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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva fotodegradaci zelatinovych filmu, které jsou vyrobeny z
dosud nevyuzitych tkani bohatych na kolagen, které vznikaji pfi jatecném zpracovani
driibeze. Vyuziti zelatinovych filml za ucelem ziskani obalovych materialti na potraviny se
jevi jako velmi perspektivni. V teoretické ¢asti jsou popsany vedlejsi produkty jatecné
vyroby a jejich vyuziti, kolagen, zelatina a z ni vyroben¢ filmy. Nechybi ani popis vyroby,
vlastnosti a degradace téchto filmt. Ptipravovanymi vzorky byly Zzelatinové filmy s
ptidavkem glycerolu jako zmé¢kcovadla, kdy Zelatina byla ziskdna z kufecich béhakt. V
experimentalni ¢asti byly testovany vlastnosti zelatinovych filmu pfed i po fotodegradaci a
hodnoceny jejich zmény. Ziskané vysledky naznacuji probihajici sitovani pii expozici UV
zateni na Zelatinové filmy. Vyuziti UV-zéfeni pro Upravu vlastnosti Zelatinovych obalii na

potraviny se jevi jako perspektivni.

Klic¢ova slova: kuteci béhaky, zelatina, Zelatinové filmy, fotodegradace, sitovani

ABSTRACT

This master thesis deals with the photodegradation of gelatin films prepared from unused
collagen-rich tissues produced as waste during poultry slaughtering. The use of gelatin films
to obtain food packaging materials appears to be very promising. The theoretical part
describes the by-products of slaughterhouse production and their use, collagen, gelatin and
films made from gelatin. The production, properties and degradation of these film are also
described. The prepared samples were gelatin films with the addition of glycerol as a
plasticizer. The gelatin was obtained from chicken feet. In the experimental part, the
properties of gelatin films before and after photodegradation were tested and their changes
in properties were evaluated. The obtained results suggest ongoing crosslinking during UV
radiation exposure on gelatin films. The use of UV radiation for the modification of the

properties of gelatin-based food packaging appears perspective.

Keywords: chicken feet, gelatin, gelatin films, photodegradation, crosslinking
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UvVOD

Nas kazdodenni Zivot je tizce spojen s vyuzitim syntetickych polymert, které nam slouzi od
1ékatstvi ptes pramyslové aplikace az k obaliim na potraviny. U vétSiny plasta trva uplné
rozlozeni v ptirodé nékdy i stovky let. Proto jsou tyto materidly oznaCovany jako biologicky

nerozlozitelné.

V soucasné¢ dob¢ je stale vice vyzadovano snizovani mnozstvi biologicky neodbouratelnych
plastd, které mohou mit negativni dopad na zivotni prostiedi. Zaroven roste poptavka a
rozviji se vyzkum v oblasti syntézy biologicky rozlozitelnych filma a obalti z ptirodnich
obnovitelnych zdroji. Tyto materidly by mély garantovat netoxi¢nost a ekologickou
nezavadnost. Surovinovymi zdroji filmi a oballi jsou polymerni materidly odvozené

z biomasy — proteiny, polysacharidy, lipidy nebo jejich kombinace.

Zelatina je protein fazeny mezi biopolymery, ktery je mozno ziskat ze zvifecich ki, kosti,
chrupavek, §lach a jinych tkéni obsahujicich kolagen. Je pomérné levnym materidlem a
diky mnoha skvélym vlastnostem se pySni Sirokym aplikacnim potencidlem predevSim

v oblasti potravinafstvi a Iékarstvi.

Rozpusténim zelatiny v destilované vodé je mozno litim Zelatinového roztoku s naslednym
vysusenim vytvofit Zelatinové filmy, které by mohly nachdzet vyuziti jako obalové materialy
pro potraviny. Vyjimecnou vlastnosti Zelatinovych filml je dobra bariérova vlastnost pro
kyslik, oxid uhli¢ity a t€kavé slouceniny pii nizké relativni vlhkosti. Nedostatky zelatiny
spocivaji ve Spatnych mechanickych vlastnostech a odolnosti vii¢i vod€. Proto se pii vyrobé

zelatinovych filma modifikuji vlastnosti pomoci pfidani zmékcovadla nebo sitovanim.

