikaci je €etfeni vina, piva nebo
dzusd, coz je umoznéno reakci molekul hydrolyzatu s negativné nabitymi
Casticemi pektinli a vytvofeni aglomeratd, které lze snadno odfiltrovat. Také
dojde ke zlepSeni chuti odstranénim specifickych komponent. Nedavné védecké
studie potvrdily ochranny efekt na kloubni chrupavky spojeny s konzumaci
hydrolyzéatu, coz znéj tvoii idedlni potravinovy dopln€k pro pacienty trpici
osteoaritridou a pro sportovce, u kterych jsou klouby nadmérné namahdny
(Schrieber a Gareis, 2007).
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 VedlejSi produkty maso-zpracujiciho primyslu

V soucasnosti je velky vyznam kladen na maximalni vyuziti surovin a z toho
vyplyvajici snizovani odpadi napfi¢ primyslovymi odvétvimi. To plati zejména
pro maso-zpracujici pramysl, ktery stimuluje sviy rast produkci mnoha
lahtidkovych produktd a poskytuje rovnovahu mezi zdroji bilkovin ze
zivo¢iSnych zdrojti. Takové produkty piedstavuji uzitek pro spotiebitele i
vyrobce, ale také vedou k velkému mnozstvi vedlejSich zivoc¢iSnych produkti,
které bézné predstavuji az 30 % z celkového objemu vyroby. Tyto vedlejsi
produkty mohou byt znovu vyuzity maso-zpracujicim prumyslem k zajisténi své
konkurenceschopnosti oproti dodavatelim rostlinnych bilkovin. Podle odhadi je
rocn¢ vyprodukovano 20—-100 milionli tun potravinaiskych odpadid po celém
svété. V EU pii produkci ryb vznika 5,2 milionti tun odpadd, maso-zpracujici
prumysl produkuje 16,5 milionti tun (Ryder, 2015; Ferraro, 2016).

Spolecnosti provozujici jatecné podniky se musi zabyvat vedlej$Simi produkty
zivo¢iSného plvodu podle metod definovanych smérnici EU/1069/2009/ES.
Vedlejsi produkty jsou podle smérnice rozdéleny do 3 kategorii. Kategorie 1
zahrnuje napt. téla zvifat nebo jejich ¢asti podezielé nebo potvrzené infekci
TSE, tcla hospodaiskych a volné Zijicich zvitat, pokusna zvitata a dalsi zvirata
podeziela z ndkazy chorobou pfenosnou na ¢lovéka nebo zvifata obsahujici
specifikovany rizikovy material. Takové produkty je nutné odstranit spalenim ¢i
skladkovanim po piedchozi sterilizaci, nebo je mozn¢ jejich energeticke vyuZziti.

Kategorie 2 zahrnuje napf. hntij, nemineralizované guano a obsah traviciho
traktu, vedlejSi produkty ZzivociSného pivodu shromazdéné béhem Cisténi
odpadnich vod, vedlejsi produkty ZivocisSného plivodu obsahujici zbytky
kontaminujicich latek presahujicich povolenou hladinu, produkty Zivocisného
puvodu, které byly prohlaSeny za nevhodné pro lidskou spotiebu z divodu
piitomnosti necistot. Odstranéni i pouziti téchto produkti je stejné jako u
kategorie 1; navic je mozné vyroba hnojiv a padnich piipravki, kompostovani,
nebo pfeména na bioplyn.

Kategorie 3 zahrnuje napft. téla a Casti porazenych zvitat, ktera jsou podle
pravnich pfedpist spoleCenstvi vhodnd k lidské spotfebé, ale nejsou urcena k
lidské spotiebé z komercnich divodl, téla zvifat porazenych na jatkach
shledanych jako vhodna k lidské spottebé&, klize, rohy, koncetiny, pefi, krev nebo
tukova tkan, nebo vedlejsi produkty z driibeZe a zajicovcl porazenych na farme,
nevykazujici zndmky nemoci pienosné na ¢lovéka. Odstranéni ¢i pouZiti téchto
materiali: (viz kategorie 1 a 2) navic je mozna vyroba krmiv, kosmetickych,
1é¢ivych nebo zdravotnickych prostiedkd v souladu s pfislusnymi smérnicemi.

Vedlejsi produkty maso-zpracujiciho primyslu jsou napft. krev, kosti, odfezky
masa, klUze, tukova tkan, rohy, hlavy, kopyta, koncetiny nebo vnitinosti.
Ekologicka likvidace takového odpadu je velmi ndkladnd. Ackoli jsou nékteré
vedlejsi produkty tradicné konzumovany v nékterych zemich (napt. v Asii),
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Vv jinych jsou povazovany za nepozivatelné. Vedlejsi produkty obsahuji dilezité
ziviny, jako jsou bilkoviny, tuky, mineraly ¢i vitaminy, které mohou piinést
ur¢ity zisk maso-zpracovatelskym firmam. Ve vyspélych zemich se vedlejsi
produkty dribeze zacleniuji do krmiv pro doméci mazlicky nebo doplikovych
latek v krmivech pro hospodaiskd zvitata, naopak, v rozvojovych zemich jsou
slozka kompostu ¢i hnojiv v zemédélstvi. Tyto produkty nachdzeji uplatnéni i
jako soucast potravin; kromé¢ toho mohou byt pouzity jako surovina pii vyrob¢
1é¢iv, biomolekul (napt. bilkovinné hydrolyzaty, enzymy, extrakty s funkénimi
vlastnostmi a bioaktivni peptidy) a chemickych latek (Martinez—Alvarez, 2015).

2.2 Drubezi vedlejsi produkty

Kufeci maso je v soucasné dobé jednim z nejCastéji konzumovanych druhti
masa a jeho spotifeba neustale roste v souvislosti s globdlnim populaénim
rustem. Celosvétova spotieba kufeciho masa vzrostla z 66 milionil tun v roce
2000, 91 v roce 2009, 94 v roce 2013 na pftiblizné¢ 100 milionti tun v roce 2019.
Dribezarsky primysl je tedy jednim z nejrychleji rostoucich zemédélsko-
potravinafskych odvétvi na svété (FAO, 2019). DribeZzi maso predstavuje 5,5 %
z celkové zemédélské produkce a 12,7 % z produkce maso-zpracujiciho
primyslu v EU (Eurostat Statistics, Meat Production, 2017).

Celosvétova spotieba kufeciho masa se tedy neustale zvysSuje. Tento vzrist je
nasledkem sniZzeni ceny masa, technologickym pokrokem a zejména rlstem
populace. Odpad vznikajici pfi zpracovani dribeze, skotu a vepii zplsobuje
nadmérnou zatéz pro zivotni prostfedi, pokud je provadén neadekvatnimi
metodami. Vznikaji vazné environmentalni problémy, které vedou k degradaci
pudy a vody (Almeida, 2013). Prilezitost snizit rostouci objem nedostatecné
vyuzivanych vedlejSich produktii a jejich ekonomické zhodnoceni mize byt
jejich dal§i vyuziti napt. jako levné a dostupné alternativy k tradi¢nim
surovinam pouZivanym pro vyrobu Zelatiny. Driibezi Zelatina ma podobné
aminokyselinové sloZeni, sekundarni strukturu a molekulovou hmotnost jako
zelatina vyrobena ze savCich zdroji. V poslednim desetileti také vzrostla
poptavka trhu o tento typ Zelatiny z divodu nemoci dobytka (Abedinia, 2017).

Rust dribezatského primyslu znamena zvyseni objemu vedlejSich produktu,
které vznikaji porazkou a zpracovanim dribeze. Jedna se napt. o hlavy, nohy,
kize, vnitinosti, kosti, krev nebo pefi, které predstavuji 22-33 % z objemu
produkce (viztab. 1). Tyto vedlejsi produkty se povazuji za odpad bézné
zpracovavany na masokostni moucku, vyrobu krmiv pro domaci zvifata nebo
hnojiva a jsou dilezitymi zdroji bilkovin, jako je keratin nebo kolagen, které 1ze
také pouzit k vyrobé hydrolyzati bilkovin, proteinovych izolatd a Zelatiny
(Martinez—Alvarez, 2015). Vedlejsimi produkty jsou i podestylka a hntyj (které
lze vyuzit jako hnojivo) a rovnéz vedlejsi produkty lihn¢, zejména vajecné
skotapky, nevylihnutd vejce a mrtva ¢i vyfazena kurata, kterd lze ve formé
moucky pridavat v mnozstvi 3-5 % do krmiv (Jayathilakan, 2012).
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Tab. 1. Vedlejsi produkty dribezafského primyslu a jejich potencialni vyuziti
(Jayathilakan, 2012)

Typ produktu | = % Zivé vahy Pouziti
hlavy 2,5 driibezi moucka, zelatina
krev 3,5 krevni moucka
zaludek 3,5 potravina, zdroj chitinolytického enzymu
koncetiny 3,5 polévka, mazivo
pefi 7,5 lizkoviny, hnojivo, moucka z pefi
stteva a zlazy 8,5 masova moucka, hormony, enzymy
ktize 7,0 masné vyrobky, Zelatina
kosti 13,0 masokostni moucka

Typy driibezich vedlejSich produkti

Kosti

Po staleti jsou kosti vyuzivany k ptipravé polévek a vyvarQ. Kuieci kosti
obsahuji asi 20 % tuku a kufeci stehna obsahuji asi 15 % tuku. V soucasnosti je
snaha vyvinout techniky zvysujici podil ziskaného masa pii bourarenském
zpracovani. V mnoha zemich se pouziva mechanicky separované maso (tzv.
separat) v masnych produktech, ale podil takto ziskaného masa byva limitovan
(Waldron, 2009). Mechanicka separace masa z kosti ma za néasledek velké
mnozstvi dribezich zbytkl, které primérné obsahuji 17 % bilkovin, zejména
kolagenu (Jayathilakan, 2012).

Kuze

Dribezi kiize tvoii 4 az 15 % zivé hmotnosti zvifete a jsou jednim
Z nejhodnotnéjSich vedlejSich produkti. Obsahuji velké mnozstvi tuku (az 70
%). Pokud maji byt dale zpracovany na produkty s pfidanou hodnotou pro
potravinarsky nebo kosmeticky primysl, jako je napft. Zelatina, je nutné, aby byl
obsah tuku co nejnizsi, protoze tuk je nezadouci slozkou v Zelatiné (Sheu a
Chen, 2002).

Hlavy

Drubezi hlavy ptedstavuji piiblizné 2,5 % z celkové produkce a pouzivaji se
pii vyrobé krmiv nebo se zpracovdvaji na moucku. Jelikoz mohou byt
potencialni surovinou pro vyrobu zelatiny, miize se jejich hodnota pro
driibezarsky prumysl v budoucnu zvysovat (Jayathilakan, 2012).

Vnitinosti

Vnitinosti predstavuji produkt s vysokou nutricni hodnotou a jsou cenéné
jako potraviny zejména v jihovychodni Asii. V Cing, Japonsku a Indii se
vnitfnosti vyuzivaji na vyrobu 1éciv v tradicni medicin€. Srdce, jatra a zaludky
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maji kulinaiské vyuziti; stfeva a Zlazy mohou byt naptf. vyuzity pii vyrobé
hormont a enzymu (Jayathilakan, 2012).

Krev

Krev u dosp€lé dribeze piedstavuje asi 3,5 % z celkové hmotnosti a obsahuje
piiblizné 85 % vody; zbytek je tvofen proteiny, lipidy a minerdly. Krev je
ziskavana béhem vykrvovani a je z nutriniho hlediska velmi cennd, nebot’ je
bohatym zdrojem proteintl, zejména hemoglobinu (Ofori a Hsieh, 2014). Krev je
vyuZzivéna v potravinafstvi napf. jako emulzifikator, stabilizator, barvici pfisada
¢1 nutriéni slozka, avSak nejvétsi podil zaujima vyroba krevni moucky
v krmivarském primyslu. Dalsi aplikaci jsou medicinské nebo farmaceutické
produkty (Toldra, 2016).

Tuk

Tuk je také vyznamnym Zzivo¢iSnym produktem a tradicn€ se pouziva pii
pfipravé pokrmil. VyuZzivan je rovnéZ pifi vyrobé margarini a ztuzenych tuki.
Tradi€nim zpracovanim tukl je vyroba mydel ¢i maziv. Tuky jsou rovnéz
vyuzivany jako ptisada v kosmetickych piipravcich (Jayathilakan, 2012).

Peri

Druibezi pefi je vyznamnym zdrojem keratinu, ktery je v disledku ptitomnosti
disulfidickych mustkii chemicky a mechanicky vysoce odolnou bilkovinou.
Hydrolytickym S§tépenim chemickych vazeb v keratinu lze pfipravit rozpustné
produkty o rtuzné molekulové hmotnosti (Grazziotin, 2007). Hydrolyzaty
keratinu se vyuZzivaji v potravindiském pramyslu jako nutri¢ni doplnky,
Kk Gpravé viskozity mléénych vyrobku, pii vyrobé energetickych napoju ¢i ke
stabilizaci emulzi. Vyznamné vyuziti maji v kosmetickém pramyslu. Ptridavek
do emulzi na oSetfovani pokozky zlepSuje jeji bariérové a hydrataéni vlastnosti.
V Samponech a kondicionérech ptispivaji k lepsi struktufe a vlastnostem vlasti.
(Mokrejs, 2017).

Ostatni vedlejsi produkty a derivaty se obecné pouzivaji pfi vyrobé krmiv a
hnojiv pro hospodarska zvirata.

Maso-zpracujici primysl generuje diky rostouci vyrobé stale vétsi mnozstvi
vedlejSich Zivocisnych produktl (az 100 milionti tun/rok celosvétove), které jsou
bézné zpracovavany v kafilériich na masokostni moucku. Nejvétsi podil
zaujimaji kufeci vedlejsi produkty (az 33 % produkce), nebot’ kufeci maso je
V soucasnosti nejvice konzumovanym typem masa z diivodu niZsi ceny oproti
ostatnim typim. Vedlejsi kufeci produkty (napt. béhaky, kize nebo hlavy)
mohou obsahovat vyznamné mnozstvi kolagenu, a tedy mohou byt potencialni
surovinou pro ptipravu Zelatiny, kterd se vyrabi zpracovanim Zivoc€isSnych tkani
obsahujicich tento protein (zejména vepiové a hovézi kuze nebo kosti).
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Zpracovani vedlejSich zivoc¢iSnych produkti na produkt s dal§im komerénim
vyuzitim ptedstavuje dal$i ekonomické zhodnoceni suroviny, coz zvySuje
konkurenceschopnost zpracovatelskych firem. Kufeci zelatina muize byt
alternativou K tradicnim savéim Zelatindm diky podobnym vlastnostem
Vv zavislosti na typu suroviny a metod¢ ptipravy. Pfi zpracovani tkani na Zelatinu
Jjsou bézné vyuzivany kyseliny a alkalie. Je tedy zddouci nahrazeni téchto
chemikalii jinymi latkami nezatéZujici Zivotni prostfedi. UrCitou alternativou
mohou byt enzymy, jejichz vyhodou je také vyssi specifi¢nost, a tedy snadnéjsi
fizeni procesu. Zelatina ma v sou¢asné dobé diky svym jedineénym vlastnostem
(schopnost vazat vodu ¢i tuk; tvorba emulze, filmu, termoreverzibilniho gelu;
stabilizace pény, textury) Siroké aplikaéni moZnosti v mnoha primyslovych
odvétvich (potravinarstvi, kosmetika, farmacie, medicina). V soucasnosti také
roste poptavka po jinych nez savéich typech Zelatin vzhledem k nemocem skotu
(BSE, FMD) ¢i znabozenskych divodt (Islam, Hinduismus, Judaismus).
Vyroba Zelatiny z alternativnich zdroji pouZzitim alternativniho zplsobu tedy
predstavuje idealni vyuziti vedlejSich zivociSnych produktu jak z ekonomického,
tak i z ekologického hlediska.
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3. ZHODNOCENI SOUCASNEHO STAVU POZNANI
A CILE PRACE

Zelatina je v soucasnosti primyslové piipravovana z Zivoéisnych tkani
s vysokym podilem kolagenu s vyuzitim dvou zakladnich typt chemické
ptedipravy: kyselé a alkalické. Kyselé¢ opracovani trva pfiblizn€ jeden den a
jsou k tomuto ucelu nejcastéji vyuzivany HCI, H,SO4 nebo H3PO,4. Alkalické
opracovani trva v fadu dnd az mésicti a jsou bézn¢ pouzivany NaOH nebo KOH.
Vyhodou je nizka cena téchto chemikalii, av§ak nevyhodou je jejich toxicita; pfi
uvoliiovani do zivotniho prostfedi pfedstavuji riziko pro c¢loveéka 1 dalsi
zivocichy. Proto byla zvolena alternativni biotechnologicka metoda piedupravy
suroviny, ktera spoc¢iva v opracovani suroviny enzymem, jehoz cena je vyssi
oproti béZzn€ pouzivanym chemikaliim, avSak pouzit¢ mnoZstvi je velmi nizké (v
fadu desetin procent).

Na zakladé vyhodnoceni literarni reSerSe byly zvoleny jednotlivé cile préce,
které vychazeji ze tfi hlavnich zjisténi: neustale se zvysujici mnozstvi driibezich
vedlejSich produkti; skute¢nost, ze tyto produkty mohou obsahovat vyznamne
mnozstvi kolagenu; neustale rostouci celosvétova poptavka po zelating.

Cile jsou rozdéleny do 5 kapitol: ptiprava pieciSténé¢ho kolagenu, ptiprava
zelatin, testovani funk¢nich vlastnosti Zelatin, navrh optimalnich podminek
ptipravy Zelatin a zhodnoceni ptinosu prace pro védu a praxi.
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1. Priprava preciSténého kolagenu

Zvolit vhodné vedlejsi dritbezi produkty vznikajici pti porazce dribeze
s vysokym potencidlem suroviny pro pfipravu Zelatiny

Stanovit a analyzovat slozeni vybranych tkani (zejména obsah bilkovin
a podil kolagenu) za ucelem zjiSténi vhodnosti suroviny pro piipravu
zelatiny

Navrhnout vhodny zplsob pfipravy tkani k dalSimu zpracovani;
zejména teplotni podminky a zpusob mélnéni pii homogenizaci
suroviny

Zvoleny typ tkané podrobit fizenému odbouravani nezddoucich slozek
(tukd, nekolagennich bilkovin a pigmentt) s cilem pfipravit pre€istény
kolagen

2. Priprava Zelatin

= Navrhnout postup zpracovani precisténého kolagenu na kolagen
rozpustny v teplé vod¢ (zelatinu) s vyuzitim alternativniho zptsobu, pii
kterém by bylo vyuzito minimalni ¢i Zddné¢ mnozstvi chemickych latek
tak, aby byl proces environmentalné ptijatelny; zvolit vhodné
technologické podminky a provést extrakci zelatin z vybranych
vedlejSich dribezich produktii s vyuzitim faktorovych experimenti

3. Testovani funkénich vlastnosti Zelatin

» Testovat funkéni vlastnosti pripravenych zelatin ve vztahu K
potravinaiskym aplikacim, tj. pevnost gelu a jeho tepelnou stabilitu,
bod tani a gelace, viskozitu, ¢irost, vaznost vody, vaznost tuku,
emulzifikaéni kapacitu a stabilitu, pénotvornou kapacitu a stabilitu

=  Otestovat funkéni vlastnosti komeréné dostupnych zelatin a porovnat je
S piipravenymi Zelatinami

4. Navrh optimalnich podminek pfipravy Zelatin

= Sledovat vliv jednotlivych technologickych faktori na vytézek zelatiny
S vyuzitim statistického softwaru

= Vyhodnotit vliv navrZzenych faktorii na funk¢ni vlastnosti Zelatin

= Navrhnout optimalni technologické podminky ptipravy Zelatiny
z vybranych vedlejSich driibezZich produktt

5. Zhodnoceni prinosu prace pro védu a praxi
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Koncepce prace a planovani experimentii

V této praci byly pro pldnovani experimentl vyuzity tzv. faktorové
experimenty, které lze vyuzit pro zjisténi vyznamu vlivu jednotlivych
technologickych faktorti (doba a teplota extrakce, mnozstvi enzymu) na vytézek
a kvalitu (pevnost gelu, viskozitu, bod tani a gelace) ptipravenych zelatin za
ucelem optimalizovat proces piipravy zelatiny a nasledné urcit nejvhodnéjsi
technologické podminky.

Pouziti této metody umoziuje zkoumat vice nez jeden faktor na dvou nebo
vice Urovnich. Experimentalni navrh obecné zahrnuje kombinace rtznych
urovni faktor, coz umozZiuje vyhodnotit interakce mezi rtiznymi faktory,
posoudit vyznam kazdého faktoru a nalézt nejefektivnéjSi zplsob feSeni
probléemu s vyuzitim malého poctu experimentii. Faktorové experimenty
vyuzivaji ortogonalitu, ktera umoziiuje popis jevu bez nutnosti zkoumat vSechny
varianty feSeni. K urceni optimalnich hodnot jednotlivych faktort ovliviiujicich
proces lze tedy vyuzit faktorové experimenty, které také umoznuji provedeni
mensiho poctu experimentil pti dosazeni velmi podobného vysledku (Kennedy a
Kraus, 1999; Antony, 2014).

V soucasné dobé odborna literatura témér nenabizi informace o vyuZziti
faktorovych experimentl pfi optimalizaci pripravy zelatin. Potencialni aplikace
v$ak jiz byly popsany v technické praxi, napf. v praci Strause a Dolejse pfi
problematice upravy vody (Straus a Dolejs, 2010). Nedavno byly publikovany
dalsi studie v oblasti farmacie ¢i analyzy kvality (Fukuda, 2018; Borrows,
2017).

4.2 Pouzité suroviny

Byly vytipovany 3 druhy vedlejsich drubezich zivocisnych produkti (kuteci
béhaky, kize a hlavy (Raciola, Ceské republika)) s potencidlem dalsiho vyuziti
na komeréni produkty, které bylo nejprve nutné charakterizovat za tcéelem
zjiSténi jejich sloZeni, tj. stanovit obsah suSiny; v suSiné poté podil bilkovin,
tukti a mineralnich latek, a take podil kolagenu z obsahu bilkovin. VVysledky jsou
uvedeny v tab. 2 (viz kapitola vysledky a diskuze). Obsah suSiny byl stanoven
nepiimou metodou susenim vzorku po dobu 18 h pfi teploté 103 °C+2,0 °C
(AOAC, 2000). Pritomné proteiny byly stanoveny Kjeldahlovou metodou (ISO
937-1978). Mnozstvi kolagenu bylo vypocteno z mnozstvi hydroxyprolinu
(vynasobenim hodnoty koeficientem 8) (ISO 3496-1994). Obsah tuku byl
stanoven extrakci dle Soxhleta s vyuzitim dvoustupniového procesu a dvou
rozpoustédel (chloroform a etanol). Obsah mineralnich latek byl stanoven
spalenim vzorku a zihanim pfi teploté 650 °C v muflové peci po dobu nejméné 1
h a naslednym vypoctem (Nollet a Toldra, 2015). Kazdy test byl proveden ve
ttech opakovanich; vysledky jsou prezentovany jako aritmeticky primér se
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smérodatnou odchylkou (SD). Pro porovnani vlastnosti piipravenych Zzeatin
s komerénimi byly vyuzity 4 typy komer¢nich Zzelatin: vepfové D526 a
DO012119, hovézi D529 a halal (Via Naturae, Ceska republika).

4.3 Chemikalie a enzymy

Chemikalie: NaCl, NaOH, HCI, H,SO,, CH,0,, petrolether, ethanol,
chloroform, acetonitril, Ehrlichovo ¢inidlo (Verkon, Ceska republika). Viechny
chemikalie byly analytického typu. Enzymy: Lipozyme TL IL - enzym
produkovany imobilizaci mikrobiélni lipAzy z Thermomyces lanuginous na
granulovaném nosi¢i ze siliky, lipaza je produkovana submerzni fermentaci
geneticky modifikovaného organismu Aspergillus oryzae, deklarovana aktivita
100 KPU/g (kiloprotedzova jednotka/g), optimalni pracovni teplota 70 °C a pH
6-9 (Novozymes, Dansko); Lipex 100 L - lipdza produkovana submerzni
fermentaci geneticky modifikovaného kmene Aspergillus, deklarovana aktivita
100 KLU/g, optimalni pracovni teplota 30 °C a pH 7 (Novozymes, Dansko);
Lipolase - lipdza s Thermomyces lanuginosus produkovana submerzni
fermentaci geneticky modifikovaného mikroorganismu Aspergillus oryzae,
deklarovana aktivita 100 KPU/g, optimalni pracovni teplota 30 °C a pH 11
(Novozymes, Dansko); Polarzyme 6.0 T - proteolytickd serinendoproteaza
vyrobend fermentaci mikroorganismil, které nejsou pifitomny v kone¢ném
produktu s deklarovanou enzymatickou aktivitou 6 KPU/g, optimalni pracovni
teplota 10-60 °C a pH 7-11 (Novozymes, Dansko). Plate Count Agar (PCA),
Violet Red Bile Lactose Agar (VRBL), Enterococcus Selective Agar (ESA),
Tryton Soya Agar (TSA) (Sigma-Aldrich, USA).

4.4 Priprava precisténého kolagenu

Na zakladé vysledkid jednotlivych stanoveni byly zvoleny vhodné suroviny
(kufeci béhaky, kuze a hlavy) a navrzen postup jeji ptipravy pro dalsi
zpracovani a naslednou extrakci zelatiny (obr. 3). Postup byl navrzen na zakladé
literarni  reSerSe a  predbéZnych  experimenti.  Suroviny  dodala
spole¢nost RACIOLA, Uhersky Brod.

Ptiprava tkané z vedlejSich jateCnych produktl pro dalS§i zpracovani na
kolagenni produkty sestava z 3 hlavnich fazi: mleti a homogenizace, odstranéni
nekolagennich bilkovin a pigmenti a odtu¢néni suroviny, které jsou nize
podrobnéji popsany.

Mleti a homogenizace

V jate€ném zafizeni byla surovina oc€iSténa, ochlazena, a nésledovalo
skladovani max. po dobu 36 h pii teploté¢ 0-5,0 °C. Pro mleti a homogenizaci
suroviny byl navrZzen dvoustupiiovy postup, pro ktery byla pouzita primyslova
fezacka masa. Surovina byla zmrazena na teplotu —4,0 az —2,0 °C; pro pocatecni
fazi mleti se ukéazala jako vhodna fezaci deska s prvky ve tvaru ledvin, zatimco
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ve druhé fazi byla pouzita kruhova deska s prvky o priméru 3 mm. Poté byla
surovina zabalena do PE obald, prudce zmrazena na teplotu —36,0+2,0 °C a
skladovéna v mrazicim boxu pii teploté¢ —20,0+2,0 °C. Pfed dal$im zpracovanim
byla surovina rozmrazena po dobu 12 h pii teploté 10,042,0 °C.

. ] ~ Odstranéni
Kureci Mileti a ’
tkan | homogenizace , nekplagepnlch .
bilkovin a pigmentu
v [
Filtrace a v ¥ Piecistény ]
suseni Odtucnéni F kolagen F Mileti
v [
- Preduprava |
Uprflva proteolytickym Filtrace Ei)e(gtaii:lce
P enzymem y
!
v

Filtrace Kureci
a suSeni Zelatina

Obr. 3. Schématicky postup pripravy Zelatiny z kureci tkané

Odstranéni nekolagennich bilkovin a pigmentu

Tkan obsahuje kromé kolagenu i nekolagenni bilkoviny (albuminy, globuliny)
a pigmenty, které je nutné odstranit. Proces probihal ve tfech krocich s pouzitim
destilované vody a dvou rtznych roztokd. Surova tkan byla nejprve dikladné
proplachnuta vodou po dobu 5 min. Béhem této faze byly odstranény albuminy.
Poté byla surovina smisena s 1 mol/l roztokem NaCl v poméru 1:10 (w/v) a
umisténa na tfepacku, kde probihalo opracovani suroviny pfi teploté 5,0+2,0 °C
Vv inkubatoru. Doba tiepani byla celkem 6 h, pficemz po 3 h byla surovina
prefiltrovana ptes filtratni PA tkaninu a proplachnuta destilovanou vodou. Poté
byla surovina znovu opracovana po dobu 3 h 1 mol/l roztokem NaCl. V této fazi
byly odstranény globuliny. Po filtraci byla surovina smisena s 0,5% roztokem
NaOH v poméru 1:10 (w/v) a nasledovalo dalsi opracovani rovnéz pii teploté
5,0£2,0 °C po dobu 18 h. Nakonec byla surovina ptefiltrovana a proplachnuta.
Timto zpusobem byly odstranény pigmenty.

Odtu¢néni

Jelikoz suroviny obsahuji pomérné velké mnozstvi tukd v zavislosti na typu,
byly pro Ucely odtu¢néni otestovany 3 potencialné vhodné metody odstranéni
nezadoucich tukt: odtuénéni roztokem NaHCOgs, lipolytickymi enzymy a
rozpoustédly. Pokud by bylo enzymové odtucnéni dostateCné efektivni,
znamenalo by to vyhnuti se toxickym chemickym rozpoustédltim.
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Metody odtu¢néni byly testovany na dvou typech vedlejSich dribezZich
produktii: kuteci béhaky a ktize.

Odtuénéni kurecich béhaki

Experimenty byly provedeny podle metody popsané v préaci Du a kol. (2013)
s mirnou modifikaci. Surovina byla smisena se 150 mmol/l roztokem NaHCO;
vpoméru 1:5 (w/v) v Erlenmayerové bance a tiepan na tfepacce 1 h pri
pokojové teploté. Poté byla surovina piefiltrovdna na filtratnim sitku; cely
proces byl poté 4x opakovan. Opracovana surovina byla pfesusena po dobu cca
24 h pii teploté 35 °C v susarné s nucenou cirkulaci vzduchu.

Dale byl otestovan lipolyticky enzym Lipolase 100 T, ktery lze vyuzit pro
Stépeni vazeb mezi molekulami tukd. Ucinnost odtu¢néni byla studovéana
faktorovymi schématy 22 sjednim centralnim experimentem a jednim
opakovanim, pfiCemz sledovanymi faktory byly pfidavek enzymu a doba
odtuc¢niovani. 100 g suroviny bylo smiseno v Erlenmayerové baice s 500 ml
destilované vody, byl piidan lipolyticky enzym Lipolase 100 T® v mnoZstvi
podle rozpisu experimentt (faktor A - tab. 3, kapitola vysledky a diskuze). pH
bylo upraveno na hodnotu 7,0+0,3 (optiméalni pH pro nejvy$si enzymovou
aktivitu). Banka byla umisténa na tfepacku umisténou v inkubatoru, ktery byl
vytemperovan na teplotu 12 °C (optimalni teplota). Smés byla tiepana po
stanovenou dobu, viz rozpis experimentil (faktor B). Po 1., 2. a 5. hodin¢ tfepani
byla provadéna kontrola pH a piipadna Uprava na stanovenou hodnotu.
Opracovana surovina byla prefiltrovana na situ opatfeném 3 vrstvami PA
tkaniny, umisténa na plech a suSena pii teplot¢ 35 °C v susarné s nucenou
cirkulaci vzduchu po dobu cca 24 h.

Pti dalSich experimentech bylo pouZito celkem 8 typl rozpoustédel (pentan,
hexan, diethylether, butylakohol, aceton, chlorofom, petrolether, ethanol),
rovnéZ byla testovdna kombinace 2 typi rozpoustédel (petrolether+ethanol,
petrolether+aceton).

Surovina byla pfed experimenty ptesusena pii teplot¢ 35 °C v suSarné
s cirkulaci vzduchu po dobu cca 48 h a smisena s rozpoustédlem, nebo jejich
smési v poméru 1:10 (w/v) v Erlenmayerové bance; smés rozpoustédel byla
pfipravena jejich smichanim v objemovém poméru 1:1. Smés suroviny s
rozpoustédlem byla umisténa na tiepacku. Tiepani probihalo celkem 32 h pfi
pokojové teploté ve Ctytech tfepacich cyklech (3, 6, 15 a 8 h). Po kazdém cyklu
nasledovala vyména pouzitého rozpoustédla za Cerstvé. Rozpoustédlo (nebo
jejich smés) bylo odfiltrovano a surovina poté byla rozprostfena na plech a min.
30 min ponechana v digestoii za ucelem odpafeni zbylého rozpoustédla.
Vysledky jsou uvedeny v tab. 4 (viz kapitola vysledky a diskuze).

Odtucnéni kurecich kazi
Surovina byla smisena s 0,1 mol/l roztokem NaHCO; v poméru 1:5 (w/v) a
tfepana na tfepace po dobu 1 h pfi pokojové teploté. Poté byla surovina
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prefiltrovana a cely proces byl 4x opakovan. Opracovand surovina byla
ptesusena cca 24 h pii teploté 35 °C v susarné s nucenou cirkulaci vzduchu.

Pii enzymovém zplsobu byly testovany 3 typy lipolytickych enzymi
dodanych firmou Novozymes (Dansko): Lipex 100L®, Lipozyme TL IL® a
Lipolase®. Surovina byla smisena s destilovanou vodou v poméru 1:10 (w/v) a
byl pfidan enzym v mnozstvi 2,0 % (vztazeno na hmotnost suSiny suroviny,
w/w) Vv piipadé enzymu Lipex 100 L®, 4,0 % (w/w) v piipadé enzymu Lipozyme
TL IL® a 5,0 % (w/w) v ptipadé enzymu Lipolase®. pH bylo upraveno na
hodnotu 7,0+0,3 (Lipex 100 L® a Lipozyme TL IL®), nebo 11,0+0,3 (Lipolase®)
za ucelem dosazeni optimalni enzymové aktivity. Poté byla smés tfepana pii
pokojové teploté (Lipex 100 L®), respektive v inkubatoru vytemperovaném na
teplotu 40,0+2,0 °C (Lipozyme TL IL®), nebo pii teplot¢ 30,0+2,0 °C
(Lipolase®) po dobu 72 h; 2x denné byla smés piefiltrovana pies PA tkaninu a
ptidan Cerstvy enzym. pH bylo pravidelné kontrolovano a dle potieby upraveno
na predepsanou hodnotu. Nakonec byla surovina proplachnuta a vysusena pii
teploté 35,0+2,0 °C v susarné s nucenou cirkulaci vzduchu.,

Pii rozpoustédlovém zpuisobu byla surovina nejprve piesusena pii teploté
35,0£2,0 °C. Byl zvolen rozpoustédlovy systém petrolether+etanol, jehoz
ucinnost se osveédcila pii zpracovani kutfecich béhaki. Smés rozpoustédel byla
pfipravena smichanim v objemovém poméru 1:1. Surovina byla s rozpoustédly
smisena v poméru 1:10 (w/v) a tiepana ve 3 cyklech po dobu 72 h pfi teploté
23,0£2,0 °C. Po 24 a 48 h tiepani byla pouzita rozpoustédla odfiltrovana a
pfipravena Cerstva smés. Nakonec byla smés rozpoustédel odfiltrovana.

U odtuénénych surovin byl stanoven obsah zbytkového tuku metodou podle
Soxhleta. Koneénym produktem ptipravné faze zpracovani suroviny byl kufeci
precistény kolagen, u kterého byl stanoven obsah susiny a vysledek pouzit pii
vypoctu vytézku ptipravenych zelatin. Vysledky jsou uvedeny vtab. 5 (viz
kapitola vysledky a diskuze).

4.5 Biotechnologicka preduprava a extrakce Zelatin

Poté co byl pfipraven kufeci piecistény kolagen, ktery byl podroben procesu
mleti s vyuzitim analytického laboratorniho mlynku na velikost ¢astic v rozmezi
1-2 mm, proces pokracoval dal§imi dvéma fazemi: predipravou suroviny, po
které nasledovala extrakce Zelatiny, jak znazorfiuje postup uvedeny na obr. 3
(str. 34). Pro odtu¢néni suroviny byla zvolena kombinace rozpoustédel
petrolether a etanol, kterd se ukazala jako nejefektivnéj$i béhem experimentd.
Pro pfedupravu byl navrhnut biotechnologicky (enzymovy) zptisob, ktery zatim
neni v prumyslu pouzivan. Vyhodou této metody je, ze nedochazi k zatéZovani
zivotniho prostfedi chemickymi latkami, dale velmi malé mnozstvi enzymu
(desetiny %), nizka cena (pfi nizkém davkovani), mirné reakéni podminky
(neutralni pH, pokojova teplota) a celkova technologicka nenaro¢nost procesu.
Pro tento ucel byl vyuzit enzym Polarzym 6.0 T® (Novozymes, Dansko); jedna
se o kombinaci enzyml subtilisin ziskaného z bakterie Bacillus subtilis a
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protedzy produkované fermentaci kmene bakterie Bacillus amyloliquefaciens,
které hydrolizuji peptidové vazby na konci kolagenniho fetézce, jedna se tedy o
endopeptidazy. Tento enzym je Siroce vyuzivan pro komeréni i vyzkumné ucely
(detergenty, kosmetika, potravinafstvi, organicka chemie). Cena takového
enzymu je 40 US dolart za 1 kg.

Surovina (navazka 25 g) byla smisena s destilovanou vodou v poméru 1:20
(w/v), pH smési bylo upraveno na hodnotu 7,5+0,3 (optimalni pH pro dosazeni
maximalni ucinnosti pouzitého enzymu) a byl pfidan proteolyticky enzym
Polarzym 6.0 T® v konkrétnim mnozstvi. MnoZstvi enzymu bylo vztazeno na
suSinu suroviny. Poté byla smés tfepana po stanovenou dobu, prefiltrovana a
surovina dikladn¢ proplachnuta destilovanou vodou.

Po pfedupravé nasledovala extrakce Zelatiny. Opracovana surovina byla
znovu smisena s destilovanou vodou v poméru 1:20 (w/v) a smés zahtata na
stanovenou extrakéni teplotu a po stanovenou dobu probihala extrakce Zelatiny
za stalého michani suroviny. Po dokonceni extrakce byla smés piefiltrovana a
poté byl ziskany zelatinovy roztok znovu zahtivan na teplotu 100,0+1,0 °C po
dobu 5 min. Tento krok byl dulezity pro inaktivaci zbytkového mnoZstvi
enzymu, ktery byl pouzit pfi predupravé suroviny. Nasledovalo suseni
zelatinového roztoku v tenké vrstvé v susarné s nucenou cirkulaci vzduchu pti
teploté¢ 52,0 °C+1,0 °C po dobu cca 24 h. Hmotnost zelatiny byla vyuzita pro
vypodet vytdzku Zelatiny. Vyslednym produktem byl Zelatinovy film. Zelatinovy
prasek byl pfipraven rozemletim zelatinového filmu na velikost ¢astic 1-2 mm.

Faktorové experimenty

Prvni surovinou pouzitou pro extrakci zelatiny byly kuteci ktize. Nejprve byly
provedeny predbézné experimenty, kdy byl otestovan vliv teploty na vytézek
zelatiny, pevnost gelu, ¢irost a viskozitu zelatinového roztoku a dalsi vlastnosti
spojené s povrchovymi efekty (vaznost vody a vaznost tuku, pénotvorna a
emulzifika¢ni kapacita a stabilita). Byly testovany extrakéni teploty 40, 50, 60,
70 a 80 °C pii konstantni dobé enzymoveé predupravy (20 h); mnozstvi enzymu
béhem predupravy bylo stanoveno na 0,5 %; doba extrakce byla stanovena na 60
min. Technologické podminky byly navzeny na =zakladé predbéznych
experimentti. Vysledky jsou uvedeny vtab. 6 a 7 (viz kapitola vysledky a
diskuze).

Poté byly provedeny kombinované faktorové experimenty, pii kterych byl
sledovéan vliv 4 technologickych faktori (nezavisle proménnych) na dvou a vice
urovnich. Sledovanymi technologickymi parametry nezavisle proménnymi byly:
faktor A — mnozZstvi enzymu pfi piredtpraveé suroviny (min. hodnota: 0,2 a max.
hodnota: 0,8 %), faktor B — teplota prvni extrakce (hodnoty: 50, 55, 60, 65, 70,
ovliviiyjici vlastnosti Zelatiny, proto bylo zkoumano celkem 7 trovni tohoto
faktoru, faktor C — doba prvni extrakce (min. hodnota: 30 a max. hodnota: 120
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minut) a faktor D — teplota druhé extrakce (60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 °C+0,5
°C). Studovanymi zavisle proménnymi veli¢inami byly pevnost a teplota tani
zelatinového gelu, teplota gelace a viskozita Zelatinového roztoku (vlastnosti
zelatiny spojené s gelaci). Extrakce zelatiny byla v tomto ptipad¢ dvoustupniova,
tak aby byla surovina efektivnéji zpracovdna. Nejprve byla provedena prvni
extrakce po dobu podle faktoru B; poté byl zelatinovy roztok odfiltrovan a
probihala druh& extrakce, pficemz teplota extrakce byla zvySena o 10 °C (faktor
D). Doba druhé extrakce byla stanovena konstantni (60 min). Takovy cas by
podle piepokladii mél zajistit optimalni pomér mezi vytézkem a kvalitou
zelatiny. Pokud by opét byly sledovany dvé urovné, znamenalo by to navySeni
poctu experimentll na piili§ vysoky pocet. Vyhodou faktorovych experimenti je
pravé nizky pocet experimentll nutnych k dosazeni pozadovanych vysledkai.
Vysledky jsou uvedeny v tab. 6 a 7 (viz kapitola vysledky a diskuze).

Dale byla pfipravena Zelatina z kutecich hlav. Byl studovéan vliv 3 faktori:
faktor A — mnozstvi enzymu (0,4 a 1,6 %), faktor B — doba enzymove
predipravy (18 a 48 h) a faktor C — doba 1. extrakce Zelatiny (1 a 4 h). Také byl
proveden centralni experiment se stfednimi hodnotami faktordi a experiment se
sttednimi hodnotami faktori a nulovym mnoZstvim enzymu (faktor A).
Extrakéni teplota byla konstantni: 80,0 °Cx2,0 °C. Sledovanymi zavisle
proménnymi veli¢inami byly vytézek hydrolyzatu, vytézek 1. extrakce zelatiny,
pevnost gelu, vikozita, teplota tani a mnozstvi mineralnich latek. Vysledky jsou
uvedeny v tab. 14 (viz kapitola vysledky a diskuze).

Dalsi testovanou surovinou pro extrakci Zelatiny byly kufeci béhéky. Byly
navrzeny faktorové experimenty, kdy byly sledovanymi 3 technologické
faktory: faktor A — mnozstvi enzymu pii predipravé suroviny (0,2 a 0,8 %;
vzhledem k susin¢ suroviny), faktor B — doba enzymové ptredupravy suroviny
(24 a 120 h) a faktor C — doba extrakce zelatiny (1 a 4 h). Teplota extrakce byla
konstantni (80,0 °C+2,0 °C). Nakonec byl proveden centréalni experiment se
sttednimi hodnotami faktorti. Studovanymi zavisle proménnymi veli¢inami byly
pevnost gelu, viskozita Zzelatinového roztoku a mnozZstvi mineralnich latek
v Zelatin€. Technologické podminky byly uréeny na zdkladé piedbéznych
experimentil. Nasledovaly optimalizacni experimenty, kdy byly upraveny
hodnoty faktori: mnozstvi enzymu bylo 0,1 a 0,4; doba extrakce byla 15 a 45
min. Mnozstvi enzymu bylo konstantni (20 h). Také byl proveden centralni
experiment se stfednimi hodnotami obou faktort. Vysledky jsou uvedeny v tab.
17 (viz kapitola vysledky a diskuze).

Pro vyhodnoceni vlivu jednotlivych technologickych faktorii (extrakcni Cas a
teplota, mnoZzstvi enzymu a doba enzymové ptedipravy) na vytézek a vlastnosti
zelatiny byl pouzit statisticky program Minitab 18.
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4.6 Priprava hydrolyzatu

Postup ptipravy je slozeny z 6 dil¢ich operaci: 1. Promyti kufecich béhakt ve
studené vod¢: dojde k odstranéni zbytka krve, pefi a necistot. Poté rozemleti na
fezaCce masa (velikost Castic 6 mm). 2. Odstranéni nekolagennich bilkovin,
pigmentd a tuku smisenim suroviny s 0,10% roztokem NaOH v poméru 1:8
(W/v), tfepani 45 min pfi pokojové teploté, filtrace a promyti vodou (opakovani
celého postupu 4x). Odtuénéni suroviny smisenim suroviny se smési
rozpoustédel ethanol + petrolether (1:1, v/v) v poméru 1:6 (w/v), ttepani 34 h pfti
pokojové teploté (po 6, 12 a 24 h vyména rozpoustédla za nové). Vysledkem
opracovani je bilkovinny substrat. 3. Prvni stupeni zpracovani: smiseni
bilkovinného substratu s vodou v poméru 1:8 (v/w), uprava pH na hodnotu 7,5 £
0,3, enzymova preduprava (mikrobialni protedza Protamex) 20-h tfepanim pii
pokojové teploté a piidavek enzymu dle faktoru A. 4. Filtrace: oddéleni roztoku
bilkovinneho hydrolyzatu Il. jakosti (vysusen pii 103,0 £ 1,0 °C v suSarné s
nucenou cirkulaci vzduchu) od bilkovinného substratu zachyceného na filtru
(proplach vodou). 5. Druhy stupen zpracovani: smiseni bilkovinného substratu s
vodou v poméru 1:8 (v/w), ohfev na teplotu dle faktoru B, poté extrakce po dobu
dle faktoru C pii pomalém michani smési na magnetickém michadle. 6. Filtrace:
oddéleni roztoku bilkovinného hydrolyzatu I. jakosti od bilkovinného substratu,
vysuSeni v tenkém filmu pti 50,0 + 0,5 °C. Bilkovinny substrat je vysuSen pii
103,0 = 1,0 °C. Vysledky jsou uvedeny v tab. 29 (viz kapitola vysledky a
diskuze).

4.7 Testovani funkénich vlastnosti Zzelatin

Stanoveni vytézku a testovani vlastnosti Zelatin
Poté, co byly pfipraveny a zvazeny vzorky zelatin, bylo mozné vypoditat
vytézek Zelatiny podle nasledujiciho vzorce:

£==1-100 (1)

mp

& - vytézek zelatiny (%)
m; - hmotnost vysusené¢ Zelatiny
My - hmotnost susiny pteciSténého kolagenu

Piipravené vzorky byly analyzoviny za uUCelem porovnani funk¢nich
vlastnosti Zelatin extrahovanych pii riznych podminkach. Vysledky byly
srovnany s dvéma typy potravinaiskych Zelatin (vepfovou a hovézi).

Byla testovana pevnost gelu a tepelna stabilita, bod tani a gelace, Cirost a
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viskozita zelatinového roztoku a dal$i vlastnosti spojené s povrchovymi efekty
(vaznost vody a tuku, pénotvorna a emulzifika¢ni kapacita a stabilita). Tyto
charakteristiky maji velky vyznam pro aplikace v potravinarském pramyslu,
jako napf. zelé, polevy, aspiky, naSlehané bonbony a dalsi produkty.

Pevnost gelu

Z ptipravené kufeci Zelatiny byl pfipraven gel postupem podle GMIA —
Standardized Methods for the Testing of Edible Gelatine (2019): 7,5 g zelatiny
bylo smiseno se 105 ml destilované vody ve stanovené nadobce a ponechano
bobtnat po dobu 1-3 h. Nasledovalo zahtat na teplotu 60 °C po dobu max. 10
min; byl pfipraven 6,67% zelatinovy roztok, ktery byl ponechan vychladnout pii
pokojové teploté a poté vychlazen pfti teploté 10,0 °C+0,1 °C po dobu 16-18 h.

Obr. 4. Vzorky kurecich Zelatin pro stanoveni pevnosti gelu

Pevnost piipravenych gela (obr. 4) byla zméfena pfistrojem Stevens LFRA
Texture Analyzer (Leonard Farnell and Co Itd., Anglie) (obr. 5). Pevnost
(Bloom hodnota) je definovana jako sila v gramech nutna K praniku pistu
definovaného tvaru rychlosti 1 mm/s do hloubky 4 mm vzorku gelu.

Obr. 5. Stevens LFRA Texture Analyzer

Tepelna stabilita gelu
Studie zabyvajici se tepelnou stabilitou Zelatiny jsou zaméfeny napf. na
méfeni reologickych vlastnosti Zelatiny, jednu z termickych analyz (DSC) nebo
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na méfeni aktivacni energie nutné pro piechod Zelatiny ze stavu gelového do
stavu tekutého. V zadnych studiich nebyl hodnocen vliv teploty na pevnost gelu;
proto byla navrzena vlastni metodika: tepelna stabilita gelt byla testovana pii
standardni pokojové teploté 23,0+0,1 a pfi teplotach 29,0+0,1 a 35,0+0,1 °C s
ohledem na modelovani podminek skladovani produktti obsahujicich Zelatinovy
gel béhem letnich obdobi nebo v tropickych a subtropickych oblastech. Po
prvnim méfeni byly vzorky udrZzovany pii nastavené teploté¢ v inkubétoru s
relativni vlhkosti 47 %. Pevnost gelu byla méfena kazdych 15 min, dokud
nedoslo k pfechodu Zelatinového gelu na roztok, nebo dokud nebyla ustalena
Bloom hodnota. Vysledky méteni byly vyjadfeny jako procentualni hodnota
pevnosti gelu vztazena k pevnosti gelu na zac¢atku méfeni. Touto metodikou byla
m¢éfena tepelna stabilita gelt pfipravenych z kufecich kuzi.