Nejcastéji vyuzivanymi zmekcovadly jsou polyoly, predevsim pak glycerol a sorbitol. Dale
je mozno vyuzit monosacharidy — napt. glukoézu a fruktozu. Existuji tfi typy sitovani
Zelatiny. Vedle enzymatického a chemického sesitovani je mozZno iniciovat tvorbu sité
fyzikédlnimi vlivy, naptiklad pouzitim UV-zafeni. Vyuziti fotodegradace neboli vystaveni

filmt UV-zéfeni se fadi u biopolymerli mezi i¢inné moznosti vytvoreni sité.

Cilem této diplomové prace je piiprava dvou sérii zelatinovych filma z kutecich b&éhak,
které jsou vedlejSimi produkty jatecné vyroby. Jednotlivé série se 1i$1 obsahem zmé&kcovadla.
Ukolem je zhodnoceni jejich mechanickych a bariérovych vlastnosti na zikladé dvou
parametr — odliSné koncentrace zmékcovadla a rtizného casového intervalu expozice UV-

zareni.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VEDLEJSI PRODUKTY Z JATECNI VYROBY A JEJICH
VYUZITI

Hlavnim cilem veskeré vyroby je vyiesit problém obrovského mnozstvi vznikajicich
odpadu. Kazdym dnem dochazi k vyprodukovani zpracovatelskych odpadii o hmotnosti
miliont tun. NejlepSim feSenim je zabranit samotnému vzniku odpadu, popiipadé pro néj
najit dalsi moznost zpracovani nebo jej recyklovat. Soucésti jate¢ného zpracovani driibeze
je vznik produkti, které jsou povazovany za odpad. Mnozstvi vyprodukovaného odpadu se
pohybuje obvykle okolo 30 % z celkové porazkové hmotnosti zvifete. V souc¢asné dobé neni
pro jatecnou vyrobu praktické vedlejsi produkty a odpady likvidovat, protoze vétSina z nich
disponuje vysokym ekonomickym potencidlem. Vznikajici produkty se prvotné déli na
hlavni nebo vedlejsi. Hlavni produkty slouzi k lidské vyzivé nebo vyuziti v masném
primyslu. VSechny ostatni vzniklé odpady jsou povazovany za vedlejsi produkty, u kterych
dale rozliSujeme, jestli jsou pozivatelné nebo nepozivatelné. Mezi pozivatelné produkty patii
predevsim kuze, krev, kosti a vnitfnosti ziskané z jateCnych zvifat. Do skupiny
nepozivatelnych produktt fadime vSechny dalsi produkty nevyuzité v masné vyrob¢ a lidské
vyzive. To jsou naptiklad hlavy, béhdky, pefi, plice a ostatni odpadni ¢asti driibezich tél. [1,

2,3,4]

Déleni odpadil v potravinaiském priimyslu probiha podle jeho skupenstvi na:
e pevné — béhaky, klize, pefti, hlavy, droby, kosti aj.,
e kapalné —krev,

e plynné — NHj3 vznikajici pfi zpracovani silaze. [4]
1.1 Pevné odpady

1.1.1 Béhdaky

Béhaky predstavuji vzhledem k celkové hmotnosti driibeze asi 5 %. Behaky dribeze jsou
fazeny mezi pevny odpad, ktery nenaléza vyuziti v lidské vyzivé, a proto je urcen k likvidaci
v kafilériich. Vzhledem k pozadavkim redukce vznikajicich odpadu je v soucasné dob¢ Cast
vyprodukovanych kufecich behakli ponechavana a mrazena pro produkci potravinaiskeé
Zelatiny. AvSak stdle majoritni zpracovani b&hakl probihd v kafilériich, kde vznika

masokostni moucka, ktera slouzi jako krmivo. [4, 5]
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1.1.2 Hlavy

Dribezi hlava je dalSi odpadni ¢asti dribeziho téla, kterd je fazena mezi nepozivatelné
vedlejsi produkty. Tvoii asi 3 % Zivé hmotnosti dritbeZe. Zpracovani hlav probiha ptedevs§im
v kafilériich, kde se produkuje masokostni moucka, ktera slouzi k vyrob¢ zvifecich krmiv.
Dalsi moznosti zpracovani jsou pouziti hlav jako vychozich surovin pro extrakci Zelatiny a

vyroba psich krmnych past, které obsahuji mleté dribezi hlavy. [4]