Také byly provedeny testy tepelné stability Zelatinovych gell pti zvySenych
relativnich vlhkostech (60 a 80 %), protoZe zelatinové gely se bézné skladuji v
chladicich zatizenich s vlhkosti dosahujici az 80 %. Tepelna stabilita byla
sledovana v ¢asovém obdobi 5 dnti. Pevnost gelu byla méfena kazdou hodinu
béhem prvnich 8 h a poté po 16, 23, 87, 93, 111 a 120 h. Tato metodika byla
pouzita pro méfeni tepelné stability Zelatinovych gelii pfipravenych z kutecich
béhaku. Vysledky jsou uvedeny v tab. 21-26 (viz kapitola vysledky a diskuze).

Teplota tani
Teplota tani zelatinového gelu byl stanoven na zafizeni zobrazeném na obr. 6
dle mirn¢ modifikované metody popsané Schrieberem a Gareisem (2007).

~ ~

kapilara
teplomer

zkumavka
S HIT | kadinka

@

b e

mag. michadélko

| topna deska

Obr. 6. Schéma zarizeni ke stanoveni bodu tani a gelace

Byl ptipraven 6,67% Zelatinovy roztok (viz stanoveni pevnosti gelu), ktery byl
pteveden do kapilary s vnitinim primérem 2 mm; vyska sloupce Zelatiny byla 1
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cm. Kapilara byla chlazena pii teplot¢ 10 °C po dobu 3 h, poté umisténa do
zkumavky (praimér 10 mm), ktera byla umisténa do kadinky vyhiivané na
teplotu 55 °C (rychlosti 3,5 °C/min). Teplota tani Zzelatiny byla stanovena v
moment¢ kdy tlak vody vytlacil vznikly zelatinovy roztok z kapilary.

Teplota gelace

Teplota gelace Zzelatinového roztoku byla stanovena za pouziti stejného
zafizeni jako pii stanoveni teploty tani dle modifikované metody popsané
Schrieberem a Gareisem (2007). Zelatinovy roztok byl pfipraven vyse
popsanym zpusobem (viz stanoveni pevnosti gelu), pfeveden do zkumavky (do
poloviny vysky) a byla méfena jeho teplota. Jakmile teplota poklesla na 30 °C,
byla do kadinky ptidana voda ochlazend na 5 °C tak, aby byl Zelatinovy vzorek
zcela obklopen vodou. Poté byly do zkumavky vhazovany ocelové kuliCky
(hmotnost 0,10 g) pti poklesu teploty 0 0,5 °C. Teplota gelace byla stanovena
kdyz kuli¢ka uvizla uvnitt ¢i na povrchu vytvoteného Zelatinového gelu.

Viskozita

Viskozita Zelatinového roztoku byla métena podle metody popsané v GMIA
(2019). 6,67% roztok zelatiny byl pfipraven stejnym zptsobem jako pii méteni
pevnosti zelatinového gelu a pieveden do trubice Ubbelohdeho viskozimetru
umisténé ve vodni l1azni, kde byla udrZzovana teplota 60,00£0,1 °C. Byl méfen
Cas potfebny pro prutok roztoku zelatiny mezi dvéma body v kapilarni trubici
viskozimetru.

Viskozita vzorku Zelatiny byla vypoctena z nasledujici rovnice:

n=(k.t-B/).p (2)

n - dynamicka viskozita (mPa.s)

k - viskozitni konstanta detekovana kalibra¢ni tekutinou (0,5)

t - aritmeticky prumér namétenych ¢ast prutoku (S)

B - korekéni konstanta pro kinetickou energii stanovend z rozmérd
viskozimetru (2,8)

p - hustota roztoku Zelatiny (g.cm?). Hustota (1,003 g.cm=3+0,005) byla
stanovena pyknometrickou metodou.

Cirost

Cirost Zelatinového roztoku byla stanovena podle metody popsané v GMIA
(2019). Byl piipraven zelatinovy roztok (viz méfeni viskozity), ktery byl
zahtivan ve vodni lazni na 45 °C a byla zméfena propustnost pii vinové délce
640 nm na spektrofotometru Helios Epsilon (Thermofisher Scientific, USA).
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Vaznost vody

Vaznost vody (VV) byla stanovena podle metody popsané Nasrinem a kol.
(2015). Vzorek zelatiny (1 g) byl rozdispergovan v 25 ml destilované vody ve
zkumavce vifenim po dobu 5 min pii pokojove teploté. Poté byla smés
odstiedéna pii 3000 ot/min po dobu 30 min. Supernatant byl zfiltrovan a vzorek
zvazen.

VV byla vypoctena podle vzorce:

mq

vV ==t (3)

my

VV - vaznost vody (g.g™)
m; - hmotnost vzorku po analyze (g)
Mo - hmotnost vzorku pifed analyzou (g)

Vaznost tuku

Vaznost tuku (VT) byla stanovena podle metody Li a kol. (2009). Vzorek
zelatiny (0,1 g) byl rozdispergovan v 10 ml slune¢nicového oleje ve zkumavce a
promichan vifenim po dobu 1 min a ponechan stat 30 min pii pokojoveé teplot¢.
Poté byla smés odstiedéna pii 3000 ot/min po dobu 30 min. Volny olej byl
dekantovan a VT byla vypoctena nasledujicim vzorcem:

— M

VT = o 4)
VT - vaznost tuku (g.g™%)

m; - hmotnost vzorku po analyze (g)

Mo - hmotnost vzorku pifed analyzou (g)

Emulzifikacni vlastnosti

Emulzifikacni kapacita a stabilita byly stanoveny podle metody Neto a kol.
(2001). 5 ml zelatinového roztoku (ptipraveného zahiatim pii teploté 45 °C) v
koncentraci 10 mg.ml* bylo homogenizovano s 5 ml slune¢nicového oleje po
dobu 1 min. Poté byla smés odstfedéna pii 1100 ot/min po dobu 5 min.
Emulzifikac¢ni kapacita byla stanovena podle vzorce:

EK = % 100 (5)

0

EK - emulzifika¢ni kapacita (%)
V1 - vyska vrstvy emulze v odmérném vélci (mm)
Vo - vyska celého objemu kapliny v odmérném valci (mm)
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Poté byla emulze zahiata ve vodni lazni na teplotu 55 °C a nésledovalo
odsttedéni pti 1100 ot/min po dobu 5 min.
Emulzifika¢ni stabilita byla vypoctena vzorcem:

ES = -2-100 (6)

ES - emulzifikaéni stabilita (%)
V; - vyska vrstvy emulze po zahiati (mm)
V1 - vyska vrstvy emulze v odmérném valci (mm)

Pénotvorné vlastnosti

Pénotvorné vlastnosti byly stanoveny podle metody popsané Sathem a kol.
(1982). 0,6 g zelatiny a 30 ml destilované vody bylo smiseno ve zkumavce o
objemu 100 ml a zahiato na teplotu 60 °C. Péna byla pfipravena homogenizaci
roztoku pti 10 000 ot/min po dobu 5 min pomoci desintegratoru IKA T 25
Digital Ultra-Turray (IKA-Werke, Némecko).

Napénény Zelatinovy roztok byl pieveden do 250 ml odmémého valce a
pénotvorna kapacita (PK) byla vypocétena pomoci vzorce:

PK = “27¢. 100 )
Vo

PK - pénotvorna kapacita (%)
V1 - objem napénéné kapaliny (ml)
Vo - ptvodni objem kapaliny (ml)

Poté byla stanovena pénotvorna stabilita. Princip je zaloZzen na méfeni objemu
napénéného roztoku zelatiny po 30 min; pénotvorna stabilita (PS) byla
vypoc¢tena podle vzorce:

ps = 2=Y0. 100 8)
Vo

PS - pénotvorna stabilita (%)
V; - objem napénéné kapaliny po 30 min (ml)
Vo - ptuvodni objem kapaliny (ml)

Obsah mineralnich latek

Obsah mineralnich latek v zelatin¢ byl stanoven spalenim vzorku (1 g) nad
kahanem a zihanim pfi teploté 650 °C v muflové peci po dobu minimalné 1 h.
Obsah mineralnich latek byl vypocten gravimetricky (Nollet a Toldra, 2015).
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4.8 Testovani mikrobialni kontaminace pripravenych Zelatin

Tento specializovany vyzkum nemohl byt proveden na UTB, kterad
nedisponuje potiebnym vybavenim. Z tohoto divodu byla navdzana spoluprace
ze Slovenskou polnohospodarskou univerzitou v Nitie v ramci zahraniéni staze.

Cilem bylo otestovat vzorky piipravenych kufecich Zelatin pfipravenych
Vv laboratofi z béhaki a hlav za riznych technologickych podminek (¢as a teplota
extrakce) a komer¢nich zelatin (vepiovych a hovézich) (viz tab. 25) na
pfitomnost mikroorganismii a vzdjemné srovnani vysledki. Vyzkum zpracovani
driibezich vedlejSich produktii na kolagenni produkty byl tak rozSiten o dalsi
aspekt.

Pracovni postup

Nejprve byla ptipravena smés 5 mg vzorku Zelatiny a 45 ml 0,87% sterilniho
fyziologického roztoku. Poté se smés nechala botnat po dobu 1 h a nasledné
probihalo tfepani smési po dobu 30 min. Na Petritho misky byly pfipraveny 3
typy zivnych plid za Gcelem stanoveni celkového poctu bakterii (Plate Count
Agar - PCA), izolace coliformnich bakterii (Violet Red Bile Lactose Agar —
VRBL) a izolace enterokokti (Enterococcus Selective Agar — ESA). Zivné pudy
byly naockovany 100 pl pfipraveného roztoku. Inkubace probihala po dobu 24 —
48 h pti teploté 37,5 st C. Poté probéhlo pieockovani za ucelem izolovani
jednotlivych bakteridlnich kolonii na TSA (Trypton Soya Agar) a probihala
inkubace dalSich 24 — 48 h pfi teploté 37,5 st C. Byl spocitan pocet organismil —
kolonii tvoticich jednotek na Petriho misce, které byly vynéasobeny fedicim
faktorem a objemem inokula v ml. Vysledek je vyjadien v logaritmech na 1 ml.
(viz tab. 30). Do 1 ml zkumavky bylo nadavkovano 300 ul destilované vody,
poté byl pfidan vzorek bakteridlni kolonie vyrostlé na agarové pidé pomoci
oCkovaci smyCky a zkumavka byla doplnéna 600 ul ethanolu. Nasledovalo
dikladné promichani obsahu zkumavky, odstfedéni smési a dekantace. Poté byla
zkumavka doplnéna 30 pl CH,O; a 30 ul acetonitrilu.

Nasledovalo promichéani a odstfedéni obsahu zkumavky. Poté byl nanesen 1
ul vzorek pripravené smési na mikrotitra¢ni desticku a nasledn¢ zakapnut 1 pl
kyseliny skoficové a vysusen pii pokojové teploté. Identifikace mikroorganismi
probihala metodu hmotnostni spektrometrie MALDI TOF (Matrix Assisted
Desorption lonization — Time of Flight) jejimz principem je stanoveni
molekulové hmotnosti zkoumaného vzorku ionizaci laserem za piitomnosti
matrice v kombinaci s detekci doby letu. Vzorkem v tomto ptipad¢ je jednotliva
bakteridlni kolonie nebo kvasinka ¢i vlaknita houba vyrostla na povrchu agarove
pudy.

Pracovni desti¢ka byla vloZzena do hmotnostniho spektrometru LT MALDI-
TOF LT (Bruker Daltonik, Némecko). Smés matrice a vzorku na nosi¢i byla
poté zasazena nanosekundovym pulzem laseru, pfi¢emz doSlo k ionizaci
molekul vzorku. Vzniklé ionty byly urychleny silnym elektrickym polem a
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proleti trubici detektoru rychlosti umérnou jejich hmotnosti a ndaboji.
Zaznamenala se celkova doba letu castic od aplikace laseru po dopad na
detek¢ni desticku. Vysledkem celého procesu bylo hmotnostni spektrum, které
je druhové specifické pro jednotlivé mikroorganismy. Namétené spektrum bylo
nasledné srovnano s profily v referen¢ni databazi a vyhodnoceno (Kacaniova a
kol., 2017).

Statisticka analyza

Vsechny analyzy byly provedeny tfikrat; linearni regrese, 1-sample a 2-
sample t-testy na hladiné vyznamnosti p 0,05 byly aplikovany S vyuzitim
statistického softwaru Minitab 18 pro Windows.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Slozeni vstupnich surovin

V této kapitole jsou popsany vysledky charakterizace 3 typt vedlejSich
driibezich produkti (kufeci kiize, hlavy a b&haky). Byl stanoven obsah suSiny
Vv suroving; v suSin¢ byl stanoven obsah proteinti, podil kolagenu, dale obsah
popisuje patent MokrejSe a kol., z roku 2019 a ¢lanky Mréazka a kol., z roku
2018 a 2020 (kap. 11G, 11K a 11M).

Tab. 2. SloZeni kuiecich kazi, hlav a béhaku

Typ kufeci| Susina | Proteiny | Kolagen® Tuk | Min. latky
tkané | (%+SD)| (%+SD)* |(%+SD)*® | (%+SD)® | (%+SD)®

ktze 53,6+15| 16,5+1,3 92,6+0,1 85,0+24 | 0,90+0,3

hlavy 23,0+0,1 | 51,3+0,5 88,8+1,0 33,9+04 | 16,8+0,1

bchaky 355+3,0 | 48,3+0,4 82,8+0,7 34,8+0,8 | 16,1+0,2

3yztazeno na susinu suroviny ° z celkového obsahu proteinti
5.2 Priprava precisténého kolagenu

Tato kapitola popisuje dalsi zpracovani vybranych surovin (kufecich béhaku a
kazi), u kterych byla provedena separace nekolagennich bilkovin a pigmentti a
poté bylo otestovano nékolik zpusobili odtu¢néni suroviny. Detailnéjsi informace
popisuje ¢lanek Mrazka a kol., z roku 2018 (kap. 11H).

Kufeci béhaky byly odtuénény s vyuzitim 3 zpusobt: roztokem NaHCOs;,
enzymové (Lipolase 100 T®) a rozpoustédly.

Pii pouziti roztoku NaHCOj3; zbytkovy obsah tuku v suroviné piesahuje 25 %
a je tedy pro dalsi vyuziti suroviny neefektivni. Vysledky a rozpis experimentil
enzymového zpusobu odtu¢néni jsou uvedeny v tab. 3. faktor A predstavuje
mnozstvi pouzité¢ho enzymu (%) a faktor B je doba odtuciovani (h).

Tab. 3. Rozpis experimentil a obsah zbytkového tuku v kufecich béhacich

Faktor A* | Faktor B | Tuk
(%)

1 1,0 18 26,5
2 1,0 48 28,5
3 2,5 18 26,1
4 2,5 48 26,0
5 1,75 33 23,8

vztazeno na hmotnost susiny suroviny
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Pti experimentech byly vyuZity jednoduché faktorové experimenty podle
schématu 22 sjednim centralnim experimentem a jednim opakovanim.
Z vysledkli experimentl je patrné, ze enzym Lipolase 100 T® vykazuje jen
velmi malou G¢innost odtu¢néni, nebot’ mnozstvi zbytkového tuku bylo u vSech
provedenych experimentl v rozmezi 24 az 28 %, coz jsou velmi vysoké hodnoty
vzhledem k ptivodnimu obsahu tuku v suroving (cca 35 %). Mnozstvi pfidaného
enzymu, ani doba opracovani nemély vyraznéjsi vliv na ti¢innost procesu.

Poslednim zpisobem bylo pouziti rozpoustédel. Tab. 4 znazornuje vysledky
experimentl. Nejvyssi Gcinnosti odtucnéni suroviny bylo dosaZeno pii pouziti
smési petroletheru a etanolu v objemovém poméru 1:1, pii kterém bylo zjiSté€no
pifiblizné 5 % zbytkového tuku v suroving. Projevil se zde tzv. synergicky efekt
smési rozpoustédel, jelikoZz UCinnost odtucnéni pi1 pouziti Cistého petroletheru
byla pfiblizné 1,5x nizs$i (t¢mét 8 % zbytkového tuku) a ucinnost u Cistého
etanolu byla cca 4x nizsi (= 21 % zbytkového tuku).

Tab. 4. Typy rozpoustédel a podil zbytkového tuku v kutfecich béhacich

Rozpoustédlo (smés) | Tuk (%) | Rozpoustédlo | Tuk (%)
petrolether+etanol 4,97 butylalkohol 7,66
petrolether+aceton 6,41 aceton 7,74

pentan 6,67 petrolether 7,93
hexan 6,95 choroform 8,42
diethylether 7,56 etanol 21,3

Kureci kiize byly odtu¢novany roztokem NaHCO3, enzymoveé (Lipozyme TL
IL®, Lipex 100 L® Lipolase®), rozpoustédly a kombinaci enzyml a
rozpoustédel. Vysledky jsou znazornény v tab. 5.

Tab. 5. Metody odtu¢néni a podil zbytkového tuku v kufecich kiizich

Zpisob odtu¢néni Tuk (%+SD)
0,1 mol/l roztok NaHCO4 81,2+3,3
Lipex 100 L® (piidavek 2 %) 62,0+2,9
Lipozyme TL IL® (ptidavek 4 %) 68,7+4,1
Lipolase® (pfidavek 5 %) 48,3+4,7
petrolether+ethanol 14,5+3,8
Lipex 100 L® (piidavek 2 %)+aceton 18,1+3,5
0,1 mol/l roztok NaHCOs+Lipolase® (piidavek 1 %) 70,3+4,3

Prvni testovanou metodou bylo pouziti 0,1M roztoku NaHCOs. Vysledek
ukazal, ze tato metoda neni vhodna pro tento typ tkan€, nebot’ obsah zbytkového
tuku byl vice jak 80 %. Dale byly testovany 3 typy lipolytickych enzymd.
Efektivita odtu¢néni byla velmi nizka, jelikoz obsah tuku byl sniZen z piivodnich
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cca 85 % na 68,7 % (Lipozyme TL IL®), respektive 62,0 % (Lipex 100 L®) a
48,3 % (Lipolase®). Dalsi metodou bylo odtuénéni rozpoustédly (smés
petroletheru a etanolu), ktera se ukazala jako nejefektivnéjsi u kutecich behak.
Bylo dosazeno nejvyssi u¢innosti odtuénéni kiizi. Obsah zbytkového tuku byl
14,4 %, coz je piijatelnd hodnota pro dalSi zpracovani kolagenu. Posledni
metodou byly kombinované zplsoby: kombinace enzymu (Lipex®) a
rozpoustédla (aceton); hodnota zbytkového tuku byla 18,1 % a kombinace
roztoku NaHCO3 a enzymu (Lipolase®), kde byl obsah zbytkového tuku 70,3 %.

5.3 Priprava Zelatin
5.3.1 Zelatina z ku¥ecich kazi

Tato kapitola popisuje vysledky studie ptipravy zelatiny z kutecich kiZzi,
detailné;jsi informace popisuji ¢lanky Mrazka a kol., z roku 2018 az 2020 (kap.
11A, 11F, 11J a 11L).

Nejprve byly provedeny zékladni experimenty, kdy byl sledovan vliv
extrakéni teploty na vytézek a kvalitu zelatin. Bylo provedeno 5 zakladnich
experimenti, ve kterych byla zvolena extrakéni teplota 4080 °C. Cas extrakce
byl konstantni 60 min. Sledované veli¢iny byly vliv teploty na vytézek Zelatiny,
pevnost gelu a viskozitu (zakladni ukazatele kvality zelatiny), Cirost a
povrchove vlastnosti Zelatiny (vaznost vody a tuku, a emulzifikacni a
pénotvornou kapacitu a stabilitu). Vysledky jsou uvedeny v tab.6a 7.

Tab. 6. Vytézek a funk¢ni vlastnosti zelatin z kufeci kize extrahovanych pfi
ruznych teplotach

ET |PG#SD | V+SD | C+SD | VV#SD | VT+SD
(°C) | (Bloom) | (mPas)| (%) (9/9) (9/9)
1| 40 | 35443 | 52+1,5 |1,5140,51 | 3,85+0,30 | 0,97+0,20
2| 50 | 352#1 | 4,4419 |195+0,75]3,99+0,15 | 1,15+0,25
3| 60 | 252+4 | 2,7+0,1 |1,45+0,354,59+0,19 | 1,26+0,22
4| 70 | 312+1 | 3,0#0,2 | 1,61+0,31|5,0040,19 | 1,06+0,07
5| 80 | 306+2 | 57+0,1 |1,95+0,55|5,58+0,18 | 0,87+0,08
p-hodnota| 1,000 | 0,939 | 0558 | 0002 | 0,622

ET—extrakéni teplota, V—viskozita, C—¢irost, VV—-vaznost vody, VT—vaznost tuku

Vliv extraké¢ni teploty na funkéni vlastnosti Zelatin

U wvzorkli Zelatin pfipravenych bcéhem zakladnich experimenti byly
otestovany dalsi funk¢ni vlastnosti. Tab. 5 uvadi ziskané hodnoty pevnosti gelu,
viskozity, cCirosti, vaznosti vody, vaznosti tuku, emulzifikacni kapacity a
stability a pénotvorné kapacity a stability zelatin piipravenych pii riznych
extrak¢nich teplotach. V tabulce jsou rovnéz uvedeny p-hodnoty, které jsou
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vyznamné ze statiského hlediska. Pokud je p-hodnota nizs$i nez 0,05, pak je
vysledek statisticky vyznamny na hladiné vyznamnosti a=0,05.

Tab. 7. Funkéni vlastnosti zelatin z kufeci kize extrahovanych pfi rtiznych
teplotach

ET | EKtSD | ES*SD | PK#SD | PSSD

CO | (%) (%) (%) (%)
1] 40 [50,00+7,86 | 72,50+3,54 | 48,89+1,92 | 38,89+3,91
2] 50 | 4327+1,65 | 87,500,85 | 35,56+3,85 | 33,33£3,25
3| 60 |37,50+5,89 | 81,672,36 | 17,78+2,09 | 8,89+0,94
4] 70 |36,84%0,87 | 85,710,91 | 20,00£1,77 | 4,44+0,19
5] 80 |3500+2,48 | 84,52+1,68 | 61,11+3,62 | 5560,62
p-hodnota| 0,019 0,290 0,904 0,030

ET—extrakeni teplota, EK—emulzifika¢ni kapacita, ES—emulzifika¢ni stabilita, PK—p&notvorna
kapacita, PS—pénotvorna stabilita

Vliv extrakéni teploty na pevnost gelu neni statisticky vyznamny (p>0,05).
Pii vSech experimentech byly zaznamenany vysokeé hodnoty pevnosti gelu
kufecich Zelatin. Pevnost klesala s rostouci teplotou extrakce s vyjimkou teploty
60 °C, kdy byl zaznamenan nahly pokles pevnosti gelu. Tato skute¢nost miize
byt zplsobena vyssi teplotou extrakce, kterd ma za nésledek zkraceni delky
kolagennich fetézcl, coz se projevi nizSi molekulovou hmotnosti Zelatiny.
Pokles pii1 60 °C mlze rovnéZz souviset s velmi vysokym vytézkem extrakce,
jelikoz se obecné piedpoklada souvislost mezi pevnosti gelu a vytézkem
extrakce: vyssi vytézek extrakce, nizsi pevnost gelu. Vyssi vytézek extrakce je
pravdépodobné zptisoben vyssi trovni hydrolyzy, coz vede ke snizeni pevnosti
gelu. Nejvyssi pevnost (352 Bloom) mezi testovanymi Zzelatinami byla
zaznamenana u zelatiny extrahované z kuieci kiize pfi teploté 40 °C.