1.1.3 Kiize

Kuze predstavuje 7 az 10 % hmotnosti driibeziho téla a je pozivatelnym vedlejSim
produktem jatecného zpracovani. Tvoii ochrannou bariéru téla, kterd ho brani pied
nezadoucimi vlivy okoli. Tloustka kiize se odviji od vybrané¢ho druhu dritbeze. Dale zavisi
na pohlavi, véku a ¢asti té€la. Soucasti dribezi kiiZe jsou papily, ve kterych dochazi k riistu a
uchyceni pefi. Kromé zlazy kostréni se v ni nenachazi zZadné jiné sekrecni zlazy. Kize je
z divodu své tenkosti a jemnosti velmi poddajna. Dribez mé dva typy kiize, a to kiizi vlastni
a podkozni. Vlastni kizi tvoii pokozka a Skara, ktera je slozena z kolagenniho vaziva a je
bohata na nervova zakonceni a cévy. Kiizi tvoii predevSim dva typy kolageni, a to kolagen
typu I a III. VyuZiva se predevs§im v potravinafstvi, farmacii a pro vyrobu klihii a Zelatin. [4,

6]

1.1.4 Peri

Peti se svym obsahem lisi podle druhu driibeze, ale jeho hmotnost se pohybuje okolo 7 %
z celkové hmotnosti téla. Surové peti je ze 70-80 % tvoreno bilkovinami. Vedle bilkovin je
v pefi zastoupena i fada aminokyselin, kdy se ve velkém mnoZstvi jedné o cystein, arginin a
treonin. Naopak malé zastoupeni maji aminokyseliny metionin, tryptofan, histidin a lysin.
Kwvalitu pefi ovlivituje vek, pohlavi, druh driibeze a umisténi. Pefi ziskané z druhd hrabavé
driibeze neni zpravidla nasledné zpracovéano a jeho cesta vede rovnou do kafilérie, kde je
z n¢j vytvorena péfova moucka, ktera byva soucasti zvitrecich krmnych smési. Jiné vyuziti

spoc¢iva ve vyrobé vyplni lozniho pradla, hnojiv, sportovniho vybaveni a dekoraci. [4, 5]

1.1.5 Kosti, chrupavky a Slachy

Kosti vzhledem k jejich vzniklému mnozstvi ptestavuji velkou ¢ast pevnych odpadu. U
zivého zvitete tvoti asi 12 % hmotnosti. Obsahu tuku, bilkovin a minerdlnich latek zajistuje
kostem vyzivovou hodnotu. Kosti jsou vzhledem k naslednému vyuziti déleny na vysekové

a technické. Technickeé kosti jsou vyuzivany k produkci masokostni moucky, kostniho klihu
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nebo technické zelatiny. Kosti vysekové Ize vyuzivat pro vyrobu vyvari, tedy pro lidskou
vyzivu. Vedle kosti 1ze vyuzit i chrupavky a Slachy. Tyto ¢asti jsou bohaté na elastin a jejich

vyuziti je pi1 vyrobé¢ klih a zelatin. [4, 5, 7]

1.1.6 Vnitfnosti

Za vnitinosti jsou povazovany vSechny organy ze soustavy dychaci, obéhové, nervoveé,
travici a vylu¢ovaci. Tvoii zhruba 30 % ze vSech vzniklych vedlejSich produktt. Nékteré
z organu jsou Casto urCeny k pfimé konzumaci, protoze disponuji dobrymi nutri¢nimi
hodnotami. Vnitinosti a ¢asti tél, které jsou pozivatelné, se nazyvaji droby. Mezi droby se
fadi srdce, zaludek, ledviny, jatra a krk. Zaludek je sloZen ze Zlaznaté a svalnaté &asti, kdy
druha zminéna je pozivatelna. Jatra, ktera tvofi asi 2 % hmotnosti zivého zvifete, jsou plna
vitamint, spole¢né s ledvinami maji vysoky obsah fady mineréalnich latek a stopovych prvkd.
Avsak naopak se vyznacuji vysokym obsahem cholesterolu. Stfeva, ktera jsou soucasti
traviciho traktu nalézaji vyuziti pfi vyrob& obali masnych vyrobku, pii Siti ktize ¢i pii

produkci strun. Nezpracované droby jsou ptidavany do krmiv pro zvitata. [4, 5]
1.2 Kapalné odpady