Vztah mezi viskozitou a teplotou extrakce neni statisticky vyznamny
(p>0,05). Viskozita mirn¢ klesala se zvySujici se extrakéni teplotou. Viskozita
klesala mezi teplotami 50 °C a 60 °C. Pti teplot¢ 60 °C hodnoty dosahly
minima. Mezi teplotami 60 °C a 70 °C byl pozorovan vzestupny trend. Pi 80 °C
vSak viskozita vzrostla mirné nad hladinu registrovanou pii 40 °C. Viskozita
zelatinovych roztokl byla nejvyssi pii teploté 80 °C a nejnizsi pii 60 °C. Tento
jev lze vysvétlit predpokladem, Ze pii teplot¢ 60 °C je uroven hydrolyzy
nejvyssi a kolagenni fetézce maji nejnizs§i molekulovou hmotnost, coz vede k
niz8i viskozité. Tato domnénka byla prokdzana nejvysSim vytézkem Zelatiny
zjisténym pii této extrakéni teploté. Ninan a kol. (2014) zaznamenali viskozitu
zelatiny z kize kapri 7,07 mPa.s. Rafieian a kol. (2011) uvedli viskozitu kuteci
zelatiny vyrobenou ze zbytkd z kufeciho mechanického odkostovace 5,85
mPa.s, coz je hodnota srovnatelna s vysledkem experimentu €. 5. (5,7 mPa.s).
Bichukale a kol. (2018) gzjistili viskozitu zelatiny z drubezi kize a kosti
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v rozmezi 3,83-9,10 mPa.s. Viskozita zelatin ptipravenych z kuteci kuze je tedy
srovnatelna s Udaji jinych studii.

Nebyl pozorovan zadny vyznamny vliv extrakéni teploty na cirost
zelatinového roztoku (p>0,05). Hodnoty cirosti byly v rozmezi 1,5-1,9 %, coz
predstavuje velmi nizkou uroven cCirosti. To Ize pfipsat zbytkovym necistotam v
zelatingé. Mad—Ali a kol. (2017) uvadi zakal (opak Cirosti) Zelatinového roztoku
1,8-2,0 % v zavislosti na metodé suseni.

Vliv extrakéni teploty na vaznost vody (VV) je statisticky vyznamny
(p<0,05). VV rostla témer linearné se zvysujici se extrakéni teplotou. VV
zelatiny byla v poslednich nékolika letech testovana. Omar a Sarbon (2016)
studovali vliv metody suSeni na funkéni vlastnosti a antioxidacni aktivitu
hydrolyzatu ptipraven¢ho z zelatiny z kuteci kiize a zaznamenali hodnotu VV
8,4 ml.gl. Dhakal a kol. (2018) zkoumali optimalni podminky extrakce
kolagenu z kufecich béhakt s vyuzitim enzymové hydrolyzy (papain) a stanovili
VV 1,9 mlg!l Jain a Anal (2016) optimalizovali extrakci funk¢nich
proteinovych hydrolyzatli z membrany vajeénych skotfapek pomoci ultrazvukem
modifikované extrakce a enzymatické hydrolyzy a uvad€ji hodnoty VV v
rozmezi 1,9-2,9 ml.g? v zavislosti na typu predupravy. Vysledky této studie se
tedy vyznamné nelisi oproti vysledkiim jinych studii.

Vztah mezi vaznosti tuku (VT) a extrak¢ni teplotou neni statisticky vyznamny
(p>0,05). VT rostla se zvysujici se extrakéni teplotou, dokud nedosahla vrcholu
pi1 60 °C; pak klesala na mirn¢ niz§i hodnotu, nez byla pozorovana pii teploté
40 °C. To mlZe pramenit ze skuteCnosti, Ze pii teploté¢ extrakce 60 °C je
rychlost hydrolyzy nejvyssi, coZ ma za nésledek vice hydrofobnich zbytki
vystavenych vazbam s molekulami tuku. Bylo provedeno nékolik studii za
ucelem stanoveni VT Zzelatiny. Li a kol. (2009) zkoumali sloZeni aminokyselin a
funk¢ni vlastnosti zelatiny z jacich (Bos grunniens) kosti a uvedly VT pouze
0,21-0,29 ml.g?, coz je vyrazné méné nez v této studii. Dhakal a kol. (2018)
uvadéji VT 5,3 ml.g, coZ je naopak vyrazné vice nez v této studii. Jain a Anal
(2016) ur¢ili VT v rozmezi 2,5-4,4 ml.g™.

Vliv teploty extrakce na EK je statisticky vyznamny (p <0,05). Obr. 14
ukazuje, Ze mezi extrakénimi teplotami 40 °C a 60 °C dochazi ke sniZzeni EK.
EK vSak zistava temét stabilni od 60 °C do 80 °C. Tento trend miize byt
zpusoben zménami struktury zelatiny, které jsou ovlivnény nartistem teploty.
Primérna ES byla vyznamné vyss$i nez praméma EK (p <0,001). ES stoupa
mezi teplotami 40 °C a 50 °C a kolisd od 50 °C do 80 °C. Nejvyssi
emulzifika¢ni kapacita a stabilita byly zaznamendny pfi extrak¢énich teplotach 40
°C a 50 °C. Bylo provedeno né¢kolik studii pro stanoveni emulgacnich vlastnosti.
Li a kol. (2009) uvedli EK 57,3 %, coz je mirn¢ vys$si nez EC Zelatiny z kufeci
ktize extrahované pii teploté¢ 40 °C. Shahidi a kol. (1995) zkoumali piipravu a
vlastnosti proteinovych hydrolyzati z capelinu (Mallotus-villosus) a uvedli EK
lyofilizovanych hydrolyzati proteinti capelinu 50,9 % a ES 92 %, coZ je
srovnatelné s touto studii. Omar a Sarbon (2016) se zabyvali vlivem metody

51



suSeni na funk¢ni vlastnosti a antioxida¢ni aktivitu hydrolyzatu Zelatiny z kufeci
kize a zjistili EK a ES Zelatiny 56 %, coz je velmi podobné vysledktm Li a kol.
(2009).

Vztah mezi PK a teplotou extrakce neni statisticky vyznamny (p> 0,05).
Z tab. 7 vypliva, ze mezi extrakénimi teplotami 40 a 60 °C dochazi k prudkému
poklesu PK. Od 60 °C do 70 °C ziistava PK stabilni a nasleduje prudky narust
mezi 70 a 80 °C. Toto chovani lze vysvétlit skutecnosti, ze tiroven hydrolyzy je
pravdépodobné nejvyssi pii teploté 60 °C (jak jiz bylo zminéno); proto
kolagenni molekuly obsahuji kratsi fetézce a nejsou schopny vytvofit stabilni
pénu. Primér PS se vyznamné nelisi od priméru PK (p = 0,141); Gcinek
extrakéni teploty na PS je vSak statisticky vyznamny (p <0,05). Hodnoty FS
byly mirné€ nizsi pti 50 °C ve srovnani s PK; pokles PS je vSak patrnéj$i pti 40
°C, 60 °C a 70 °C ve srovnani s PK a velmi vyrazny rozdil byl zaznamenan pfi
teploté¢ 80 °C. Je ziejmé, Ze zvySujici se teplota zpuisobuje pokles PS.
Nejvhodnéjsi teplota extrakce pro nejlepSi pénotvorné vlastnosti se ukazala
teplota 40 °C vzhledem k velmi vysoké hodnoté PK a nejvyssi hodnoté PS. Bylo
provedeno nékolik studii za u€elem zkoumani pénotvornych vlastnosti. Haddar a
kol. (2011) studovali fyzikalné-chemické a funkcni vlastnosti Zelatiny z kosti
tunaka (Thunnus thynnus) a uvadéji PK od 64 do 80 % a PS od 41 do 60 % v
zavislosti na koncentraci zelatiny, coz je vice, nez v této studii. Jain a Anal
(2016) zkoumali optimalizaci extrakce funkénich proteinovych hydrolyzatia z
membrany vajeCnych skofdpek pomoci ultrazvukem asistované extrakce a
enzymoveé hydrolyzy a uvedli PK proteinového hydrolyzatu ptipraveného
Z vaje¢nych membran v rozmezi od 21,7 % do 28,3 % a PS od 8,3 az 25 % v
zévislosti na pouzité metodé ptipravy, coz jsou srovnatelné hodnoty s nékterymi
experimenty provedenymi v této studii. Dhakal a kol. (2018) uvedly PK 16,7 %
a PS 11,7 %, coz je srovnatelny vysledek s exp. 3 v této studii.

Testovani tepelné stability Zelatinového gelu
Pro srovnani vlastnosti byly opét pouZity 2 typy komer¢nich veptovych (P212
a P288) a hovézich zelatin (B266 a B273).

Tab. 8. Vychozi pevnost gelu hovézich, veprovych a kutecich Zelatin

Typ Zelatiny/Bloom hodnota+SD

B266 | B273 | P212 | P288 | CS40 | CS50 | CS60 | CS70 | CS80

266+3 | 273+2 | 212+2 | 288+4 | 355+2 | 352+1 | 250+4 | 312+1 | 305+2

B266, B273-hovézi zelatiny, P212, P288—veprové Zelatiny, CS40, CS50, CS60, CS70, CS80—zelatiny
z kufeci kiize extrahované pti teplotach 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C a 80 °C

Otestovano bylo vSech 5 kutecich koznich Zelatin pfipravenych bé&hem
zékladnich experimentli. Vychozi hodnoty pevnosti gelu Zelatin jsou uvedeny

v wr
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Bloom u Pork212. Je ziejmé, Ze ptipravené Zelatiny vykazovaly srovnatelné
(CS60) nebo vyznamné vyssi (CS40 a CS50) hodnoty pevnosti gelu oproti
hovézim nebo vepfovym zelatinam. Aykin-Dincer a kol. (2017) zvefejnili
vysledky méteni pevnosti gelu zelatiny z kazi brojlerd 167 Bloom, coZ je
vyrazné niz$i hodnota, nez pevnost Zelatin z kufeci klize v této studii. Tento
rozdil 1ze vysvétlit odliSnymi pouzitymi postupy extrakce zelatin, nebo vékem
zvitat. Bichukale a kol. (2018) uvedly vysledky studie extrakce Zelatin z kufeci
ktize (pti teplotach 40, 45, 50, 55 a 60 °C) pevnost gelu 258, 274, 265, 263 a 260
Bloom, coz je mirné vyssi vysledek, nez hodnota CS60, ale nizsi pevnosti gelu
dalSich pfipravenych kutecich Zzelatin. Rozdil miize byt zplsoben odliSnou
teplotou i dobou extrakce. Tumerkan a kol. (2019) studovali Zelatinu z kufeci
klize a publikovali hodnotu 352 Bloom, coZ je stejnd hodnota jako u CS50.
Vysledky méfeni tepelné stability kufecich, hovézich a vepfovych Zelatin
testovanych pii teplotach 23, 29 a 35 °C jsou uvedeny v tab. 9 az 11. Zmény
Vv pevnosti gelu jsou vyjadieny jako Bloom index v %; pocate¢ni hodnota
pevnosti gelu na zacatku méfeni je vyjadiena jako 100%.

Tab. 9 znazornuje vysledky méteni tepelné stability Zelatin pfi teploté 23 °C.
Podle ptedpokladi klesala pevnost zelatinovych geli s pfibyvajicim ¢asem. U
komercnich Zelatin byl nejnizsi pokles pevnosti gelu zjiStén u B266 ve vSech
méfenich. Poklesy ostatnich komer¢nich Zelatin byly velmi podobné a soucasné
vysSi, neZ u B266. Pfi poslednim meéfeni byl zjiStén piiblizné 90% pokles
pokles pevnosti gelu zaznamenan u CS70 a CS80, zatimco u ostatnich CS byly
poklesy mirné vyssi. Pti dalsim méfeni byl nejnizsi pokles u CS70, zatimco u
CS 80 byl pokles mirn¢ vyssi. Poklesy ostatnich CS byly velmi podobné a mirné
vys8i, nez u CS80. Dalsi 2 méteni opét ukazaly nejnizsi pokles pevnosti gelu u
CS70, kdezto poklesy ostatnich CS byly mirné vyssi. V dalSich métenich byl
nejnizsi pokles opét u CS70, mirné vyssi hodnoty poklest byly zjistény u CS40
a CS50, vyssi u CS60 a nejvyssi pokles pevnosti gelu byl naméten u CS80. Po
75 minutach doslo k ptiblizné 50% poklesu pevnosti gelu u vSech CS. Pii
poslednim méfeni byly zaznamenany poklesy pevnosti gelli v rozmezi 64 az
84%. Vysledky ukazaly, ze u CS doslo k niz§im, anebo srovnatelnym poklesiim
pevnosti Zelatinovych geld oproti komerénim Zelatindm pfi vSech métenich.

Tab. 10 ukazuje tepelnou stabilitu zelatin pfi teploté¢ 29 °C. Pti této teploté
doslo k vyrazné¢ vys$Simu poklesu pevnosti gelit oproti teplot¢ 23 °C. U
komer¢nich zelatin byly nejnizsi poklesy pevnosti geli zjiStény u hovézich
zelatin ve vSech métenich. Poklesy P288 byly mirné vyssi a nejvyssi poklesy
byly naméfeny u P212. Po 30 minutach byly zjiStény pfiblizné 55% poklesy
pevnosti gelit a po 75 minutach byly poklesy pevnosti piiblizné 90%. Pti
poslednim meéfeni P212 netvofila gel, zatimco pokles pevnosti ostatnich
komer¢nich Zelatin byl témét 100%. V ptipadé C doSlo po 15 minutich
K nejniz§im poklesim u CS60, CS80 a CS50, jejichz hodnoty byly velmi
podobné a nejvysSim u CS40 a CS70. V dalSich métenich byly nejnizsi poklesy
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zaznamenany u CS50, zatimco poklesy ostatnich CS byly vysSi a soucasné
srovnatelné. Po 45 minutach doslo k poklesu pevnosti gelit CS v rozmezi 43 az
55% a po 90 minutach v rozmezi 71 az 83%. Pfi poslednim méfeni doslo k 87 az
95% poklesim CS. Stejné jako pfi teploté 23 °C, 1 pi1 29 °C byly poklesy
pevnosti gelti CS vyrazné nizsi, anebo srovnatelné, nez u komercnich zelatin.

Tab. 9. Tepelna stabilita hovézich, vepirovych a kufecich zelatinovych gela pti
teploté 23 °C

Typ Zelatiny/Bloom index (%)

Cas B266 | B273 | P212 | P288 | CS40 | CS50 | CS60 | CS70 | CS80

(min)

0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
15 88 73 77 76 84 82 86 91 91
30 76 64 65 61 70 71 73 80 76
45 52 47 46 45 62 62 60 69 60
60 46 41 40 40 56 54 52 62 53
75 37 34 30 32 49 47 50 53 45
90 32 28 24 26 45 43 39 51 35

105 27 24 20 23 41 40 35 48 32

120 25 22 18 20 39 38 32 45 29

195 21 16 13 15 34 33 26 41 22

420 16 13 10 12 30 30 22 36 16

Tab. 11 znazoriuje tepelnou stabilitu Zelatin pfi teploté 35 °C. Pii této teploté
byl zaznamendn nejvyssi a nejrychlejsi pokles pevnosti Zelatinovych geli. Jak u
hovézich zelatin, tak 1 u veptovych byly naméfeny velmi podobné hodnoty
poklesii pevnosti gell. Hovézi Zelatiny nejprve vykazovaly mirn€ niZ8i hodnoty
poklesii pevnosti; avSak po 60 minutich uz byly naméfené hodnoty poklest
komerc¢nich Zelatin témét srovnatelné. Po 30 minutdch byly poklesy pevnosti
Vv rozmezi 55 az 62%, po 45 minutach 83 az 87% a po 105 minutich byl
naméien 100% pokles pevnosti gelti u vSech komerénich zelatin. V ptipadé CS
byl po 15 minutach naméten nejnizsi pokles pevnosti u CS80, poklesy CS40,
C50 a CS60 byly srovnatelné a soucasné vyssi, nez CS80 a nejvyssi pokles byl
zjistén u CS70. Po 30 minutach byl nejnizsi pokles u CS40, mirn€ vyssi u CS80
a C50, vyrazné vys$si u CS60 a nejvyssi opét u CS70. Po 45 minutach byl
nejnizsi pokles opét u CS40, vyssi u CS50, vyrazné vyssi u CS80 a CS50 a
nejvyssi pokles byl zjistén opét u CS70. V dalSich métfenich byla situace velmi
podobna. V ¢ase méteni 30 minut doslo k poklesu pevnosti CS gelti v rozmezi
44 a7 61%. V case 105 minut byl zjistén 100% pokles pevnosti geli u CS60,
CS70 a CS80; zatimco u CS50 doslo k 97% poklesu a u CS40 k 93% poklesu
pevnosti gelll. Pfi poslednim méteni byl zjistén 98% pokles pevnosti u CS50 a
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94% u CS40. Vysledky opét ukazaly, ze pokles pevnosti gelu CSG Zelatin byl
niz§i, anebo srovnatelny s komercnimi Zelatinami.

Tab. 10. Tepelna stabilita hovézich, veptovych a kutecich zelatinovych gelu pii
teploté 29 °C

Typ Zelatiny/Bloom index (%)

Cas B266 | B273 | P212 | P288 | CS40 | CS50 | CS60 | CS70 | CS80
(min)

0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
15 94 96 89 91 82 92 94 86 93
30 54 57 52 56 61 76 66 65 68
45 34 34 25 32 45 57 46 48 50
60 17 18 11 17 32 42 30 33 34
/5 11 11 7 10 25 35 23 26 27
90 7 7 4 6 21 29 17 20 21
105 5 5 3 4 18 23 14 16 17
120 4 4 2 3 16 22 12 14 15
195 3 3 0 1 9 15 7 8 8
420 2 2 0 1 9 13 5 5 5

Tab. 11. Tepelna stabilita hovézich, veptovych a kufecich zelatinovych gelu pii
teploté 35 °C

Typ Zelatiny/Bloom index (%)

Cas B266 | B273 | P212 | P288 | CS40 | CS50 | CS60 | CS70 | CS80
(min)

0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
15 81 83 76 74 81 80 79 66 91
30 45 42 38 38 56 52 46 39 53
45 17 17 13 14 38 31 23 16 26
60 6 6 3 4 29 20 13 6 13
75 3 3 2 1 23 13 7 4 7
90 2 2 1 1 18 10 6 2 4
105 0 0 0 0 15 8 3 2 3
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Po zakladnich experimentech nasledovaly faktorové experimenty, kdy byla
piipravena zelatina 2-stupniovou extrakci a byl sledovan vliv 4 technologickych
faktori (mnozstvi enzymu b&hem piedapravy, extrakéni teploty v prvnim a
druhém stupni extrakce a extrakéni doby) na vytézek a vlastnosti kuteci kozni
zelatiny (CSG) spojené s gelaci (pevnost gelu, viskozita, teplota tani a teplota
gelace). Vysledky a rozpis experminetti jsou uvedeny v tab. 12. Vysledky
statistického vyhodnoceni jsou uvedeny v tab. 13.

Statistickd vyznamnost faktorli zpracovani byla vyhodnocena pomoci analyzy
rozptylu a p-hodnot pro 95% uroven spolehlivosti. Pro pouzity faktorovy navrh
je kriticka hodnota F = 5,32, takze ¢im vySsi je tato hodnota nad kritickou, tim
vice procesni faktory ovliviiyji sledované proménné. Podobné faktory s
hodnotou p <0,05 maji vétsi vliv na proménné s 95% pravdépodobnosti.

Tab. 13 ukazuje vysledky analyzy rozptylu pro vytézek Zelatiny, pevnost
gelu, viskozitu, bod tani gelace. Jak je patrnné, s vyjimkou faktord A (mnozstvi
enzymu) a C (doba extrakce) v ptipad¢ viskozity byl vliv vSech technologickych
faktori statisticky vyznamny.
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Tab. 12. Rozpis a vysledky faktorovych experimenti piipravy zelatin z kuzi

A

B

C

1.
VZ

1.
PG

1.
\

1.
Tm

1.
T

D

2.
VZ

2.
PG

2.
\Y

2.
Tm

2.
T

0,2

50

30

16,8

190

4,06

38,3

20,5

60

5,21

175

2,71

34,9

15,0

0,2

55

30

17,2

189

3,76

38,1

20,0

65

5,35

172

2,65

34,8

14,5

0,2

60

30

17,5

187

3,18

37,8

19,5

70

5,62

171

2,43

34,4

14,5

0,2

65

30

17,8

172

3,92

37,3

19,0

75

5,71

170

2,15

351

14,5

0,2

70

30

17,1

163

3,38

37,2

19,0

80

6,01

159

2,16

33,9

14,0

0,2

75

30

18,2

163

3,12

37,1

18,5

85

8,42

120

2,13

33,1

14,0
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18,5
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36,5
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90

7,63
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2,45

32,1
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0N |OIPARWIN|EF

0,2

50
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32,9
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o
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3,91
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-
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80

4,37
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-
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36,2
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35,1
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37,8

18,5
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18,5
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-
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-
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N
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N
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1,75

30,9
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N
w

0,8
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N
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60

120
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91

3,91

35,3

17,0
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3,53
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29,1
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N
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65

120

20,7

87

3,18

350

16,5

75
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57

1,65
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12,5

N
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0,8

70

120

22,4

85

3,15

34,7

15,0

80

7,15

51

1,61

26,3

12,0

N
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0,8

75

120

22,2

80
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14,0

85
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(00)

0,8
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120

23,6

75

2,31

34,2

13,5

90

7,69

52

1,41
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11,5

A—faktor A (mnozstvi enzymu—%), B—faktor B (extrakéni teplota 1. stupné extrakce—°C), C—faktor C
(doba extrakce 1. stupné extrakce-min), D—faktor D (extrakéni teplota 2. stupné extrakce—°C), 1. VZ—

vytézek Zelatiny 1. stupen extrakce (%), 1. PG—pevnost gelu Zelatiny extrahované v 1. stupni extrakce
(Bloom), 1. V-viskozita zelatiny extrahované v 1. stupni extrakce (mPa.s), 1. Tm—bod tani zelatiny
extrahované v 1. stupni extrakce (° C), 1. Tq—bod gelace Zelatiny extrahované v 1. stupni extrakce (°

C), 2. VZ—vytézek zelatiny 2. stupné extrakce, 2. PG—pevnost gelu Zelatiny extrahované ve 2. stupni

extrakce, 2. V-viskozita Zzelatiny extrahované ve 2. stupni extrakce, 2. Tm—bod tani Zzelatiny
extrahované ve 2. stupni extrakce, 2. Tq—bod gelace Zelatiny extrahované ve 2. stupni extrakce
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Tab. 13. Analyza rozptylu pro vytézek zelatiny, pevnost gelu, viskozitu, teplotu

tani a gelace
St“pen. §°“ceto ?rumf " | F-hodnota | P-hodnota
volnosti | ¢tverca | ¢vercu
odezva: VZ =9,078+3.607 A-0,1105 B-0,01468 C; R% = 88,02

Faktor A 1 32,79 32,7889 73,01 0,000
Faktor B 6 34,21 34,2108 76,18 0,000
Faktor C 1 12,22 12,2232 27,22 0,000

Chyba 24 10,78 0,5163

Celkem 27 90,00

odezva: PG = 289,3-83,93 A-1,275 B-0,3786 C; R? = 95,31

Faktor A 1 17751 | 17750,9 284,90 0,000
Faktor B 6 4552 4551,7 73,02 0,000
Faktor C 1 8126 8126,0 130,42 0,000

Chyba 24 1496 62,3

Celkem 27 31925

odezva: V = 5,232-0,474 A-0,02221 B-0,00052 C; R? = 39,87

Faktor A 1 0,56573 | 0,56573 3,82 0,065
Faktor B 6 1,38173 | 1,38173 11,20 0,003
Faktor C 1 0,015556 | 0,01556 0,13 0,726

Chyba 24 2,96066 | 0,12336

Celkem 27 4,292367

odezva: bod tani = 43,240-2,583 A-0,07643 B-0,00913 C; R? = 89,82
Faktor A 1 16,817 | 16,8175 94,01 0,000
Faktor B 6 16,356 | 16,3557 91,43 0,000
Faktor C 1 4,723 4,7232 26,40 0,000

Chyba 24 4,293 0,1789

Celkem 27 42,190
odezva: bod gelace = 17,317+3,631 A-0,10625 B-0,01389 C; R? =
95,11
Faktor A 1 33,223 | 33,2232 204,47 0,000
Faktor B 6 31,609 | 31,6094 194,54 0,000
Faktor C 1 10,938 | 10,9375 67,32 0,000

Chyba 24 3,900 0,1625

Celkem 27 79,670

VZ-vytézek zelatiny, PG—pevnost gelu, V-viskozita, faktor A-mnoZstvi enzymu, faktor B—
extrakéni teplota, faktor C —doba extrakce
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Vliv faktori na vytézek Zelatiny

Vytézek Zelatiny pii 1. extrakci je v rozmezi 16,8-23,6 %, pfiCemZ nejnizsi
vytézek byl zaznamenan pii min. Grovnich faktorti (mnozstvi enzymu 0,2;
teplota extrakce 50 °C; doba extrakce 30 min), a naopak nejvyssi byl zjistén pfi
max. urovnich faktora (0,8 %/80 °C/120 min). Vysledky tak byly podle
ptedpokladil, protoze hladina hydrolyzy kolagenu je pti mirnéjSich podminkéach
nizs$i (dochazi tedy k mensimu naruseni a uvolnéni kolagennich fetézcii, které
jsou pak k dispozici pro extrakci) a naopak. Rozdil ve vytézku mezi min. a max.
podminkami je 6,8 %. ZvySeni teploty extrakce z 50 na 80 °C znamena zvySeni
vytézku zelatiny o 1,7-5 %. ZvySeni mnozstvi enzymu z 0,2 na 0,8 % b&éhem
predupravy piedstavuje zvySeni vytézku v rozmezi 1,1-3,8 % a prodlouzeni
doby extrakce zvySuje vytézek v rozmezi 0,3-3,3 %.