1.2.1 Krev

Ptikladem kapalného odpadu vznikajiciho pti jatecném opracovani je krev. U dospélych
jedinct tvoii krev 7 az 10 % celkové télesné hmotnosti. SloZeni krve je z 80 az 85 % voda,
zbylych 15 az 20 % se rozdéli mezi ostatni nutri¢né bohaté latky, kterymi jsou bilkoviny,
lipidy, vitaminy a mineralni latky. Krev je ziskdvana procesem vykrvovani pii jate€ném
zpracovani, kdy je zachycovana do vykrvovacich zlabt. Po vykrveni je nutné ziskanou krev
stabilizovat ochlazenim, konzervaci ¢i defibrilaci, jinak by dochéazelo k jejimu sraZeni.
Stabilizovand krev je dale zpracovana suSenim ve sprejovych, valcovych ¢i bubnovych
suSarnach. Béhem suseni méni svou podobu a vznika krevni moucka, Srot ¢i vlocky. Své
vyuziti krev nalézd predevSim v krmném primyslu a farmacii, mensi vyuzZiti pak
v potravinaistvi, kde jsou na ni kladeny vysoké hygienické naroky. Jelikoz ziskavani
hygienicky ¢isté krve, ktera by spliiovala veSkeré poZzadavky, je velmi obtizné a je nutno na
tento proces vynalozit vice financi. Do krmnych smési je suSena krev ptidavana pro vysoky

obsah zivin, pfedevs§im pak vitaminii a mineralnich latek. [8, 9, 10]
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Vznikl¢ odpady z jatecni vyroby mohou byt znovu zpracovany na ekonomicky uzite¢né
produkty, které mohou nalézt Siroké vyuziti v oblastech lidské ¢i zviteci vyzivy, farmaceutik,

vyroby hnojiv, bionafty a bioplynu. [3]

1.3 Zpracovani a vyuZiti odpadii z jatecni vyroby

Jakékoliv zachazeni s odpady zivocisné vyroby je fizeno ptedpisy, kdy plati zakladni
nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1069/2009 ze dne 21. fijna 2009 o
hygienickych pravidlech pro vedlejsi produkty zivocisného ptivodu a ziskané produkty,
které nejsou urceny k lidské spotiebe. Toto nafizeni pak méni, opravuje a provadi Komise
(EU) ¢&. 294/2013 ze dne 14. biezna 2013. V Ceské republice se zachazeni s vedlejsimi
produkty fidi zdkonem ¢. 302/2017 Sb., ktery zménil zékon €. 166/1999 Sb., o veterinarni
péci a o zmeéné nekterych souvisejicich zékont (veterinarni zékon). Vedle néj plati vyhlaska
¢. 291/2012 Sb., kterd zménila vyhlasku ¢. 94/2010 Sb., o nékterych veterinarnich a
hygienickych pozadavcich na piepravu a zpracovani vedlejSich zivocisnych produkta. [11,

12, 13]

Vedlejsi produkty po jate¢ném zpracovani zvifat se dale déli do tfech kategorii, které
vypovidaji u téchto produktli o mozném riziku a jeho urovni pro lidské a zviteci zdravi.

V naftizeni (ES) €. 1069/2009 v oddilu 4 s nazvem Kategorizace. [12]
Dle natizeni (ES) €. 1069/2009 se vedlejsi produkty zivoc¢isného ptivodu dé€li na [12]:

e material kategorie 1 (celd téla ¢i ¢€asti tél infikovanych, pokusnych, nezakonné
produkty, které pfiSly do kontaktu s odpadnimi vodami pii zpracovani materialti
kategorie 1 a smési materialu kategorie 1 s materidlem kategorie 2, 3 nebo obou

kategorii),

e material kategorie 2 (hntij, nemineralizované guano ¢i obsah traviciho traktu, vedlejsi
zivocisné produkty, které pfisly do kontaktu s odpadnimi vodami pfi zpracovani
materialt kategorie 2, Zivo€iSné produkty s obsahem cizich téles nebo kontaminantd,
které jsou nevhodné k spotiebé clovékem, cela té€la nebo ¢asti tél zvirat uhynutych
mimo porazku, plody, embrya, sperma a driibeZ odumfelé ve vejci a smési materidlu

kategorie 2 s materidlem kategorie 1, 3 ¢i obou kategorii),

e material kategorie 3 (t¢la a jejich €asti, jenz nejsou z komercnich divodi urceny ke

spotiebé Clovekem a Casti tél z jate¢né porazenych zvifat, ktera k ni byla shledana
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jako nezpuisobila po kontrole pfed pordzkou, téla a jejich ¢asti pravné prohlaseny za
nezpusobilé k lidské spotiebé, aniz by vykazovala jakékoliv na cloveéka ¢i zvirata
prenosné onemocnéni, dale pak driibezi hlavy, pefi, odfezky a platky kazi ¢i kozek,
zviteci koncetiny a dalsi vznikajici vedlejsi produkty pii jatecném zpracovani
driibeze, krmiva ddle neurcenda ke krmnym ucelim, krev i vedlejsi produkty
vznikajici na mistech uréenych k lihni, dale pak vejce, skotfapky a jednodenni kufata,
ktera byla usmrcena pro obchodni tucely, pefi, kiize a kozky, paznehty a srst
z mrtvych zvifat bez piiznaki pfenosnych onemocnéni a odpady vzniklé v zafizenich

urcenych ke stravovani).
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2 KOLAGEN

Kolagen je fazen mezi proteiny, které se u obratlovct povazuji za hlavni strukturdlni slozky
vlaknitych pojivovych tkani jejich organti, kterymi jsou ktize, Slachy, kosti, chrupavky, cévy
a svaly. Ze vSech proteinti v zivych tkénich tvofi kolagen pftiblizné 25 az 30 %. Jeho
unikatnim  fyzikdlnim  vlastnostem  sekunduje  uniformita,  biokompatibilita
s biodegradovatelnosti, stabilita a nerozpustnost fibril, pruznost a pevnost v tahu. Diky t¢mto
vlastnostem naléza Siroké spektrum vyuzitelnosti v Cele s tkanovym inzenyrstvim a vyrobou
implantat a obvazli vyuzivanych v chirurgii. Déale je skvélym materidlem kapslovych
matric, vyuziva se jako pojivo ve farmacii a také slouzi k vyrobé geli a filmi

v potravinafském pramyslu. [14]

Celosvétove jsou hlavnimi zdroji kolagenu a Zelatiny kiize, kosti a kopyta skotu a prasat.
Avsak vzhledem ke stale zvysujici se spotiebé a nabozenskym zékaziim se snazi spole¢nost
nahrazovat pravé hovézi a veprové vyrobky kolageny a zelatinami z jinych zdroji. Proto se
jako velmi vyhodny jevi zisk kufeciho kolagenu a Zelatiny. Vedle toho je dalsi vyhodou, Ze
se prave pro jeho vyrobu vyuzivaji vedlejsi produkty jate¢ného zpracovani dribeze, kterymi

jsou dribezi kosti, hlavy, béhaky a ktize. [14, 15]

2.1 Struktura

Molekularni oblast je u kolagenu formovéana z fibril, které obsahuji souvislou Sroubovicovou
oblast, ve které¢ dochazi ke stfidani nepolarnich a polarnich domén. Kolagen je protein, jehoz
struktura miZe nabyvat vysoké strukturni rozmanitosti. AvSak u vSech typii nalezneme jednu
spole¢nou charakteristickou vlastnost a to, Ze struktura je vytvotena ze tii polypeptidovych
fetézcl, jez jsou formovany do tvaru pravotocivé Sroubovice nazyvané tropokolagen
vyskytujici se v mezibunééné hmoté¢ neboli extracelularni matrici. TrojSroubovice mize byt
sloZena ze tii totoznych fetézch (kolagen typu II, III, VII, VIII a dalsi) nebo ze dvou a vice

lisicich se fetézcii (kolagen typu I, IV, V, VI, IX a XI). [14, 16]