Vliv faktorti na vytézek CSG pii 1. extrakci znazoriuje obr 7. Nejvyssi vliv
na vytéZzek ma faktor B (teplota extrakce), pficemz zavislost vytézku na teploté
je témgeft linedrni; avSak rozdil v hodnotach je relativné nizky. Vytézek Zelatiny
pfi 2. extrakci se pohybuje v rozmezi 3,11-8,81 %. Rozdil mezi hodnotami je
5,7 %, tedy o néco nizsi nez pii 1. extrakci. Soucet vytézka 1. a 2. extrakce je v
rozmezi 20,8 (exp. €. 8) az 31,5 % (exp. €. 21). To znamena, Ze v zavislosti na
podminkach s vyuZitim 2-stupniové extrakce l1ze ziskat velké mnozstvi CSG.

V nedavné dobé& bylo provedeno néckolik studii zabyvajicich se vlivem
technologickych podminek na vytéZek kuteci zelatiny. Sompie a Triasih (2018)
testovali vliv extrakéni teploty na vytézek a vlastnosti zelatiny z kutecich stehen
s vysledkem 12,3 az 14,1 %, coz je méné nez v této studii. Byla pouzita 4-
stupniova extrakce za pouZiti extrakénich teplot 50, 55, 60 a 65 °C podobu S hv
kazdém extrakénim stupni. DelSi doba extrakce vedla k vySSimu vytézku
Zelatiny az v dalSich extrakénich stupnich. Taufik a kol. (2010) proved] vyzkum
vlivu extrakéni teploty na vytézek zelatiny z kutecich stehen s vysledkem mezi
15,3 az 16,5 %, coz je srovnatelné s exp. ¢. 1 v této studii. Taufik pouzil
extrakéni teploty 45, 50 a 55 °C po dobu 24 h. Du a kol. (2013) studoval
vlastnosti Zelatiny z kufecich hlav s vytézkem 24,8 %, coZ je srovnatelné s exp.
&. 28. Zelatina byla extrahovana pii 50 °C po dobu 18 h. Sarbon a kol. (2013)
ptipravil Zelatinu z kufeci kiize s vytéZkem 16,1 %, coz je srovnatelné s exp. €. 1
v této studii. Extrakcni teplota byla 45 °C a doba 8 h. Ve vSech studiich byla
pouzita podobna extrakéni teplota, avSak mnohem delSi cas extrakce se
srovnatelnymi vysledky. Ukazal se vyznamnym vliv enzymu, ktery nebyl pouZit
v zadné ze srovnavanych studii. Spotieba energie procesu pouzitého v této studii
je proto vyrazng niZsi.

Vliv faktori na pevnost gelu
Pevnost gelu CSG (kufeci kozni zelatina) pti 1. extrakei je v rozmezi 190—75

VA4

28. Podle ptedpokladi pevnost gelu klesd s vy$§imi hodnotami faktori. Tento
trend je tedy v piimém kontrastu k vytézku Zelatiny. Tyto podminky
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pravdépodobné zptisobily vys$§i uroven hydrolyzy, tedy snizeni molekulové
hmotnosti kolagenovych fetézcl, coz ve srovnani s fetézci s vyssi molekulovou
hmotnosti vytvaii méné¢ organizovanou gelovou strukturu; vznikd méné
zapletenin a uzlovych bodl; vysledkem je niz§i pevnost gelu (Finer et al.,
1975). ZvySeni mnozstvi enzymu z 0,2 na 0,8 % znamena sniZeni pevnosti gelu
0 36-72 Bloom. Zvyseni teploty extrakce z 50 na 80 °C predstavuje pokles o
28-56 Bloom a prodlouZeni doby extrakce z 30 na 120 minut znamena snizeni o
8-48 Bloom.

Vliv faktora na vytézek Zelatiny

Mnoistvi enzymu (%) Extrakcni teplota (°C)  Extrakcni ¢as (min)
21,5

21,0
20,5
20,0

19,5

19,0

Vytézek zelatiny (%)

18,5
18,0

17,5
0.2 038 50 55 60 65 70 75 80 30 120

Obr. 7. Vliv faktorii na vytezek zelatiny v 1. extrakci

Vliv jednotlivych technologickych faktord na pevnost gelu CSG extrahované
pi1 1. extrakci predstavuje obr. 8. Nejvyssi vliv na pevnost ma faktor A
(mnozstvi enzymu), pficemzZ efekt ostatnich faktori je mirn€ niz§i a zaroven
srovnatelny. Pevnost gelu je vyraznéji ovlivnéna zménou technologickych
podminek nez vytézek, rozdilem mezi min. a max. vytézkem je 6,8 %, zatimco

Pevnost gelu CSG ptipravené pii 2. extrakci je v rozmezi 175-52 Bloom.
Druhé extrakce tedy ptedstavuje snizeni pevnosti gelu o 15 az 51 Bloom. S
mensim mnozstvim enzymu (exp. €. 1-11), nebo kratsi extrakéni dobou a nizsi
teplotou (15-17) je mozné 2. extrakci pfipravit dalsi kvalitni CSG se stfedni
pevnosti gelu.
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Vliv faktori na pevnost gelu
Mnozstvi enzymu (%) | Extrakcni teplota (°C) |  Extrakcni ¢as (min)

160

- o
& 3

Pevnost gelu (Bloom)

120

110

02 08 50 55 60 65 70 75 80 30 120

Obr. 8. Vliv faktorii na pevnost gelu zelatiny v 1. extrakci

Pevnost gelu dribezi Zelatiny byla nedavno studovana a je uvadéna v rozmezi
od 185 do 355 Bloom. Kim a kol. (2012) pfipravil zelatinu z kufeci kize a
stanovil pevnost gelu 218-270 Bloom, extrak¢éni podminky byly 75 a 100 °C po
dobu 60 min. Vyssi pevnost gelu ve srovnani s touto studii byla dosazena za
pouziti mnohem del$i doby extrakce. Widyasari a kol. (2014) extrahoval
zelatinu z kufecich béhaki s pevnosti gelu 185 Bloom, coz je hodnota
srovnatelna s exp. ¢. 3 této studie, kdy byly extrak¢éni podminky 60 °C a 30 min.
Almeida a Lannes (2013) extrahovali Zelatinu z kufecich béhaki s pevnosti gelu
295 Bloom, coZ je vys$i hodnota nez v této studii. Vyssi pevnost gelu byla
dosazena pii extrakéni teploté 55 °C a Case 6 h, tedy mnohem delSi doba
extrakce nez v této studii. Du a kol. (2013) extrahoval Zelatina z kufecich hlav s
vysledkem 248 Bloom, tedy opct vySsi pevnosti gelu; Zelatina vSak byla opét
extrahovana po mnohem del$i dobu (18 h) a teplota extrakce byla 55 °C. A Ee a
kol. (2019) extrahoval zelatina z kufecich hlav s vysledkem 355 Bloom, tedy s
velmi vysokou pevnosti gelu s extrakénimi podminkami 70 °C a 3 h. I v této
studii byla pouzita delsi doba extrakce, coz znamena vyS$$i energetickou
naro¢nost procesu.

Vliv faktoru na viskozitu

Viskozita zelatinového roztoku je v rozmezi 4,06-2,31 mPa.s v 1. stupni
extrakce. Stejné jako u pevnosti gelu byla tedy naméfena nejvysSi hodnota
viskozity pii exp. €. 1 a nejnizsi pii exp. €. 28; pokles viskozity s narocnosti
extrak¢énich podminek vSak neni tak ztetelny jako v ptipadé pevnosti gelu. Pro
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viskozitu vSak plati podobnd hypotéza. Delsi fetézce kolagenu jsou schopné
vytvaret komplikované zapleteniny s vétsi odolnosti vici toku.

Vliv jednotlivych technologickych faktorti na viskozitu CSG extrahovanou
pii 1. extrakci je vidét na obr. 9. Viskozita klesa s vy$Simi hodnotami
technologickych faktort, podobné¢ jako pevnost gelu, coz znamena, ze existuje
urcita spojitost. Velmi vyrazny vliv mé extrak¢ni teplota, vliv mnozstvi enzymu
je mén¢ vyznamny a doba extrakce ma velmi maly vliv na viskozitu zelatiny.

Vliv faktora na viskozitu

Mnoistvi enzymu (%) Extrakcni teplota (°C) Extrak ¢ni ¢as (min)
39
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Obr. 9. Viiv faktorii na viskozitu zelatiny v 1. extrakci

Viskozita CSG pii 2. extrakci je mezi 2,99-1,15 mPa.s, coZ znamena, Ze
pouziti vétSiho mnoZstvi enzymu v kombinaci s del$i extrakéni dobou (exp. €.
22-28) predstavuje zelatinu s velmi nizkou viskozitou. Diivodem je
pravdépodobné rozsdhlé naruSeni kolagennich molekul a snizeni moldrni
hmotnosti; krat§i fetézce molekul nevytvaii komplexni zapleteniny, které
zpusobuji odpor proti toku (Gresham, 2008).

Sompie a Triasih (2018) stanovili viskozitu zelatiny z kufecich stehen v
rozmezi 6,52—7,02 mPa.s, coz je vice ve srovnani s touto studii. Nicméné; doba
extrakce byla delsi, coz pravdépodobné mélo vliv na vyssi viskozitu, nicméné
odlisny zpiisob piedupravy pouzité suroviny mohl mit také vyznamny ucinek
(kyselina octova po dobu 24 h). Taufik a kol. (2010) uvadi viskozitu Zelatiny z
kutecich béhaki 6,5-7,7 mPa.s, coz jsou srovnatelné vysledky s praci Sompie a
Triasih. Taufik rovnéz pouzil delsi dobu extrakce (24 h) a jiny zplsob
predupravy (hydroxid sodny 40 min a kyselina citronova 40 min. Rafienian a
kol. (2015) extrahoval zelatinu ze zbytkt kufeciho vykostovade a zvefejnil
viskozitu zelatiny 5,85 mPa.s, coZ je ve srovnani s touto studii opét vyssi
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hodnota. K pfedbéZnému zpracovani byla pouzita HCI a extrakce probihala za
téchto podminek: 86,8 °C po dobu 1,95 h, coz jsou srovnatelné podminky s exp.
¢. 14 a 28 této studie.

Vliv faktoru na teplotu tani a gelace

Teplota tani je mezi 38,3-34,2 °C pti prvni extrakci. Opét doslo k poklesu
teploty tani s naro¢nosti parametri procesu, ale pokles je velmi nizky. Zelatiny s
niz$i pevnosti gelu maji tedy nizsi teplotu tani a naopak. Uspotadanéjsi gelova
struktura (jemnéjsi sit’ kolagenovych vlaken), ktera se tvoii pii mirnéjSich
procesnich podminkach Gizce souvisi s vyS§si pevnosti struktury, ktera tak taje pfi
vySSich teplotach. VyS$§i mnoZstvi enzymu znamend pokles o 0,5-2,4 °C.
Zvyseni teploty extrakce z 50 na 80 °C ptedstavuje pokles v rozmezi 1,8—3,3 °C.
Prodlouzeni doby extrakce ma za nasledek pokles o 0,2-1,8 °C.

Vliv jednotlivych technologickych faktorti na teplotu tani CSG extrahované
pii 1. extrakci je zndzornén na obr. 10. Teplota tani podle pfedpokladd klesa s
narocnosti podminek extrakce, stejn€ jako s pevnosti gelu a viskozitou, nebot’ se
jednad o dalsi parametr spojeny s gelovacnimi vlastnostmi Zelatiny. Extrakcni
teplota ma velmi vyznamny vliv, podobn¢ jako mnozstvi enzymu, a vliv doby
extrakce ma méné vyrazny vliv na teplotu tani Zelatiny. Rozdil mezi min. a max.
hodnotou je vSak relativné maly (38,3 vs 34,2 °C), takze teplota tani neni na
rozdil od pevnosti nebo viskozity nei tak vyrazné ovlivnéna technologickymi
podminkami extrakce.

Teplota tani CSG pfi 2. extrakei je v rozmezi 34,9-25,1 °C, pficemZ pokles
oproti 1. extrakci je 2,2-9.4 °C, ptiCemz pokles byl vyrazn&jsi pii vysSich
hodnotach procesnich faktor. Divodem je pravdépodobna souvislost s tepelnou
historii vzorku v prvni extrakci. Avsak, zvyseni teploty o 10 °C v druhé extrakci
ma pravdépodobné vyznamnéjsi vliv, jelikoz kolagen v kuteci kizi je velmi
mlady (35 dnil) a tudiz velmi citlivy na zmény teploty. Stupeni sesitovani je
velmi nizky, v porovnani napt. s hovézi kazi (Elharfaoui et al., 2007). Druh&
extrakce ma tedy vyrazné vysSi uinek na teplotu tani Zelatiny nez extrakce
prvni.

Teplota tani byla studovana napi. v praci Bichukale a kol. (2018), ktery
ptipravil CSG s bodem tani 31,9-33,0 °C, coz je srovnatelné s CSG
extrahovanou pii 2. extrakci v exp. ¢. 6-12 této studie. VSechny CSG
extrahované pii 1. extrakci maji vysSi teplotu tani. Bichukale pouzil pro
pfedipravu zésady a kyseliny a extrahoval pii 40, 45, 50, 55 a 60 °C pies noc.
Vyrazné del§i doba extrakce pravdépodobné zpusobila nizsi teplotu tani CSG.
Xin a kol. v soucasné studii (2021) zkoumal gelacni vlastnosti zelatin a stanovil
bod tani zelatiny z kaze tilapie (31 °C) a CSG (38 °C), coz je srovnatelné s
nejlepSimi vysledky této studie. Bod tani rybi Zelatiny je srovnatelny s
nekterymi CSG extrahovanymi pii 2. extrakci v této studii. Xin pouzil
kombinovanou piedupravu alkalicko-kyselou a extrahoval Zelatinu po dobu 3 h
pii 55 °C, tedy po mnohem delsi dobu. Rahman a kol. (2012) uvéadi teplotu tani
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zelatiny z kufecich béhaklt (CFG) 26,7 °C, coz je vyrazné nizs$i hodnota ve
srovnani s vysledky této studie a srovnatelna pouze se Zelatinami extrahovanymi
alkalickou piedupravu a extrahoval po dobu 5 h pii 60 °C, coz je vyrazn¢ delsi
doba extrakce ve srovnani se soucasnou studii, coz mélo zfejmé negativni vliv
na teplotu tani. Choe a Kim (2018) také extrahoval CFG pfi riznych teplotach
(65, 75, 85 a 95 °C) s vysledky 38,5, 37,8, 36,5 a 36,4 °C. CFG byla pfipravena
s pouzitim kyselé piedapravy a 120-minutove extrakce, tedy srovnatelnych
podminek pouzitych v n€kterych experimentech této studie, coz je diivodem pro
srovnatelné vysledky s touto studii. Kysela pifedaprava ve studii Choe a Kim ma
tedy na teplotu tani podobny ucinek jako pfediprava enzymem v této studii.

Vliv faktoru na bod tani

Mnoistvi enzymu (%) Extrakcni teplota (°C)  Extrakcni ¢as (min)
375

370
36,5

36,0

Teplota tani (°C)

355

350
0.2 038 50 55 60 65 70 75 80 30 120

Obr. 10. Viiv faktorit na teplotu tani zelatiny v 1. extrakci

Teplota gelace zelatiny z 1. extrakce je 20,5-13,5 °C. Stejné jako u
piedchozich stanoveni dochdzi k poklesu, ktery je vyraznéjSi ve srovnani s
bodem tani. Pro bod gelace plati podobna hypotézu jako pro bod tani. Pii
mirnéjSich podminkdch extrakce je Zelatina pravdépodobné tvofena
organizovan¢jsi siti vldken a ma schopnost tvofit gel ve vodném roztoku pfi
vyssi teploté okoli nez Zelatina ptipravend pii ndro¢nych podminkach extrakce.
Vys$§i mnozstvi enzymu ma za nasledek pokles o 1,5-3,0 °C. ZvySeni extrakcni
teploty z 50 na 80 °C predstavuje pokles v rozmezi 2,5-4,0 °C a prodlouzeni
doby extrakce pokles o 0,5-2,0 °C.

Vliv jednotlivych technologickych faktori na bod gelace CSG extrahované
pii 1. extrakci je zndzornén na obr. 11. Teplota gelace 1 teplota tani s naro¢nosti
extrakénich podminek klesa. Extrakéni teplota ma nejvyznamnéj$i UcCinek,
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podobné jako mnoZstvi enzymu a doba extrakce ma mén¢ vyrazny vliv na bod
gelace CSG. Vliv technologickych faktorl je tedy velmi podobny jako u teploty
tani.

Teplota gelace CSG pii 2. extrakei je v rozmezi 15,0-11,5 °C. Druha extrakce
ma tedy mén¢ vyznamny vliv na bod gelace CSG nez prvni, coz znamena nizsi
pokles mezi 1. a 2. extrakci v rozmezi 2,0-5,5 °C.

Vliv faktori na bod gelace

Mnoistvi enzymu (%) | Extrakcni teplota (°C) | Extrakcéni ¢as (min)
19,0

18,5
18,0

17,5
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Obr. 11. Viiv faktorii na bod gelace zelatiny v 1. extrakci

Teplota gelace CSG byl studovana napiiklad v praci Sarbona a kol. (2013) s
vysledkem 25 °C. Sarbon pouzil alkalicko-kyselou piedipravu a extrahoval
CSG pfies noc pi1 45 °C. Mirn€ nizsi teplota extrakce méla pravdépodobné
pozitivni vliv na bod gelace CSG. Nedavna studie vedenad Xin a kol. (2021)
zkouma bod gelace CSG a tilapie s vysledky 22 a 14,5 °C, tedy srovnatelnou
hodnotu s nejlepsim vysledkem této studie. Bod gelace rybi Zelatiny je vyrazné
niz$i a srovnatelny s CSG extrahovanou pfi 2. extrakci v této studii, coz obecné
potvrzuje horsi gelacni vlastnosti rybi zelatiny. Kuan a kol. (2016) urcili bod
gelace Zelatiny kachnich béhakii na 20,5 °C, coz je presné stejna hodnota jako v
exp. ¢. 1 této studie. Byl vSak pouzit jiny zplsob pfipravy zelatiny: Kysela
preduprava, 12-h extrakce pii 55 °C. Vyrazné delsi doba extrakce tedy neméla
na vysledek jeho studie ani pozitivni, ani negativni vliv.

Navrh optimalnich podminek pro pi¥ipravu Zelatiny z kuiecich kazi

Nejvyssi vytézek (31,5 %) byl dosazen za nasledujicich podminek: enzym 0,8
%, teplota 80 °C, ¢as 30 min (1. extrakce) a 0,8 % /90 °C / 60 min (2. extrakce).
Nejvyssi pevnost gelu (190 Bloom), viskozita (4,1 mPa.s), teplota tani (38,3 °C)
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a gelace (20,5 °C) byly dosazeny pii 0,2 % / 50 °C / 30 min (1. extrakce).
Takové podminky Ize oznacit za optimalni pro pfipravu Zelatin z kufeci kiize.

5.3.2 Zelatina z ku¥ecich hlav

Tato kapitola popisuje vysledky studie piipravy zelatiny z kufecich hlav.

Detailnéj$i informace jsou popsany v ¢lanku pana Gala a kol., z roku 2020 (kap.
11B). Rozpis a vysledky experimenti jsou znazornény v tab. 14.

Tab. 14. Rozpis a vysledky faktorovych experimentt ptipravy zelatin z hlav

A2 B C VZ | PG+SD | V4SD |ML#SD| Tm

(%) | () | (h) | () | (Bloom) (mPas) | (%) | (CC)
1] 04 18 1 20,4 355+2 | 95+0,1 | 2,3+0,02 | 41,5
2 0,4 18 4 27,7 211+3 4210,1 | 2,9+0,03 | 38,8
3| 04 48 1 26,6 248+1 | 5,8+0,2 | 2,5+0,01 | 39,3
41 04 48 4 28,8 219+3 | 3,8+0,1 | 3,5+0,03 | 42,2
5| 16 18 1 29,9 207+2 | 2,0#0,2 | 2,8+0,02 | 38,6
6| 16 18 4 34,2 162+2 | 1,4+0,1 | 3,3+0,02 | 34,9
71 16 48 1 28,4 135+1 | 1,9+0,1 | 3,0+0,01 | 37,5
8| 16 48 | 25 | 358 113+1 | 6,840,1 | 2,4+0,01 | 354
9 1 33 | 25 | 29,7 245+2 | 54+0,3 | 2,1+0,02 | 34,5
10| O 33 | 25 | 19,7 246+3 | 54+0,3 | 2,1+0,03 | 38,8

a—vztazeno na hmotnost susiny suroviny, A—faktor A (mnozstvi enzymu), B—faktor B (doba enzymové
predupravy), faktor C (doba extrakce Zelatiny), VZ—vytézek zelatiny, PG—pevnost gelu, V-viskozita,
ML-obsah mineralnich latek, Tm-bod tani Zelatiny

Vliv faktora na vytéZek Zelatiny

Ukazalo se, ze doba enzymové piedipravy nemavyznamny vliv na vytézek
zelatiny (p=0,589; viz tab. 15). U srovnavaciho pokusu (19,7 %) byl vytézek
zelatiny o 10 % niz8i nez u centralniho pokusu (29,7 %), coz napovida, ze i
bez pridavku enzymu lze ziskat pomérné¢ znacné mnozstvi Zelatiny z dane
suroviny. Nejvétsi vliv na uéinnost extrakce mélo mnozstvi enzymu (faktor
A; p<0,05) a doba extrakce (faktor C; p<0.05), které byly statisticky
vyznamné. Obr. 12 znazoriuje, Zze vé&tsi mnozstvi enzymu i delsi doba
extrakce zpusobuji zvySeni vytézku zelatiny. Vytézek prvni frakce zelatiny
byl v rozmezi 19,7-35,8 % a rostl s delsi dobou extrakce, coz je v souladu se
studii Taufika a kol. (2010), ktery se zabyval vlivem extrakéni teploty na
vlastnosti CFG s vytézkem mezi 15,3-16,5 %, tedy nizsi oproti souc¢asné studii;
to mize byt zplisobeno nizsi extrakéni teplotou.

Cho a kol, (2006) naproti tomu zkoumal vliv procesnich podminek na
vlastnosti zelatiny ptipravené z kuze rejnoka (Raja Kenojei) a dospé€l rovnéz
ke stejnému trendu. Vytézek (11,9-16,8 %) byl podobny jako ve studii
Taufika. Extrak¢éni teplota byla v rozmezi 40 az 70 °C. Du et al. (2013) se
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zabyval jako jeden zmala studiem vlastnosti Zelatin extrahovanych
Z kutecich a kratich hlav s 31,2 % vytéZkem prvni frakce zelatiny (kriti
hlavy) a 24,8 % vytézkem (kufeci hlavy); srovnatelné s touto studii.
Nicméné, ve své studii pouzil odlisné technologické podminky pro piipravu
Zelatiny, nez v soucasné studii. Surovina byla odtu¢néna 0,015M NaHCOs; pro
pfedipravu suroviny byl pouzit 0,1M NaOH a 0,05M CH3;COOH, tedy
kombinace alkalického a kyselého zptisobu. Zelatiny byly extrahovany ve dvou
stupnich pii dvou extrak¢nich teplotach: 50 °C po dobu 18 h a 60 °C po dobu 6
h. Sarbon a kol. (2013), ktery zkoumal zelatinu pfipravenou z kuteci ktize,
zaznamenal vytézek pouze 16,1%, tedy méné, nez v této studii. Extrakéni
teplota byla 45 °C, a mohla byt tedy jednim z dlivodl nizs§iho vytézku Zelatiny.
Podle Widyasari a Rawdkuen (2014) je vytézek chicken feet gelatine only 12,6
%; opé&t se tak potvrdil vliv i extrakéni doby, ktera byla v této studii 90 min.
Rozdilné vysledky ve vytézcich lze ptipsat napt. rozdilné struktufe pouZzitych
tkani, stejné jako 1 odlisSnym technologickym podminkam pouzitych v procesech
pfiprav Zelatin, zeyména extrakcni teploty a doby extrakce.

Tab. 15. Analyza rozptylu pro vytézek zelatiny, pevnost gelu a viskozitu

Stupen- VS Ouceto Pvrume;r F-hodnota P-hodnota
volnosti | étvercu | évercu
Odezva: VZ =17,44+5,17 A+0,0617 B+1,767 C
Faktor A 1 76,880 76,880 23,36 0,005
Faktor B 1 6,845 6,845 2,08 0,209
Faktor C 1 56,180 56,180 17,07 0,009
Odezva: PG = 407,7-86,7 A—01,833 B-20,00 C
Faktor A 1 216321 21632 17,34 0,009
Faktor B 1 6050 6050 4,85 0,079
Faktor C 1 7200 7200 5,77 0,061
Odezva: viskozita = 10,62—-3,29 A-3,09 B-0,0485 C
Faktor A 1 27,528 27,528 8,33 0,055
Faktor B 1 4,234 4,234 1,28 0,309
Faktor C 1 7,290 7,290 2,40 0,182

VZ-vytézek zelatiny, PG-pevnost gelu, Faktor A-mnoZstvi enzymu, faktor B—doba enzymové
predupravy, faktor C —doba extrakce

Vliv faktori na pevnost gelu

Na pevnost gelu méd nejvyrazngj$i vliv mnozstvi enzymu, zatimco doba
extrakce ma vliv méné vyznamny, jak ukazuje obr. 13. Nicménég, pevnost gelu
klesa se zvySujicimi se hodnotami vSech sledovanych faktorti. V1iv mnozstvi
enzymu na pevnost gelu byl statisticky vyznamny (p<0,05), zatimco vliv doby
enzymov¢ predupravy nebyl statisticky vyznamny (p>0,05), stejn¢ jako vliv
doby extrakce (p>0,05).

67



150 V)’/té_iek
zelatiny

(%)
g 1,25 - < 22
> W22 - 24
3 W 24— 26
S 100 26 — 28
< w28 - 30
% W 30 - 32
= 075 B 32 - 34
= B > 34

0,50

1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Cas extrakce (h)

Obr. 12. Viiv mnozstvi enzymu a doby extrakce na vytezek Zelatiny

Vysledky naznacuji, Ze snizeni pevnosti gelu je ziejmé zplsobeno Stépenim
peptidovych vazeb v molekulach kolagenu béhem enzymové piedupravy
suroviny 1 extrakce Zelatiny. VyS§i mnoZstvi enzymu také nejspiS pfispiva k
zintenzivnéni tohoto procesu. Timto St€épenim dochdzi ke sniZzeni molekulové
hmotnosti, coz se projevi zeslabenim gelové sité. Nejvyssi pevnost gelu (355
Bloom) byla namétena u exp. ¢. 1, coz je 0 110 Bloom vice nez u
srovnavaciho pokusu. V experimentu s hornimi limity faktortu (¢. 8) byla
naopak zaznamenana nejhorS$i pevnost gelu (113 Bloom). V ostatnich
experimentech byla pevnost gelu v rozmezi 135 az 248 Bloom, coz
piedstavuje kvalitni Zelatiny se stfedni az vysokou pevnosti gelu. Pevnost
gelu byla ve studii Du a kol. (2013) v pfipad¢ kriti zelatiny 369 Bloom, coz je
srovnatelny vysledek s experimentu ¢. 1 (355 Bloom) v sou¢asné studii. Pevnost
gelu kufeci zelatiny byla 248 Bloom, tedy srovnatelna s vysledkem experimentu
¢. 3 soucasné studie. Sarbon a kol. (2013) dosahli hodnotu pevnosti gelu kuteci
kozni zelatiny 355 Bloom, tedy srovnatelnou s exp. ¢. 1 soucasné studie. Sompie
a Triasih (2018) na¢ftil pevnost Zelatiny z béhakd 78 Bloom, tedy vyrazné méné
nez v této studii. Divodem nizké pevnosti gelu miize byt, mimo jiné, delsi doba
extrakce (5 h) oproti soucasné studii (1 az 4 h). Widyasari a Rawdkuen (2014)
studovali pevnost gelu Zelatiny z kutecich béhaki s vysledky 79 a 185 Bloom
v zavislosti na extrakénich podminkach, tedy opét niz§i hodnoty, nez v soucasné
studii.

68



1,50 Pevnost
gelu
(Bloom)
g 1,25 < 150
S 150 — 200
% B 200 — 250
S 100 B 250 — 300
s B 300 — 350
7 [ > 350
O:: 0,75
b
0,50

1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Cas extrakce (h)

Obr. 13. Vliv mnozstvi enzymu a doby extrakce na pevnost gelu

Vliv faktora na viskozitu

Nejvyssi viskozita byla naméfena, stejné jako nejvyssi pevnost gelu, u
exp. €. 1 (9,45 mPa.s). To naznacuje, ze pevnost gelu 1 viskozita jsou
charakteristiky, které spolu Uzce souvisi. Viskozita klesa s rostoucimi
hodnotami vSech faktor(, av§ak zadny z faktort nebyl statisticky vyznamny
(p>0,05). Podobny trend byl zaznamenan i v pfipadé pevnosti zelatinového
gelu. Zelatina s vy$$i viskozitou pravdépodobné obsahuje delsi kolagenni
fet€zce zpusobujici zvySeni odporu proti toku, nez zelatina s nizsi
viskozitou. Nejnizsi viskozita zelatiny byla naméfena u experimentu ¢. 7
(1.41 mPa.s). Obr. 14 znézoriiuje, ze vys$si mnozstvi enzymu i doba extrakce
maji negativni vliv na viskozitu zelatinového roztoku. Sompie a Triasih
(2018) released gelatine viscosity of chicken leg skin gelatine with the value of
6,52 mPa.s, tedy srovnatelna se soucasnou studii. Rafieinan a kol., (2011), ktery
se zabyval optimalizaci procesu extrakce zelatiny z kufeciho odkostovace
nam¢til viskozitu 5,85 mPa.s, tedy opét podobna hodnota, kterd byla dosazena i
v této studii (exp. ¢. 3). Viskozita je ovlivnéna molekulovou hmotnosti i
distribuci molekulové hmotnosti extrahovaného proteinu Sompie a kol., 2015;
Rafieian a kol., (2011). Taufik a kol. (2010) stanovil viskozitu Zelatiny z béhakt
6,29 az 7,22 mPa.s, coz jsou srovnatelné hodnoty s podobnymi studiemi.
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Obr. 14. Viiv mnoZstvi enzymu a doby extrakce na viskozitu Zelatiny

Vliv faktori na dalSi parametry Zelatin

MnozZstvi anorg. pevnych latek v zelatiné bylo v rozmezi 2,12-3,92 %, Pro
pouziti Zelatiny v potravinafstvi je stanoven obsah mineralnich latek max. 3 %,
takZe pouze u 3 experimentd byly mirn¢ piekroCeny tyto standardy, ale dalsi
snizeni podilu téchto latek je mozné napf. pouzitim iontoménic¢lh (Food
Chemical Codex, 2019). Du a kol. (2013) naproti tomu dosahl extrémné nizkého
obsahu anorganickych pevnych latek (0,03 u kutecich a 0,06 % u kritich hlav).
Sarbon a kol. (2013) hlasil obsah 0.4%, tedy opét vyrazné méné nez v této
studii, coz mize byt v obou pfipadech zplisobeno napf. mensi koncentraci
NaOH pouzitého pii procesu piedupravy suroviny. Ptipravené zelatinové
roztoky vykazovaly pH v rozsahu 7,02 az 7,17, coz spliuje standardy pro
komeréni Zelatinu (3,8 az 7,6; European Pharmacopoeia, 2016). Widyasari and
Rawdkuen (2014) naméfili pH mirné nizsi (6,13 az 6,49), coz je ziejmé
zpusobeno pouzitim kyselé predupravy suroviny pii procesu piipravy Zelatiny.
Technologické podminky tedy nemély témét Z&4dny vliv na tento parametr.
Teplota tani Zelatinového gelu byla obecné vyssi u vzorku s niz§im obsahem
enzymu (0,4 %) a byla v rozmezi 39 az 42 °C, naopak pii pouziti enzymu
v mnozstvi 1,6 % byla teplota tani v rozmezi ptiblizn€ 35 az 39 °C, tedy mirné
niz$i, coz miize naznaCovat, Ze vysSi mnozstvi enzymu zplisobuje rozsahlejsi
naruSeni peptidovych vazeb. Dusledkem je tani zelatiny pii nizSich teplotach.
Druhé extrakce poskytla pomérné dobré vytézky v rozmezi 5,55 az 10,6 %;
kvalita zelatin byla vSak niz$i, nez kvalita Zzelatin z prvni extrakce, coz se
projevilo horsi pevnosti gelu (<150 Bloom) a viskozitou (<2,85 mPa.s).
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Navrh optimalnich podminek pro pripravu Zelatiny z kurecich hlav

Pro navrzeni optimalnich podminek se vychazelo z vlivu faktorti na efektivitu
procesu a pevnost gelu. Cilem bylo pfipravit zelatinu s vysokou pevnosti gelu (>
220 Bloom), a z niz§i pevnosti gelu (<150 Bloom). Jako konstantni faktory byly
zvoleny doba enzymové predupravy (24 h) a mnozstvi enzymu pii prediprave
(0,8 %). Doba prvni extrakce byla 45 a 120 min. Teplota prvni extrakce byla
op¢t konstantni 80 °C. Doba druhé extrakce byla 1 a 4 h a teplota 95 °C, stejné
jako u zékladnich experimenti. U pfipravenych vzorkli byly stanoveny
zelatinového roztoku. Tab. 16 znazoriuje vysledky optimaliza¢nich
experimentil. Tyto vysledky potvrdily vyznam doby extrakce na kvalitu
piipravenych Zzelatin, jelikoZ pevnost gelu pripraveného z Zelatiny extrahované
po dobu 45 min byla 277 Bloom, zatimco pii dob¢ extrakce 120 min byla
pevnost gelu pouze 140 Bloom. Vytézek extrakce byl o 7% nizsi pii1 45-
minutové extrakci v porovnani s 120-min. extrakci. Vytézky z druhé extrakce
byly vice jak 10 %, coz potvrzuje vysoky vliv teploty na vytéznost zelatiny.

Tab. 16. Rozpis optimalizacnich experimentt a vysledky vytézku, pevnosti gelu
a viskozity

A? | B | C | VZ | PG+SD | V+SD
(%) | (h) | (h) | (%) | (Bloom) | (mPa.s)

111 0,8 | 24 | 45 | 226 | 277+2 | 9,5+0,1

121 0,8 | 24 |120[ 29,9 | 211+3 | 2,6%0,1

a-vztazeno na hmotnost susiny suroviny, A—faktor A (mnozstvi enzymu), B—faktor B (doba enzymové
predtpravy), faktor C (doba extrakce Zelatiny), VZ—vytézek Zelatiny, PG—pevnost gelu, V-viskozita

5.3.3 Zelatina z kutecich béhaki
V této kapitole jsou popsany vysledky studie piipravy Zelatiny z kutecich

beéhakd. Detailngjsi informace popisuje ¢lanek pana Mokrejse a kol., z roku
2019 (kap. 11C).

Pro ptipravu Zelatiny z kufecich béhaki byly vyuzity faktorové experimenty
typu 23 sjednim centralnim experimentem a jednim opakovanim (tab. 17).
Studovanymi technologickymi faktory byly: mnozstvi enzymu vztazené na
hmotnost susiny suroviny (faktor A—min. hodnota 0,2 % (w/w), stfedni hodnota
0,5 % (w/w) a max. hodnota 0,8 % (w/w)); doba enzymové predupravy (faktor
B-24 h, 72 h a 120 h) a doba extrakce Zelatiny (faktor C-1 h, 2,5 h a 4 h).
Extrakéni teplota byla konstantni 80 °C, kterd byla zvolena na zdklad¢
predbéznych experimentd. Sledovanymi zavisle proménnymi veli¢inami byly
vytézek Zelatiny (procentualni konverze vychozi suroviny na Zelatinu), pevnost
gelu, viskozita Zelatinového roztoku a mnoZstvi mineralnich latek v zelating
(z&kladni parametry urcujici kvalitu Zelatin).
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Tab. 17. Rozpis a vysledky faktorovych experimentt piipravy Zelatin z béhaka

A? | B | C|VZ|PG+SD | V+SD | ML+SD
(%) | (h) | (h) | (%) | (Bloom) | (mPa.s) (%)

1102 24| 1 (201 295+2 | 6,9+0,1 | 1,35+0,02
2102 24| 4 274 273+3 | 6,5+0,1 | 0,61+0,03
3102 120] 1 |241] 266+1 | 5,9+0,2 | 1,66+0,01
4102 |120| 4 |335]| 263+3 | 5,2+0,1 | 0,88+0,03
5/08 |24 1 36,5] 241+2 | 5,1+0,2 | 0,93+0,02
6/08 24| 4 379 235+2 | 4,7/+0,1 | 0,77+0,02
/7108 120 1 |383| 228+1 | 3,7+0,1 | 1,61+0,01
8,08 |120] 4 1391 206+1 | 3,1+0,1 | 1,32+0,01
91 05| 72 (25354 ] 249+2 | 6,5+0,3 | 1,53+0,02

a—vztazeno na hmotnost susiny suroviny, A—faktor A (mnozstvi enzymu), B—faktor B (doba enzymové
predtpravy), faktor C (doba extrakce Zelatiny), VZ—vytézek Zelatiny, PG—pevnost gelu, V-viskozita,
ML—obsah minerélnich latek

Vliv faktori na vytézek a kvalitu Zelatin

VSechny ptipraven¢ Zelatiny obsahovaly velmi male mnoZstvi mineralnich
latek (0,61-1,66 %) a tudiz spliuji povolené limity pro potravinaiské a
farmaceutické Zelatiny.

Byla vyhodnocena statisticka vyznamnost studovanych technologickych
faktorti s vyuzitim standardniho F-testu vyznamnosti a P-hodnot na hladiné
vyznamnosti 95 %. Pro navrzené faktorové schéma je kriticka hodnota F=10,13,
takze ¢im vyS$i je F-hodnota nad turokritickou hodnotou, tim vétsi je vliv
konkrétniho technologického faktoru. Podobné byly vyhodnoceny vysledky pro
P-hodnoty; faktory s hodnotou niz$i nez 0,05 maji na sledované proménné vliv s
95% pravdépodobnosti, a ¢im niz§i je P-hodnota, tim vys$$i je vliv
technologického faktoru (Stange, 1971). Tab. 18 ukazuje vysledky analyzy
rozptylu pro vytézek Zelatiny, pevnost gelu a viskozitu Zelatinového roztoku.

Vysledky ukdzaly, Ze pro vytézek Zelatiny je statisticky vyznamny pouze
faktor A (mnoZstvi enzymu). Uéinek faktori A a C (mnoZstvi enzymu a doba
extrakce Zelatiny) na vytézek Zelatiny je zndzornén na obr. 15. Je patrné, Ze se
zvySujicim se pfidavkem enzymu a soucasné prodlouzenim doby extrakce roste
vytézek Zelatiny. Tento trend je patrny zejména u pouziti niz§tho mnoZstvi
enzymu (0,4 %) a kratSi doby extrakce (2,5 h). Mnozstvi enzymu nad 0,5 %,
nebo doba extrakce delSi nez 2,5 h nepfinaSi vyznamny ndrust vytézku.
Minimalniho vytézku (21 %) je dosazeno na dolnich limitech faktord, tj. 0,2%
mnozstvi enzymu a doba extrakce 1 h. Maximalni vytézek (38 %) pak odpovida
ptiblizné 0,7% mnozstvi enzymu a dob¢ extrakce 2,5 h. Dalsi prodlouzeni doby
extrakce nevede k narustu vytézku. Vytézky Zelatin jsou srovnatelné s podobné
zaméfenymi studiemi. Almeida a kol. (2013) extrahovali kufeci b&haky a
dosahli vytézku 36 %. Du a kol. (2013) zpracovavaly kufeci a krocani hlavy a
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dosahly vytézkli 31 % (kufeci hlavy) a 38 % (krocani hlavy). Sarbon a kol.
(2013) dosahl pouze 16% vytézku Zelatiny z kuteci kize.

Tab. 18. Analyza rozptylu pro vytézek zelatiny, pevnost gelu a viskozitu

Stuped | Soucet | Prumér| o oqn0ta | p-hodnota
volnosti | étvercu | évercu
Odezva: VZ =16,35+19,46 A+0,0341 B+1,575 C; R?= 88,65

Faktor A 1 272,61 | 272,611 31,42 0,002
Faktor B 1 21,45 21,451 2,47 0,177
Faktor C 1 44,65 44,651 5,15 0,073

Chyba 5 43,38 8,676

Celkem 8 382,10

Odezva: PG = 315,85-77,92 A—0,2109 B—4,42 C; R?= 97,20

Faktor A 1 4371,1 | 4371,13 136,92 0,000
Faktor B 1 820,1 820,12 25,69 0,004
Faktor C 1 351,1 351,13 11,00 0,021

Chyba 5 159,6 31,93

Celkem 8 5702,0

Odezva: viskozita = 8,37-3,29 A-0,0138 B-0,175 C; R?>= 87,18

Faktor A 1 7,80 7,801 22,35 0,005
Faktor B 1 3,51 3,551 10,16 0,025
Faktor C 1 0,55 0,551 1,58 0,264

Chyba 5 1,72 0,349

Celkem 8 13,61

VZ-vytézek zelatiny, PG-pevnost gelu, Faktor A-mnozstvi enzymu, faktor B—doba enzymové
predupravy, faktor C —doba extrakce

Podle vysledkt statistického vyhodnoceni maji vSechny 3 faktory statisticky
vyznamny vliv na pevnost gelu. Vliv faktoru A (mnozstvi enzymu) a faktoru B
(doba enzymového opracovani) na pevnost gelu je zndzornén na obr. 16. Je
ziejmé, ze pii pouziti navrzenych technologickych parametrii Ize dosahnout
vysoké pevnosti gelu u vSech pfipravenych Zelatin (220 az 280 Bloom). Na
dolnim limitu sledovanych faktort lze piipravit zelatinu s pevnosti 280 Bloom a
vytézkem 21 %. Témét dvojnasobného vytézku (38 %) a hornimi limity faktord
(0,8% mnozstvi enzymu a 120-h enzymova pieduprava suroviny) nedojde
k vyznamnému poklesu pevnosti gelu (220 Bloom).

Vysledky podobnych vyzkumut nabizeji srovnatelné, nebo lepsi vysledky
pevnosti Zelatinovych gelii. Almeida a kol. (2013) dosahly pevnosti gelu 295
Bloom u Zelatiny vyrobené z kufecich béhakd. Du a kol. (2013) pfipravili
zelatinu z kufecich hlav z pevnosti 333 az 368 Bloom. Zelatina piipravena
Z kutecich kazi ve studii Sarbon a kol. (2013) méla pevnost 355 Bloom. Faktor
A (mnozstvi enzymu) a faktor B (doba enzymového opracovani) maji statisticky
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vyznamny vliv naviskozitu Zelatinového roztoku. Vliv téchto faktord je
znazornén na obr. 17. Je zfeyjmé, Ze nejvyssi hodnota viskozity (6,5 mPa.s) neni
ovlivnéna zménou technologickych faktorG pifi pouziti nizkého mnozZstvi
enzymu (0,2-0,3 %) a kratké doby enzymové piedupravy (30-90 h). Je také
patrné, ze zvySeni mnozstvi enzymu (nad 0,4 %) a doby enzymové predupravy
pfinasi postupny pokles viskozity az na 3,5 mPa.s. Zelatiny s viskozitou 1,7-7,5
mPa.s jsou b&Zné vyuzivany v primyslu. Zelatiny s vysokou viskozitou (4,5—
6,5) jsou vhodné pro vyrobu tvrdych Zelatinovych kapsli, zatimco pro mékké
zelatinové kapsle postacuje viskozita 2,5-4,5 mPa.s a pro tablety 1,7-3,5 mPa.s.

Vytézek
zelatiny
(%)

< 21
21 — 24
24 — 27
27 — 30
30 - 33
33 — 36
36 - 39

> 39

Doba extrakce (h)

' 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Mnozstvi enzymu (%)

Obr. 15. Viiv mnozstvi enzymu a doby extrakce na vytézek zelatiny

Navrh optimalnich podminek pro pripravu Zelatiny z kurecich béhaku

Studie vlivu technologickych faktorli na vytézek a kvalitu Zelatin pfinesly
nasledujici vysledky: vys§i mnoZstvi enzymu (faktor A) a delSi doba extrakce
(faktor C) ma za nasledek zvySeni vytézku Zelatiny; vys$§i mnozstvi enzymu
(faktor A) a delsi doba enzymové piedupravy (faktor B) naopak ptedstavuje
pokles pevnosti gelu; nejvyssi pevnost gelu byla sledovana pii pouziti dolnich
limitt faktort (0,2% mnoZstvi enzymu, doba enzymové ptrediprava 24 h a doba
extrakce 1 h). bylo tedy mozné piedpokladat, Ze pevnost gelu bude vyssi pfi
nizkém mnozstvi enzymu a kratkych dobach enzymové predipravy a extrakce.
Cilem optimalizace procesu bylo pfipravit zelatinu s velmi vysokou pevnosti
(min 300 Bloom). Doba enzymové ptredupravy byla nastavena konstantni (20 h)
a byl sledovan vliv mnozstvi enzymu (0,1 a 0,4 %) a doby extrakce (15 a 45
min) na kvalitu a vytézek pfipravenych zelatin. Byly pouzity faktorové
experimenty typu 22; jejich rozpis a vysledky jsou znazornény v tab. 18.
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Pevnost
gelu

(Bloom)
< 220
220 — 240
B 240 — 260
B 260 — 280
N > 280

e pravy (h)

vé pr du

Doba enzymo

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Mnozstvi enzymu (%)

Obr. 16. Viiv mnozstvi enzymu a doby enzymového opracovani na pevnost
gelu

Navrh optimalnich podminek pro pripravu Zelatiny z kurecich béhaki

Studie vlivu technologickych faktori na vytézek a kvalitu Zelatin pfinesly
nasledujici vysledky: vy$§i mnozstvi enzymu (faktor A) a delsi doba extrakce
(faktor C) ma za nasledek zvySeni vytézku Zelatiny; vys$§i mnoZzstvi enzymu
(faktor A) a delsi doba enzymové piedupravy (faktor B) naopak piedstavuje
pokles pevnosti gelu; nejvyssi pevnost gelu byla sledovana pfi pouziti dolnich
limit faktort (0,2% mnozstvi enzymu, doba enzymové pieduprava 24 h a doba
extrakce 1 h). bylo tedy mozné piedpokladat, Ze pevnost gelu bude vyssi pfi
nizkém mnozstvi enzymu a kratkych dobach enzymové predupravy a extrakce.
Cilem optimalizace procesu bylo pfipravit zelatinu s velmi vysokou pevnosti
(min 300 Bloom). Doba enzymové piedupravy byla nastavena konstantni (20 h)
a byl sledovan vliv mnozstvi enzymu (0,1 a 0,4 %) a doby extrakce (15 a 45
min) na kvalitu a vytézek pfipravenych zelatin. Byly pouzity faktorové
experimenty typu 22; jejich rozpis a vysledky jsou zndzornény v tab. 19.