Kazdy z polypeptidickych fetézct je sestaven z tisici aminokyselin, které zaujimaji zakladni
opakujici se sekvenci Gly-X-Y. Glycin se vyskytuje vzdy na tfeti pozici a pozice X a Y je
obsazovana jinymi aminokyselinami. Pozici X pak nej¢astéji obsazuje prolin ¢i lysin a pozici
Y pak hydroxyprolin ¢i hydroxylysin. Podle typu kolagenu dochazi k vyskytu specifickych
lysinovych a prolinovych zbytkl. Alfa fetézce zaujimaji kolem centralni osy rozestaveni tak,
ze vzdy zbytek nejmensSi aminokyseliny glycinu je ve stfedu trojSroubovice a ostatni

aminokyselin s objemnéj$imi postrannimi fetézci zaujimaji vnéjsi pozice. [14, 16]
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Stabilita a struktura kolagenu spociva predevsim v tvorbé vodikovych vazeb mezi polarnimi
zbytky 4-hydroxyprolinu a 5-hydroxylysinu. Pfi této interakci dohazi ke vzniku hydrata¢ni
sit¢ na zaklad¢ elektrostatického plisobeni. [14, 16, 17]

U kufteciho kolagenu dochazi k mensimu zesitovani z divodu provedené porazky mezi 6 a
7 tydny zivota. Pro srovnani u skotu probihd porazka po 18 az 36 mésicich. Vysvétleni
souvisi s faktem, ze s vy$$im v€kem zvifete dochdzi k vytvotfeni vyssi irovné kovalentniho

zesitovani, které je iniciovano pomoci enzymu znamého pod jménem lysyl oxidaza. [14]

V obecném méfitku obsahuji saveéi proteiny vysoké mnozstvi prolinu, hydroxyprolinu a
hydroxylysinu. Je mozné, Ze u kolagenu ziskaného z driibeze se obsah imino kyselin podoba
nebo je mirné nizsi nez u savciho kolagenu. Rybi kolagen vykazuje nizsi zastoupeni prolinu
s hydroxyprolinem a oproti savfimu se vyznacuje vyS$S§im mnozstvim aminokyselin
threoninu, methioninu a serinu. Obsah imino kyselin ovliviiyje stabilitu kolagennich vléken,
jejich smrsténi a teplotu, pfi které dochazi k denaturaci. Pokud kolagen obsahuje vysoké
mnozstvi imino kyselin, je ovlivnéno mnoho funk¢nich vlastnosti v ¢ele s rozpustnosti,
odolnosti teplotnimu puasobeni a schopnosti tvofit sit. Proto takovy kolagen naléza

v

rozmanitéjsi vyuziti v potravinaistvi. [17]

2.2 Biosyntéza

Pocatek kolagenni biosyntézy nastava piepisem genetické informace v jadru buiiky.
Ukoncena je shlukovanim kolagenovych heterotrimerd, které tvoifi velké fibrily. Cela
syntéza kolagenu je velmi slozitym vicestupniovym procesem s mnoha posttranslacnimi
intra- 1 extracelularnimi upravami. Nejvice je ho vytvafeno buiikami nachazejicimi se
v pojivovych tkanich. Prekurzorova molekula nazyvana preprokolagen, ktera bude zahajovat
syntézu kolagenu, vznika na ribozomech, které se nachazeji na endoplazmatickém retikulu.

[16]

Soucasti prekurzorti jsou signalni peptidy, které slouzi k transportu proteinti vylucovanych
na endoplazmatickém retikulu. Vedle nich obsahuji propeptidy neboli aminokyseliny
vyskytujici se na N- a C-koncich fetézce. Na Golgiho apardtu probihaji posttranslacni
modifikace aminokyselin prolinu a lysinu, kdy se z nich vytvaii hydroxyprolin a
hydroxylysin. Po odstépeni signalniho peptidu a modifikaci aminokyselin dochdzi k
vytvoreni vodikovych vazeb mezi tfemi a-fetézci a vytvoii se trojSroubovicova struktura
s nazvem prokolagen. Po transportu do mezibunééného prostoru dochazi hydrolyzou k

odstranéni propeptidd a k pfeméné fibrilarnich kolagenti na molekuly kolagenu. [18]
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2.3 Fyzikalné chemické vlastnosti

Jelikoz je kolagen fazen mezi bilkoviny, nabyva mnoha typickych vlastnosti pravé pro né.
Avsak vedle nich nalezneme u kolagenu i nékolik specifickych vlastnosti, které vznikly

v zé&vislosti na struktufe jeho makromolekul.