Obsah mineralnich latek ve vzorcich Zelatin ptipravenych pii optimaliza¢nich
experimentech v rozmezi 1,23-1,94 %, coz spliuje standarty pro povoleny
obsah minerélnich latek. Viskozita zelatin byla v rozmezi 6,8—7,3 mPa.s, coz
znamena, Ze piipravené Zelatiny lze vyuZzit napf. v potravinafstvi pro vyrobu
marshmallows, nebo povlaki na potraviny.
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Viskozita

e pravy (h)

vé pf' du

(<2 3K S2 1 ¢, I N NGO

Doba enzymo

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 017 0,8
Mnozstvi enzymu (%)

Obr. 17. Viiv mnoZstvi enzymu a doby enzymové predupravy na viskozitu

Tab. 19. Rozpis a vysledky optimaliza¢nich experimenti piipravy Zelatiny z
behakt

A2 | C | VZ|PG+SD | V+SD | ML%SD
(%) | (min) | (%) | (Bloom) | (mPa.s) (%)

10/ 0,1 | 15 |17,0] 325+2 | 7,3+0,1 | 1,31+0,02

11/ 0,1 | 45 |18,9| 3153 | 7,2+0,1 | 1,23+0,03

12/ 04 | 15 |20,6| 308+1 | 6,9+0,2 | 1,94+0,01

13/ 04 | 45 |212| 301+3 | 6,8+0,1 | 1,58+0,03

1410,25| 30 [19,8] 310+2 | 6,9+0,3 | 1,45+0,02

a—vztazeno na hmotnost susiny suroviny, A—faktor A (mnozstvi enzymu), C—faktor C (doba extrakce
zelatiny), VZ-vytézek zelatiny, PG—pevnost gelu, V—viskozita, ML—obsah mineralnich latek

Jak ukazuje obr. 18, Zelatinu s velmi vysokou pevnosti gelu lze pripravit
vhodnou volbou mnozstvi enzymu (faktor A) a doby extrakce Zelatiny (faktor
C). Pokud se pouzije nizké mnozstvi enzymu (0,15 %) a kratky extrakéni Cas
(20 minut), je mozné pripravit vysoce kvalitni zelatinu v rozsahu 320-325
Bloom s vytézkem 17,5-18 % (obr. 19). ZvySenim mnozstvi enzymu na horni
limit (0,4 %) a prodlouzenim doby extrakce (45 minut) dochéazi ke zvySeni
vytézku Zelatiny na 21 % pfi soucasné dostatecné vysoké pevnosti gelu (cca 300
Bloom). Takové podminky lze oznalit jako optimalni pro pfipravu Zelatiny
Z tohoto typu tkané (kuteci béhaky).
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Jak ukazuje obr. 18, Zelatinu s velmi vysokou pevnosti gelu lze pfipravit
vhodnou volbou mnozstvi enzymu (faktor A) a doby extrakce Zelatiny (faktor
C). Pokud se pouzije nizk¢ mnozstvi enzymu (0,15 %) a kratky extrakéni Cas
(20 minut), je mozné pfipravit vysoce kvalitni zelatinu v rozsahu 320-325
Bloom s vytézkem 17,5-18 % (obr. 19). ZvySenim mnoZzstvi enzymu na horni
limit (0,4 %) a prodlouzenim doby extrakce (45 minut) dochazi ke zvyseni
vytézku Zelatiny na 21 % pfti soucasné dostatecné vysoké pevnosti gelu (cca 300
Bloom). Takové podminky lze oznacit jako optimalni pro piipravu Zelatiny
Z tohoto typu tkan¢ (kuteci behaky).

45
Pevnost

gelu
(Bloom)
] < 304
Il 304 — 308
308 — 312
312 — 316
B 316 — 320
B 320 - 324
[ > 324

30

Doba extrakce (min)

20

15
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

Mnozstvi enzymu (%)
Obr. 18. Viiv mnozstvi enzymu a extrakcéniho casu na pevnost gelu

Testovani tepelné stability Zelatinového gelu

Tepelna stabilita zelatinového gelu je dilezita u produkti obsahujich Zelatinu
zejména v teplych letnich mésicich. Aby bylo mozné srovnani pfipravené
zelatiny s komerénimi, byly otestovany 2 typy vepiové a 2 typy hovézi zelatiny.
Pro testovani byla zvolena Zzelatina pfipravend z kufecich béhakt za
nasledujicich podminek: mnozstvi enzymu 0,8 %, doba enzymového opracovani
24 h, teplota extrakce 80 °C a doba extrakce 60 min. Tyto podminky zarucuji
vysoky vytézek zelatiny 1 pomérné vysokou pevnost gelu.

Tab. 20 zobrazuje vychozi hodnoty pevnosti gelu komerénich veptfovych
(P212 a P288), hovézich (B266 a 273) a kufeci zelatiny pripravené z kufecich
behakl (CFG). Nejvyssi pevnost gelu vykazovala P288 a nejnizs$i P212. Pevnost
gelu CFG byla 240 Bloom.

Vysledky stanoveni tepelné stability hovézich, veprovych a kufeci Zelatiny
testovanych pfti teplotach 23, 29 a 35 °C a relativni vlhkosti 60 a 80 % jsou
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uvedeny v tab. 21-26. Vychozi hodnoty pevnosti gelu jsou vyjadieny jako 100
%. Zmény v pevnosti gelu (poklesy) jsou vyjadieny jako Bloom index v %.

45

Vytézek

40 extrakce (%)

< 17,4

= 17,4 — 18,0
E ¥ 18,0 — 18,6
% 18,6 — 19,2
-Z‘E 30 19,2 — 19,8
X 19,8 — 20,4
s . B 204 - 21,0
8 > 21,0

20

0,10 , 0,20 0,25 0,30
Mnozstvi enzymu (%)

Obr. 19. Viiv mnozZstvi enzymu a doby extrakce na vytézek zZelatiny

Tab. 20. Vychozi hodnoty pevnosti gelu veptovych, hovézich a Zelatiny z
kutecich béhaka

Typ Zelatiny/Bloom hodnota+SD

B266 | B273 | P212 | P288 | CFG240

266+3 | 2/3+2 | 21242 | 288+4 | 240+3

B266 a Bf273...hov¢zi zelatiny, P212 a P288...vepfové zelatiny, CFG...Zelatina z kutecich béhakt

Tab. 21 ukazuje vysledky tepelné stability Zelatin pii teploté 23 °C a vlhkosti
60 %. Pevnost gelu podle ocekavani postupné klesala. Po jedné hodiné méteni
byl nejmensi pokles zaznamenan u CFG240 a nejvySSi u Beef273. Pokles
pevnosti gelu u jinych typt Zelatin byl pfiblizn€¢ 25 %; rozdily vSak nebyly
statisticky vyznamné (p> 0,05). Podobné trendy byly pozorovany také v
nasledujicich métenich s poklesem pevnosti gelu mezi 30 a 65 %. Nejmensi
pokles pevnosti gelu byl zaznamenan u CFG240, zatimco nejvyznamnéjsi
pokles byl zaznamenan u Beef273 (3—5 h méfeni) nasledované Pork212 (87-120
h méfeni). Béhem poslednich dvou méfeni (po 111 a 120 hodinach) nebyly
zjiStény zadné dalsi zmény v pevnosti gelu. Nejvetsi pokles pevnosti gelu byl
sledovan u Beef266 (vice nez 90 %), zatimco nejmensi u CFG240 (ptiblizné 75
%); tento trend tato zelatina vykazovala po celou dobu méteni. Pokles pevnosti
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gelu u jinych typl Zelatin byl ptfiblizné 85 % se statisticky nevyznamnymi
rozdily (p > 0,05).

Tab. 21. Tepelna stabilita hovézich, vepfovych a kufeci zelatiny pii teploté 23
°C a relativni vlihkosti 60 %

Doba Typ Zelatiny/Bloom index (%)
méreni (h) | B266 | B273 | P212 | P288 | CFG240
0 100 100 100 100 100
1 77 61 76 75 87
2 50 35 47 50 68
3 35 27 33 37 57
4 28 26 24 29 51
5 24 25 21 26 49
6 23 24 20 25 45
8 22 22 18 23 44
16 21 21 18 20 40
23 20 20 17 18 39
87 8 14 15 16 28
111 8 13 14 15 23
120 8 13 14 15 23

V tab. 22 jsou vysledky méteni tepelné stability Zelatin pii teploté 23 © C a
vlhkosti 80 %. Pripravenda kufeci Zelatina CFG240 poskytla hodnoty se
statisticky nevyznamnymi rozdily (p > 0,05) zaznamenané pii obou urovnich
vihkosti (60 a 80 %). Avsak u komerc¢nich zelatin byl béhem prvnich 6 h méteni
zaznamenan vys$si pokles pevnosti gelu se statisticky vyznamnymi rozdily (p <
0,05) pti vlhkosti 80 % oproti 60 %. V nasledujicich méfenich byly statisticky
vyznamne (p < 0,05) naopak mensi poklesy pevnosti gelu komerénich Zelatin pti
vihkosti 80 oproti 60 %. Po 1 h méfeni byl nejmensi pokles pevnosti
zelatinového gelu zjistén u Pork288 a nejvyraznéjsi u Beef273. Ve vSech
nasledujicich métenich vykazovala CFG240 nejmensi pokles. Po dvou hodinach
testovani byl pokles pevnosti gelu v rozmezi 33 az 64 %. Nejvyraznéjsi pokles
po 2, 3 a 4 h méfeni byl zaznamenan u Beef273, zatimco u dalSich méfeni byl
nejvyznamnéjsi pokles zjistén u Pork212. Nicméné, béhem méteni po 111 a 120
h nebyly naméfeny zadné dal§i zmény v pevnosti gelu s kone€nym poklesem
pevnosti piiblizné¢ 80%. Pfipravena Zelatina z kufecich bcéhaki méla
srovnatelnou nebo lepsi tepelnou stabilitu pi1 vlhkosti 60 1 80 % ve srovnani s
komerc¢ni hovézi a veptrovou Zelatinou.
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Tab. 22. Tepelna stabilita hovézich, vepiovych a kufeci zelatiny pii teploté 23
°C a relativni vlhkosti 80 %

Doba Typ Zelatiny/Bloom index (%)
méreni (h) | B266 | B273 | P212 | P288 | CFG240

0 100 100 100 100 100

1 82 70 82 87 85

2 58 46 56 62 67

3 45 37 42 49 57

4 37 32 34 41 50

5 34 31 30 37 48

6 32 31 25 35 46

8 30 30 24 32 43

16 29 29 24 32 40
23 29 24 24 32 38
87 19 20 18 22 25
120 19 20 18 22 23

Vysledky méfeni tepelné stability Zelatin pfi teploté 29 °C a vlhkosti 60 %
jsou uvedeny v tab. 23. Na rozdil od méfeni pii vlhkosti 60 %, byl vyznamné
vysSi (p < 0,05) pokles pevnosti gelu vSech Zelatin sledovan pii méteni v Case 2
h a dale. Po 1 h byl nejmensi pokles zjistén u Beef266, a obou veptovych
zelatin, zatimco u CFG240 a Beef273 bylo zaznamenano nejvysSi snizeni
pevnosti gelu. V dalSich métenich byl nejmensi pokles naméfen u Beef266 a
Pork288 (63 %), vyssi u Pork212 a CFG240 (65 %) a nejvyznamnéjsi pokles u
Beef273 (72 %). Po 3 a 4 h méteni byl neyjmensi pokles zaznamenan u Beef266,
Pork288 a CFG240 a nejvyssi u Beef273 a Pork212. Po 5, 6, 7 a 8 h vykazovala
zelatina CFG240 nejmensi pokles, priblizné o 90 %, zatimco jiné typy Zelatin
vykazovaly mirné vys$i, pfesto statisticky nevyznamné(p > 0,05) poklesy
pevnosti zelatinového gelu. Podobny trend byl pozorovan pii dalSich méfenich a
po 87 h méfeni zadna Zelatina nevykazovala zménu pevnosti gelu. Kone¢ny
pokles pevnosti gelu byl témét 100 %.
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Tab. 23. Tepelna stabilita hovézich, vepfovych a kufeci Zelatiny pfi teploté 29
°C a relativni vlihkosti 60 %

Doba Typ Zelatiny/Bloom index (%)
méreni (h) | B266 | B273 | P212 | P288 | CFG240

0 100 100 100 100 100
1 76 63 77 75 66
2 37 28 33 37 33
3 21 16 16 21 20
4 14 12 11 14 15
5 11 10 8 10 13
6 9 9 7 9 11
8 7 7 5 6 7
16 4 5 4 4 6

23 3 4 3 4 5

120 3 4 3 3 3

Tab. 24 znazornuje vysledky méfeni tepelné stability Zelatin pii teploté 29 °C
a vlhkosti 80 %.Pti1 této vlhkosti byl u komer¢nich Zelatin sledovan mirné vyssi
pokles pevnosti gelu nez pii 60% vlhkosti; zatimco u Zelatiny kufeci nebyly
zaznamendny zadné statisticky vyznamné rozdily (p > 0,05), podobné jako pfi
teplote 23 °C. Po 1 h méfeni byl nejmensi pokles zaznamenan u Beef266, mirné
vys$S8i u vepfovych Zelatin a nejvyssi u Beef273 a CFG240. Naproti tomu po 2 h
méfeni byl nejmensi pokles cca 70 % u CFG240, mirn¢ vysSi u Beef266 a
Pork288, a nejvyznamnégjs$i snizeni ptiblizné¢ 80 % u Beef273. Po 3 h byl
nejmensi pokles u CFG240, podobné jako pii dalSich méfenich, zatimco
komerc¢ni zelatiny vykazovaly mirné vyssi pokles pevnosti gelu. Dals§i méfeni
ukazala trend postupného poklesu pevnosti gelu; komeréni zelatiny vykazovaly
statisticky vyznamny (p < 0,05) vySSi pokles pevnosti gelu ve srovnani s
zelatinou CFG240. Po 87 h byl sledovan temét 100% pokles pevnosti gelu u
vSech Zelatin. Vysledky ukazaly, ze kufeci Zelatina ma srovnatelné, nebo
dokonce lepsi vlastnosti nez komercni Zelatiny s ohledem na tepelnou stabilitu
pevnosti zelatinového gelu.

Tab. 25 uvadi vysledky méfeni tepelné stability zelatin pfi teploté 35 °C a
vlhkosti 60%. U vsSech zelatin doslo pfi této teploté¢ k prudkému poklesu
pevnosti Zelatinového gelu. Po 1 h méfeni se pokles pohyboval mezi 38 a 43%,
pficemz nejmensi pokles byl u CFG240 a nejvyssi u Beef266 a Pork212. V
dalSich métenich byl zaznamenan dramaticky pokles pevnosti gelu v rozmezi od
83 do 90 %. Nejmensi pokles byl stanoven u Beef266 a nejvyssi u Beef273. Po
3 h méfeni byl nejmensi pokles o vice nez 90% u CFG240, zatimco vSechny
komer¢ni Zelatiny vykazovaly pokles 0 97%. Po 4 h byl pokles témét u vSech
zelatin tém¢et 100% a po 5 h méfeni Zadna Zelatina nevytvofila gel.
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Tab. 24. Tepelna stabilita hovézich, vepfovych a kufeci Zelatiny pfi teploté 29
°C a relativni vlhkosti 80 %

Doba Typ Zelatiny/Bloom index (%)
méreni (h) | B266 | B273 | P212 | P288 | CFG240
0 100 100 100 100 100
1 74 64 71 69 64
2 30 22 26 31 33
3 14 12 11 14 19
4 8 8 6 8 15
5 6 7 4 6 13
6 5 6 3 5 11
8 3 4 2 3 8
16 2 3 2 2 6
120 2 3 2 2 4

Tab. 25. Tepelna stabilita hovézich, vepfovych a kufeci zelatiny pii teploté 35
°C arelativni vlihkosti 60 %

Doba Typ Zelatiny/Bloom index (%)
méieni (h) | B266 | B273 | P212 | P288 | CFG240
0 100 100 100 100 100
1 57 58 57 61 62
2 17 11 15 12 15
3 3 3 3 3 7
4 2 2 1 2 3
5 0 0 0 0 0

Vysledky méteni tepelné stability zelatin pfi teploté 35 °C a vlhkosti 80 %
jsou uvedeny v tab. 26. Udaje se piili§ neli$i od vysledkd pti vihkosti 60%. Po 1
h méfeni se pokles pevnosti gelu pohyboval od 36 do 42 %, coZ nepiedstavuje
zadné statisticky vyznamné rozdily (p > 0,05) mezi experimenty pii vlhkosti 80
a 60 %. Nejmensi pokles pevnosti gelu byl zjistén u CFG240 a Pork288,
zatimco nejvyssi byl zaznamenéan u Beef266, stejné jako pii vlhkosti 60 %. Po 2
h méfeni vykazovala kuteci zelatina nejmensi pokles (75 %) a Pork212 spolu s
dalS$imi hovézimi Zelatinami nejvétsi pokles (85 %). Po 3 h doslo u CFG240 k
poklesu pevnosti gelu o vice nez 91 % a u komercnich zelatin o 97 %. Po 4 h
meéfeni byl zaznamenan témét 100% pokles pevnosti gelu u vSech Zelatin. Stejné
jako v predchozich experimentech byl pfi teplot¢ 35 ° C zaznamenan
srovnatelny pokles pevnosti zelatinového gelu jak u kufecich, tak u komercnich
zelatin.
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Tab. 26. Tepelna stabilita hovézich, vepfovych a kufeci Zelatiny pii teploté 35
°C a relativni vihkosti 80 %

Doba Typ Zelatiny/Bloom index (%)
méreni (h) | B266 | B273 | P212 | P288 | CFG240
0 100 100 100 100 100
1 58 60 60 64 64
2 15 15 15 19 25
3 3 3 3 3 9
4 2 2 2 2 3
5 0 0 0 0 0

5.4 Porovnani funkénich vlastnosti kurecich a komercénich
Zelatin

Kapitola ukazuje vysledky srovnani pfipravenych s komerénimi Zelatinami;
detailnéjsi informace jsou popsany v ¢lanku Mrazka a kol., (2020 - kap. 11E a
111). Tab. 27 a 28 zobrazuji namétené hodnoty Viskozity, Cirosti, vaznosti vody
a tuku, a pénotvorné a emulzifikacni vlastnosti ptip. Zelatin z kutecich béhaku

(CFG) a kazi (CSG) a komer¢nich Zelatin hovézi (B288) a veprové (P273).

5.4.1 Zelatina z kufecich béhaka

Zelatina extrahovana pii teploté 80 °C po dobu 45 min byla zvolena jako
vychozi pro srovnani s komeréni vepifovou a hovézi Zelatinou, nebot’ tyto
podminky zajistily dostatecné vysoky vytézek extrakce pii zachovani vysoke
pevnosti gelu 1 viskozity Zelatinového roztoku. Pevnost gelu komercnich Zelatin
je 273 Bloom (hovézi) a 288 Bloom (veprova), Je patrnné, ze hodnota viskozity
CFG (zelatina z kufecich béhakll) je témét 4-ndsobné vysSi oproti vepiove
zelatiné a vice jak 2-nasobnd oproti hovézi Zelatiné. VV (vaznost vody) je
srovnatelna s hodnotou hovézi Zelatiny a VT (vaznost tuku) je mirné nizsi oproti
veptoveé zelating€. T (teplota tani) CFG je o nékolik stupni vys$§i oproti
komerénim zelatinam a Ty (teplota gelace) je srovnatelnd. Byly naméfeny
srovnatelné hodnoty EK (emulzifikaéni kapacita) CFG oproti komerénim
zelatindm. ES (emulzifikacéni stabilita) CFG je mirné nizsi, nez v ptipad¢ hovézi
zelatiny. Hodnota PK (pénotvornd kapacita) je vyrazné vyssi, avSak CFG
nevykazovala viibec zadnou PS (pénotvorné stabilita). Cirost CFG je vyrazné
nizsi oproti komerénim Zelatinam. Tuto skute¢nost lze piipsat problematickému
procesu filtrace v laboratornich podminkéach.
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Tab. 27. Pevnost gelu, viskozita, vaznost vody (VV), vaznost tuku (VT), teplota

tani (Tm) a gelace (Tg) komerc¢nich a kufecich Zelatin

Felatina PG | VESD | VV£SD{ VT2SD | TmtSD| TeSD
(Bloom) (mPas)| (g/g) | (9/g) | (°C) | (°C)
B273 | 273 |3,54+0,17/6,42+0,26|0,71+0,0633,5+0,1 19,5+0,2
P288 | 288 |2,43+0,05 4,43+0,260,42+0,11|32,2+0,3/19,0+0,1
CFG | 301 |9,09+2,29|6,11+0,14]0,32+0,0537,0+0,1/19,0+0,3
CSG | 354 |5,15+1,51|3,85+0,300,97:0,20] 36,1+0,220,5+0,2

B273-hovézi zelatina (pevnost gelu 273 Bloom), P288—vepiova Zelatina (pevnost gelu 288 Bloom,
CFG—zelatina z béhakd, CSG—zelatina z kiizi

Tab. 28. Emulzifika¢ni kapacita (EK), emulzifika¢ni stabilita (ES), pénotvorna
kapacita (PK) a pénotvorna stabilita (PS) a ¢irost komercnich a kufecich Zelatin

Zelatina EK+SD (%)| ES+SD (%) PK£SD (%)| PSSD (%6)| C£SD (%)

B273 | 57,67+4,04 | 88,89+11,11| 55,10+1,71 | 13,17+0,23 | 86,17+4,31
P288 | 30,67+4,04 | 94,44+962 | 62,23+3.87 | 14,40+1,91 | 65,33+0,47
CFG | 48,51+351 | 81,25+8,79 | 87,91+1,71 0 21,53+0,23
CSG | 50,00+7,86 | 72,50+3,54 | 48,89+1,92 |38,89+11,71| 1,51+0,51
5.4.2 Zelatina z kuiecich kiiZi

Zelatina extrahovana pii teploté 40 °C (CSG) po dobu 60 min byla zvolena
jako vychozi Zelatina pro srovnani s komercni potravinaiskou hovézi a vepirovou
zelatinou, protoze tato zelatina ma vysokou pevnost gelu, emulzifikaéni
kapacitu, pénotvornou kapacitu a stabilitu i viskozitu. Viskozita CSG je 0 53 %
a 31 % vyssi nez viskozita Zelatiny vepfové a hovézi. Ty, (teplota tani) CSG je
mirné vyssi oproti komerénim zelatinam a Ty (teplota gelace) je srovnatelna
Podobny trend byl zjistén i v piipadé CFG. VV Zzelatiny CSG je 0 67 % a 15 %
niz8i nez VV hovézi a veprové zZelatiny. VT CSG je vyssio 57 % a 27 % nez VT
veprové a hovézi zelatiny. EK CSG je o 15 % nizsi oproti zelatiné hovézi,
zatimco je o 39 % vySSi, nez hodnota veprové Zelatiny, coZ jsou srovnatelne
vysledky. ES Zelatiny CSG je o 30 % nizsi nez ES veptové Zelatiny a o 23 %
niZz8i nez u hovézi Zelatiny. FK CSG Zelatiny je o 27 % a 13 % nizsi nez PK
veptroveé a hoveézi Zelatiny; zatimco PS je vyssi o 63 % a 66 % oproti veprové a
hovézi zelating, coz jsou vynikajici vysledky. Kromé toho je PS v komerénich
Zelatinach 4,3-krat niz$i nez PK, zatimco u CSG je pouze 1,3-krat nizsi. Cirost
CSG je vyrazné€ nizsi nez Cirost komer¢nich savcich zelatin.
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5.5 Hydrolyzaty

Tato kapitola ukazuje vysledky ptipravy hydrolyzath; detailnéjsi informace
jsou popsany v ¢lanku MokrejSe a kol., z roku 2019 (kap. 11D).

Souhrnné vysledky zpracovani bilkovin kufecich bchdkli na Zelatiny a
hydrolyzaty dvoutroviiovymi faktorovymi schématy se tfemi sledovanymi
faktory jsou uvedeny v tab. 29. Po 1. stupni zpracovani byly filtraci ziskany
roztoky bilkovinnych hydrolyzatl obsahujici v suSin€¢ 21-30 % mineralnich
latek, vytézek bilkovinného substratu byl 11-18 %. Vytézek hydrolyzatu byl
vypoc¢ten z hmotnosti hydrolyzatu piipraveného po 1. stupni zpracovani, resp. z
hmotnosti zelatiny/hydrolyzatu ptipravenych po 2. stupni zpracovani a
hmotnosti vztazené na navazku substratu. Také byl vypocten celkovy vytézek
(soucet vytézkn po 1. a 2. stupni).