2.3.1 Polyelektrolyticky charakter

Pro kolagen, stejné jako pro ostatni bilkoviny, plati charakteristické chovani amorfniho
polyelektrolytu. To znamena zavislost probihajicich iontovych reakci na pH, kdy ionizace
nékterych skupin jeho postrannich ¢asti fetézcti probiha v alkalické a ionizace zbytku skupin
v kyselé pH oblasti. Proto s kazdou zménou pH se méni i naboj kolagenové molekuly. V silné
alkalické oblasti nabyvé zaporného naboje, naopak v siln€ kyselé ma naboj kladny. Pti pH
7 nastava u nativniho kolagenu izoelektricky bod, ale pfi mirném piisobeni chemikalii se

muze pohybovat mezi pH 4,5 a 8,0. [19]

2.3.2 Botnani

Z fyzikalné-chemického hlediska se fadi kolagen mezi ptechodné koloidni soustavy neboli
diky geltim tutvary ziskdvat zna¢nou pevnost a pruznost. Mohou také nabyvat vlastnosti,
které je chovanim piiblizuji ke kapalindm a zajist'uji jim schopnost pohybu a vzniku
vzajemné interakce latek rozpusténych v gelu. Kdyz dojde k ponofeni do vody, kolagenni
vlakno omezené botnd a méni svllj objem, pruZznost a délku. Do nabotnalého kolagenu se
dostava voda botnaci, kterou jsme schopni pifi mechanickém ptlisobeni odstranit, a voda
hydrata¢ni, u které dochazi ke koloidnimu navadzani a jsme schopni odstranéni pouze

vysusenim. [19]

Vzhledem k mechanismu se rozliSuji dva typy botndni — osmotické neboli nédbojové a
lyotropni. U osmotického botnani dochazi k proniknuti vody skrz sty¢nou plochu mezi
pusobicim rozpoustédlem a pevnou latkou za piisobeni gradientu osmotického tlaku. Ten je
zpiisoben koncentraénim spadem pohyblivych iontl v gelu a roztoku. Po uplynuti urcité
doby nastava Donnanova membranova rovnovaha. V tu chvili dochdzi vykompenzovani
botnaciho tlaku pomoci pevnosti makromolekularni sit€. Pokud na stabilizujici vazby plisobi
extrémni hodnoty pH nebo lyotropni ¢inidla, dochazi ke snizeni protitlaku pevné faze viici

pronikani vody. Rovnovaha poté nastava pii vy$si mife nabotnani, coZ se nazyva lyotropni
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botnani. Pfi tomto druhu botnéni maji slouc¢eniny schopnost rozstépovat vodikové mistky,

pfi nastoleni extrémnich podminek dokonce rozpoustét kolagen. [19]

2.3.3 Denaturace a renaturace

Pii plisobeni vyssi teploty ¢i nékterych chemikalii dochézi u bilkovin ke ztraté jejich
puvodnich nativnich vlastnosti neboli dochazi k jejich denaturaci. Denaturaci u bilkovin
zajistuji napt. kyseliny a zasady, mocCovina, tenzidy ¢i jind organicka rozpoustédla. Kdyz
nastane denaturace, dochazi u molekuly kolagenu ke zméné chemické konfigurace
v molekule a kolagen se tak pfeméiiuje na zelatinu. Produktem, ktery vznikéd po denaturaci
tropokolagenniho vodného roztoku, jsou dva §tépy s odlisSnou molekulovou hmotnosti —
komponenty znacené o a 3, kdy B-komponent mliZze byt rozstépen dale jesté na dva a-
komponenty. Dochéazi tedy ke vzniku tfi komponentd, které odpovidaji pocatecni

trojSroubovici kolagenu. [19]