Tab. 29. Rozpis faktorovych experimentd a vysledky piipravy hydrolyzati a
zelatin z kufecich beéhakl

A* | B | C| VL | MLL | V2 | ML2 PG V

(%0) | CC) [ (h) | (%) | (%) | (%) | (%) | (Bloom) | (%)
1] 1 [ 60 | 1 [ 113 ] 220 [ 235 | 1,06 0 34,8
2] 1 | 60 | 4 | 116 | 208 | 37,7 | 0,99 0 49,3
3] 1 ] 9 | 1 |115] 279 | 340 | 1,23 167 | 455
4] 1 [ 90 | 4 | 118 228 | 389 [ 067 56 50,7
5| 5 | 60 | 1 | 177 | 283 | 482 | 1,41 0 65.9
6| 5 | 60 | 4 | 173 | 27,7 | 544 | 058 0 71,7
7] 5 1 90 | 1 |175] 292 | 390 | 0,99 105 | 56,5
8| 5 | 90 | 4 | 179 | 302 | 456 | 0,58 78 63,5
o| 3 | 75 [ 25] 136 | 254 | 385 | 1,17 148 | 52,1

a-vztazeno na hmotnost suSiny suroviny, A—faktor A (mnozstvi enzymu), B—faktor B (teplota
extrakce), faktor C (doba extrakce), V1-vytézek hydrolyzatu po 1. stupni, V2—-vytézek hydrolyzatu po
2. stupni, ML1-obsah min. latek po 1. stupni, ML2—obsah min. latek po 2. stupni, PG—pevnost gelu,
V—celkovy vytézek hydrolyzatu

Z tab. 29 je patrné, Ze zvySujici se mnozstvi enzymu pii konstantni teploté
zvySuje vytézek. Pfi dolnim limitu extrakéni teploty (60 °C) a pfi piidavku
enzymu > 3 % je stupent konverze vyssi, nez u horniho limitu extrakéni teploty
(90 °C), delsi doba extrakce (4 h) ma vyssi vliv na stupenn konverze, nez kratsi
doba extrakce (1 h), se zvySujici se extrakéni teplotou pii extrakéni dobé 1 h je
stupett konverze stejny a po 4-h extrakci mirn¢€ klesd. Déle je ziejmé, ze se
zvySujicim se pridavkem enzymu pii 60 °C nebyly pfipraveny Zzelatiny (0
Bloom). Pfi hornim limitu extrakcni teploty (90 °C) pevnost Zelatinovych gel
mirné klesa s rostoucim pifidavkem enzymu. NejvysSi pevnost gelu (cca 150
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Bloom) byla dosazena pfi centralnim experimentu (3 % enzymu a 75 °C). Po 1-h
extrakci pevnost gelu mirné klesa se zvySujicim se piidavkem enzymu, pii¢emz
je vyssi, nez po 4 h extrakci, kde naopak se zvySujicim se pfidavkem enzymu se
pevnost mirn¢ zvysuje. U obou limitnich hodnot doby extrakce (1 a 4 h) pevnost
gelu roste se zvysujici se teplotou — z nulovych hodnot pii 60 °C az na cca 70
Bloom po 4-h extrakci, resp. na cca 135 Bloom po 1-h extrakci. Ptipravené
zelatiny/hydrolyzaty maji velmi nizky obsah min. latek, 0,58—1,41 % (vztazeno
na suSinu), ¢imz jsou splnény pozadavky na potravindiské a farmaceutické

produkty.

5.6 Mikrobialni kontaminace zelatin

Tab. 30 znazoriiuje vysledky testovani mikrobialni kontaminace 4 typl
komeré¢nich vepiovych a hovézich (vzorky A-D) Zelatin, 5 typu pfipravenych
kutecich (vzorky F-J) Zelatin a hydrolyzatu ptipraveného z kutecich béhakl
(vzorek E). Dale byla otestovana Zelatina piipravena z kutecich hlav, ktera byla
sterilizovana pii teploté 95 °C po dobu 5 min. Pro testovani byly pouzity 3 typy
zivnych pud: TSA (Trypton soya agar), XLD (Xylose Lysine Deoxycholate
Agar) a VRBL (Violet Red Bile Agar with Lactose).

Byly ptipraveny 4 vzorky Zelatin extrahovanych z kutecich hlav za odliSnych
podminek extrakce (teplota a Cas), u kterych byla zméfena pevnost gelu. Déle
byl ptfipraven vzorek Zelatiny vyextrahované z kufecich bé&haki a vzorek
hydrolyzatu z kutecich béhaki.

Podle natizeni Evropské komise, Evropskeho lékopisu a GME nesmi byt v
zelating piitomna bakterie Salmonelly (Tab. 31). Evropska komise nestanovila
povolené limity pro dalsi typy bakterii, kvasinek nebo plisni ani pro celkovy
obsah aerobnich bakterii. Podle EF a GME nesmi zelatina také obsahovat E. coli
a celkovy obsah aerobnich bakterii max 1000 CFU (colony-forming unit)/g. EF
stanovila povoleny obsah kvasinek a plisni na max 100 CFU/g a podle GME byl
CFU/g. Pouze jeden vzorek Zelatiny nebyl mikrobialné kontaminovany (vzorek
D - komer¢ni vepfova zelatina — pevnost gelu 260 Bloom). 6 vzorkli z 12
obsahovalo bakterii Acinetobacter baumanii. Jedna se o multirezistentni
gramnegativni kmen bakterie, vyskytujici se zcela bézné v piirodé ve vodé,
pidé, ¢i v zdravotnickych zatizenich. Pro zdravého cClovéka nepiedstavuje
zdravotni nebezpec€i, u oslabenych, ¢i starych jedinch mlze vyvolat zapal plic,
sepsi a zanéty. Tato bakterie byla detekovana v obou komerénich hovézich
zelatinach 1 jako jedind ve vysterilizované Zelating, coZ znamena, Ze sterilizace
nebyla U¢inna z divodu mirnych podminek. Vzorek A (Halal hovézi Zelatina)
obsahoval kromé& Acinetobacter baumanii také Bacillus cereus, coz je
endemicka, fakultativné anaerobni, grampozitivni, beta-hemolyticka bakterie z
¢eledi Bacillaceae. Bacillus cereus je casty kontaminant potravin a miZze
zpusobovat otravu jidlem.
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Tab. 30. Vysledky testovani mikrobialni kontaminace

Typ Zivné pudy/pocet kolonii
Vzorek TSA ESA | VRBL Vyizolovany druh
bakterie
selatina A | 1,12+010| 0,00 0,00 | Acinetobacter Baumannii,
Bacillus Cereus
Zelatina B 2,06%0,02 0,00 0,00 Acinetobacter Baumannii
Zelatina C 0,00 4,32+0,06 0,00 Salmonella Sp.,
Zelatina D 0,00 0,00 0,00
Kureci Bacillus Cereus,
hydrolyzat E 4,46+0,11 0,00 1,37+0,03 Pseudomonas Putida
Kufecd 1y 451008 000 0,00 | Acinetobacter Baumannii
Zelatina F
, Kureci 4,68+0,12| 0,00 |4,47+0,03 Brevibacillus Agri
Zelatina G
) Kll.l‘eCl 4.77+0.15 | 1,3140,06 | 4,5140,06 Acinetobacter Baumanii,
Zelatina H Salmonella Sp.
vKul:eCI 4.60+0,2 0,00 0,00 Exiguobacterium Sp
Zelatina [
Kufeci ) 63,015/ 0,00 |1,30:006| Exiguobacterium Sp
Zelatina J
Sterilni 0,00 0,00 |1,32+0,09| Acinetobacter Baumanii
Zelatina

A-Halal (komercni hovézi Zelatina, pevnost gelu: 260 Bloom), B-D529 (komer¢ni hovézi Zelatina, 260
Bloom), C-D526 (komer¢ni veptova zelatina, 200 Bloom), D-DO12 119 (komer¢ni vepiova zelatina,
260 Bloom), E-CFH (hydrolyzat z kufecich béhaku) - 45 °C, 60 min, 0B (podminky extrakce, pevnost
gelu), F-CFG (zelatina z kufecich béhaku) - 80 °C, 45 min, 250B, G-CHG (zelatina z kufecich hlav) -
60 °C, 1h, 100B, H-CHG (zelatina z kufecich hlav) - 85 °C, 4h, 82B (2. extrakce), I-CHG (Zelatina
z kutecich hlav) - 65 °C, 4h, 21B J-CHG - 85 °C, 2h, 15B (2. extrakce)

Vyskytuje se zejména na ryzi ¢i v téstovinach. V piipad€, Ze se nakazené
potraviny nedostatecné tepelné opracuji (méné nebo rovno 100 °C), zacnou
spory bakterii disledkem tepelného Soku klicit. Tato bakterie byla také zjiSténa
ve vzorku E (hydrolyzat z kufecich béhakt) spolecné s Pseudomonas putida,
coz je gramnegativni saprotrofni pidni bakterie ve tvaru tyCinky z rodu
Pseudomonada. V pfirod¢ jsou velice hojné a diky své ptizpisobivosti osidluji
velmi rozmanitd mista. Nékteré druhy zplsobuji 1 onemocnéni rostlin a
mezi nimi je Pseudomonas aeruginosa. Co se tyka vlastnosti, jsou pohyblivé a
ty€inkovitého tvaru, obvykle aerobni a netvofici spory. Tato bakterie nebyla
obsazena v dalSich vzorcich. Vzorek G (zZelatina pfipravend z kutecich hlav)
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obsahoval jako jediny Brevibacillus agri, coz je bakterie z rodu Brevibacillus.
Jendéa se o rod grampozitivnich bakterii z ¢eledi Paenibacillaceae. Vzorky | a J
(zelatina pripravena z kufecich hlav) obsahovaly jako jediné pouze
Exiguobacterium sp. Exiguobacterium je rod bacilti a ¢len kmene Firmicutes.
Byly nalezeny v oblastech pokryvajicich Siroky rozsah teplot (-12 az 55 °C),
véetné ledovcl v Gronsku a horkych pramenech v Yellowstone, a byly
izolovany v permafrostu na Sibifi. Nékteré kmeny kromé schopnosti dynamické
tepelné adaptace jsou také halotolerantni, mohou rast v Sirokém rozmezi hodnot
pH (5 az 11), tolerovat vysoké urovné UV zafeni a pusobeni tézkych kovi
(vCetn¢ arsenu).

Tab. 31. Maximalni povolené mikrobidlni limity v Zzelatiné podle nafizeni
Evropské komise, Evropského lékopisu a GME (Gelatine Manufacturer of
Europe) (GME Monografie 2020)

Potravinarska Iéi\gtg)igs(llg);] GME nafrizeni pro
smérnice Eur. 11th ' potravinarskou
EC/2073/2005 " Zelatinu
Edition.)
Celkovy
pocet : max1000 CFU/g <1000 CFU/g
aerobnich
bakterii
E.coli - Absence/g Absence/10g
Anaerobni
sulfit-
redukujici ' ' <10 CFU/g
spory
E\}g‘ﬁ@ - max100 CFU/g -
Salmonella | (n=5) Absence/25g Absence/10g Absence/25¢

CFU — Colony forming unit (jednotky tvofici kolonie)

Vzorek H (zelatina ptipravenda z kutecich hlav) obsahoval kromé
Acinetobacter baumanii také Salmonella sp. Salmonella je rod gramnegativnich
baktérii z celedi Enterobacteriaceae, jehoZ zastupci zplsobuji onemocnéni
Clovéka a zvifat. Jednd se o gramnegativni, fakultativné anaerobni,
nesporotvorné, vétSinou pohyblivé, rychle rostouci baktérie, nenarocné na
podminky. Mezi nejvyznamnéj$i onemocnéni ¢loveéka zpisobené salmonelami
patii bfiSni tyfus, bfiSni paratyfus a salmoneléza z potravin. ZjiSténi této
nebezpecné bakterie znamend, Ze tento vzorek Zelatiny nespliiuje stanoveny
limit Evropské komise, Evropské farmakopéi i GME a je tedy zdravotné
zévadny. Tato bakterie byla zjisténa 1 ve vzorku C (komer¢ni veptova Zelatina,
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pevnost gelu 200 Bloom). Doyle a kol. (2019); Adams (2015); Willey a kol.
(2022).

Vysledky ukazaly, ze Zadna z testovanych Zelatin neobsahuje bakterii E. Coli,
coz znamena, ze jedna podminka nezévadnosti byla splnéna. Druhd podminka:
absence bakterie Salmonella nebyla splnéna u jednoho vzorku piipravené
zelatiny (vzorek H) a u jednoho vzorku komerc¢ni Zelatiny (vzorek C). Pouze
jeden vzorek (komercni zelatina — vzorek D) neobsahovala Zzadny
mikroorganismus. Plisné ¢i kvasinky nebyly nalezeny v zadném ze vzorku.
Vzorek vysterilizované kufeci Zelatiny také obsahoval jeden kmen bakterie
(Acinetobacter baumanii), coz znamena, Ze podminky sterilizace nebyly
dostatecné u¢inné. Limit celkového poctu aerobnich bakterii (max. 1000 CFU/g)
byl pfekrocen v piipadé 4 ze 7 vzorku kufecich Zelatin i u kufeciho hydrolyzatu.
Jeden vzorek komercni Zzelatiny také obsahoval véEtsi nez povoleny limit
celkového poctu aerobnich bakterii, konkrétn€¢ Salmonelly.
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6. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Vedlejsi drabezi produkty, které vznikaji pii pordzce a zpracovani dribeziho
masa jsou produkovany v neustale se zvySujicim mnozstvi, vzhledem k rostouci
poptavce po drubezim mase souvisejici s globalnim ristem populace. Takové
produkty (napf. kufeci kiuze, b€haky ¢i hlavy) obsahuji bilkovinu kolagen,
kterou Ize vhodnym postupem z tkan¢ vyextrahovat a piipravit tak Zelatinu.
Zelatina je produkt s pfidanou hodnotou s §irokymi moznostmi uplatnéni napf.
Vv potravinarském, farmaceutickém nebo kosmetickém primyslu. Tradi¢né je
zelatina vyrabéna z vepfovych nebo hovézich zdrojl, v posledni dobé je na trhu
k dispozici také rybi zelatina, zatimco dribezi Zelatinu evropsky ¢i americky trh
nenabizi. Zatimco hovézi nebo vepfova zelatina neni akceptovana nékterymi
nabozenstvimi, dribezi Zelatina nema v tomto sméru zadna omezeni. Rovnéz
nemoci skotu mohou zptsobovat jisté obavy spotiebitelt. Pii vyrob¢ zelatiny
jsou tradicné vyuzivany chemické latky, jako jsou alkalie ¢i kyseliny, ktere
zatézuji zivotni prostfedi. Vyuziti biochemického procesu pii ptipravé zZelatiny,
pfi kterém jsou chemikalie nahrazeny enzymem, piedstavuje oproti tomu
moderni ekologickou alternativu vyroby zelatiny. Dal$i vyhodou oproti velmi
rozsitenému alkalickému opracovani suroviny, které trva v fadu nékolika dnli az
mesicil, je enzymové opracovani vyrazné kratSi. I pfes relativné vySsi ceny
enzymu je tento proces levnéjsi, nebot’ je pouzito pouze velmi malé mnozstvi
enzymu. Jak ukazaly dosavadni vysledky této studie, pfipravené kufeci zelatiny
nabizeji srovnatelné vlastnosti s béznymi komer¢nimi zelatinami, a tudizZ mohou
najit uplatnéni na trhu. Pfi studii byly vyuzity faktorové experimenty, které
umoziuji nalezeni idealnich technologickych parametri pouzitych pii extrakci
zelatiny, jako je napi. doba nebo teplota extrakce, a tedy navrzeni optimalnich
technologickych podminek procesu tak, aby bylo dosazeno optimalni kvality
zelatiny a soucasné vytézku.
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7. ZAVER

Prace se zabyva vyuzitim dribezich vedlejSich produktl a jejich pfeménou na
komercéné vyuzitelny produkt, konkrétné Zzelatinu, kterd je pro své vyjimecné
gelacni, emulgacni, pénotvorné a dal$i vlastnosti hojné vyuzivana v mnoha
pramyslovych odvétvich, napf. Vv potravinafstvi, farmacii ¢i kosmetice. Bylo
vytipovano nékolik druha vedlejSich produktd s potencidlem vysokého obsahu
kolagenu, proteinu, ktery je zakladni surovinou pro piipravu zelatiny. Konkrétné
se jedna o kuze, béhaky, hlavy, u kterych byly provedeny testy za ucelem
zjiSténi obsahu suSiny, obsahu bilkovin, tukli a minerdlnich latek v suSin¢ a
podilu kolagenu z obsahu bilkovin. Pro detailngjsi studium dalsiho zpracovani a
testovani byly zvoleny kuieci béhaky (nizky obsah tuku, snadnost zpracovani) a
ki@iZze (nizky obsah mineralnich latek, vhodnost pro potravinaiské aplikace), u
kterych bylo nejprve nutné provést separaci doprovodnych latek (nekolagenni
bilkoviny, pigmenty a tuky).

Na zaklad¢ reSer$i byl navrzen proces precisténi kolagenu odstranénim
pigmentt a nekolagennich bilkovin z tkané opracovanim v roztocich NaCl a
NaOH; nasledné¢ byly testovany mozné metody odtuénéni, napf. vyuziti
rozpoustédel nebo lipolytickych enzymi. Jako nejucingjsi se ukdzal proces
odtu¢néni pomoci smési rozpoustédel petrolether a ethanol v poméru 1:1. Poté
co bylo provedeno ptecisténi suroviny, nasledovala piediprava tkadn€ s vyuzitim
proteolytickych enzymi, a nakonec findlni extrakce Zelatiny ve vodé¢ pii zvysene
teploté. Kvalita piipravenych kuiecich zelatin byla hodnocena zejména podle
pevnosti zelatinového gelu, ale také byly testovany dalSi funkéni vlastnosti
zelatin: vaznost vody a tuku, emulzifika¢ni a pénotvorné vlastnosti, viskozita
zelatinového roztoku a ¢irost.

S vyuzitim faktorovych experimenti byly pfipraveny zelatiny z kufecich
b¢haka (CFG); byl sledovan vliv mnozstvi enzymu pii predapraveé, doby
predupravy a doby extrakce na pevnost gelu, viskozitu a obsah mineralnich
latek. Byly navrzeny optimalni technologické podminky (mnozstvi enzymu 0,4
%, doba ptedupravy 20 h, doba extrakce 45 min pfi teploté extrakce 80 °C)
zajistujici vysokou pevnost gelu (cca 300 Bloom) i viskozitu (cca 7 mPa.s)
zelatin pfi pomérné vysokém vytézku (cca 20 %). Obsah minerélnich latek <2 %
splinuje farmaceutické standardy pro Cistotu Zelatin. U CFG piipravené podle
optimalnich podminek byly otestovany dalsi funkéni vlastnosti (vaznost vody a
tuku, emulzifika¢ni/pénotvorna kapacita/stabilita, Cirost, teplota tani a teplota
gelace). Rovnéz byla otestovana tepelna stabilita CFG gelu pfi riznych
teplotdch a relativnich vlhkostech. Byly rovnéZz otestovany bézné dostupné
komercni sav¢i Zelatiny (vepiové a hovézi) a vysledky byly porovnany.
S vyjimkou cCirosti byly pii vSech méfenich zjiStény srovnatelné anebo lepsi
hodnoty CFG v porovnani s komerénimi zelatinami.

Dalsi ¢ast vyzkumu probihala na kufecich hlavach (CHG). Byl sledovan vliv
3 faktorti: doby enzymové predupravy, mnozstvi enzymu a doby extrakce na
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vytézek a vlastnosti Zelatin. Teplota extrakce byla 80 °C. Byly navrzeny
optimalni technologické podminky (mnozstvi enzymu 0,8 %, doba piedipravy
24 h, doba extrakce 45 min pii teploté extrakce 80 °C) zajistujici vysokou
pevnost gelu (cca 277 Bloom) i viskozitu (cca 9,5 mPa.s) pii vytézku 23 %.

Poté byl vyzkum zaméfen na piipravu Zelatin z kutecich kazi (CSG). Nejprve
byly provedeny zakladni experimenty, ve kterych byl sledovan vliv extrakéni
teploty (40-80 °C) na funk¢ni vlastnosti zelatin. Nejvyssi vaznost tuku byla
dosazena pii teplot¢ 60 ° (1,26 g/g), zatimco nejvyssi pevnost gelu byla
dosazena pii teploté 40 °C a 50 °C (cca 350 Bloom). Naopak nejvyssi viskozita
(5,7 mPa.s), Cirost (1,95 %), vaznost vody (5,58 g/g) a pénotvorna kapacita
(61,2 %) byly dosaZeny pii teploté 80 °C. Byly provedeny testy tepelné stability
CSG gelu a vysledky porovnany skomerénimi Zzelatinami, pficemz byly
nameéteny vyss$i, nebo srovnatelné hodnoty CSG a komerc¢nich Zelatin.

V dalsi fazi byly navrzeny kombinované faktorové experimenty, ve kterych
byla pripravena CSG 2-stupnovou extrakci a byl sledovan vliv 4 faktort
(mnozstvi enzymu béhem piedupravy, extrakéni teploty v prvnim a druhém
stupni extrakce a extrak¢éni doby) na vytézek a vlastnosti CSG spojené s gelaci
(pevnost gelu, viskozita, teplota tani a teplota gelace). Nejvyssi vytézek (31,5 %)
byl dosazen za nasledujicich extrakénich podminek: enzym 0,8 %, teplota 80 °C,
¢as 30 min (1. extrakce) a 0,8 % / 90 °C / 60 min (2. extrakce). Nejvyssi pevnost
gelu (190 Bloom), viskozita (4,1 mPa.s), teplota tani (38,3 °C) a gelace (20,5
°C) byly dosazeny pii 0,2 % / 50 °C / 30 min (1. extrakce). Takové podminky se
daji oznalit za optimalni pro piipravu zelatin z kufeci kize. Byly rovnéz
porovnany vlastnosti ptipravenych kufecich zelatin (CSG), komer¢nich Zelatin, |
zelatin ptipravenych v podobné zaméfenych studiich, pficemz byly zjiStény
vlastnosti CSG minimaln¢ srovnatelné s komerénimi i laboratorné pfipravenymi
zelatinami (s vyjimkou Cirosti).

Vysledky studie ukazaly, Zze biotechnologicky zptsob piipravy kufeci Zelatiny
muiZe byt vhodnou alternativou k tradi¢nim zplsobiim ptredupravy (kysela nebo
alkalickda) pouzivanymi pii vyrobé zelatin. Vedlejsi dribezi produkty (napf.
kuteci béhaky nebo kiize) je mozné vyuzit jako suroviny pro ptipravu produkti s
potencialem dalsiho komer¢niho vyuziti, konkrétné Zzelatin s vlastnostmi, které
jsou srovnatelné skomerénimi zelatinami, a tudiz mohou najit uplatnéni
zejména v potravinarstvi, nebo v kosmetickém prumyslu ¢i farmacii. Za uréitych
podminek Ize piipravit hydrolyzaty (nulova pevnost gelu), které mohou mit
vyuziti ve fotografickém pramyslu pfi pfipravé emulzi, v zemédélstvi do krmiv
pro hospodarska zvirata nebo jako rastovy stimulator v zemédélstvi.

Dalsi vyzkum by se mél zaméfit napt. na piipravu zelatin z dalich kutecich
vedlejSich produktl (napf. zaludk nebo kosti), vedlejsich produktd z jinych
druht drabeze €1 ryb. Pozornost by také méla byt zamétena na zptlisob filtrace
pfipravené Zelatiny, tak aby bylo dosaZeno jeji vétsi Cirosti, testovani dalSich
typll enzymil, vhodnych pro pouziti v procesu vyroby zelatiny jak pfi
predupravé, tak 1 pfi odtuénéni vychozi suroviny.
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10.SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

BSE
CFU
DSC
EU
EK
ES
FMD
Gly
HCI
H,S04
Hyp
KOH
NaCl
NaOH
NaHCO;
PA
PK
Pro
PS
PVC
RTG
SD
SEM
TSE
VT
\VAY
viv
wiv
wiw

bovinni spongiformni encefalopatie
colony forming unit (kolonie tvofici jednotka)
diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
Evropska unie

emulzifika¢ni kapacita
emulzifika¢ni stabilita

slintavka a kulhavka

glycin

kyselina chlorovodikova
kyselinasirova

hydroxyprolin

hydroxid draselny

chlorid sodny

hydroxid sodny

hydrogenuhli¢atn sodny

polyamid

pénotvorna kapacita

prolin

pénotvorna stabilita
polyvinylchlorid

rentgen

smérodatna odchylka

skenovaci elektronova mikroskopie
transmisivni spongiformni encefalopatie
vaznost tuku

vaznost vody

objem/objem

hmotnost/objem
hmotnost/hmotnost
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