Denatura¢ni mechanismus spociva ve dvoustupiiovém procesu. Prvnim stupném je rozpad
trojSroubovice kolagenu a svinuti tropokolagenni makromolekuly do struktury statistického
klubka, kdy se navzajem spoji jednotlivé fetézce. Poté nasleduje druhy stupen, kdy dochazi
k rozpadu klubek na tfi Casti. Frakce o plivodni spirdly je vytvofena z jednoho
polypeptidického fetézce, vedle ni vznikaji frakce B sloZzena ze dvou fetézct, které jsou
vzajemné spojeny a frakce y, kterd je slozena ze tii fetézcl ve formé nezménéného
statistického klubka. Jestlize dojde ke dlouhodobému stani denaturovaného roztoku
kolagenu za pilisobeni nizké teploty, nastavad castecny proces navraceni do spirdlové

konfigurace zvany renaturace. [19]

2.3.4 Hydrotermalni stabilita

Pokud dochazi ve vodé¢ k zahtivani vlaken kolagenu nebo za pisobeni lyotropniho €inidla,
nastava termickd kontrakce, kdy se zkracuji vldkna asi o 1/3 svého objemu smérem k ose.
Smrsténi kolagennich vlaken nastdva z divodu $tépeni pficnych vazeb mezi molekulami i
vazeb uvnitf molekul, které maji za ukol udrzeni trojité Sroubovice vlakna kolagenu
v pfirozené nataZzeném stavu. Teplota smrSténi vlaken kolagenu se vyznacuje jako tani
krystalickych oblasti kolagenu. Pokud se pouZziji lyotropni ¢inidla, dojde ke snizeni teploty
smr§tovani. Pro urCeni stability trojhelikalni struktury kolagenu se zjiStuje denaturacni

teplota, pfi jejimZ dosaZeni nastava pfeména kolagenu na Zelatinu. Tento piechod je fdzovou
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pfeménou prvniho fadu. Hodnoty obou teplot je mozné do urcité miry zvysit zesitovanim.

[19]

2.3.5 Hydratace kolagenu

Jsou dva typy hydrofilnich center, kterd zajistuji proteinim schopnost vazat na sebe vodu
pomoci vodikovych mustki a elektrostatickych sil. Jednim typem jsou polarni skupiny, které
jsou ptitomné v bo¢nich fetézcich nékterych zbytk aminokyselin. Druhym typem jsou dusik
a kyslik peptidické vazby. Pro zachovani fyzikéalnich vlastnosti je u kolagenu nezbytna
asociace potiebného minima vody, coZ je asi 20 % jeho celkové hmotnosti. Po dosazeni plné
hydratovaného stavu se zacinaji pohybovat peptidové fetézce proteofibril. Omezeni jejich
pohybu je typické v suchém stavu, ¢imz u fyzikalnich vlastnosti proteinti dostdvame
vysvétleni elementarni funkce vody. U suchého kolagenu je vzdalenost sousednich fetézct

1 nm, pfi hydrataci kolagenu se zvySuje az na 1,6 nm. [19]

2.3.6 Preména na zelatinu

Preména kolagenu na zelatinu nastava v ptipadé, kdy se ve vodném prostfedi nechame
zahtivat. U této pfemény se rozliSuji tii situace, kdy prvni je St€peni pticnych kovalentnich
mezimolekuldrnich vazeb kvartérni struktury. Druhym pochodem je denaturace terciarni
struktury a tfetim je Stépeni peptidickych vazeb fetézcii pomoci hydrolyzy na molekulové
urovni. Jakykoliv zdsah a zmeéna struktury fetézce je povazovana za degradaci ¢i
depolymeraci, tudiz je nezddoucim jevem. S mensim poctem rozstépenych vazeb ma zelatina

lepsi fyzikélni a chemické vlastnosti. [19]

Co se tyka sloZeni aminokyselin, kysele pfipravena Zelatina je vzhledem ke kolagenu jeho
chemicky velmi Ccistou formou. Nastava odstranéni tuk®, nevlaknitych bilkovin a
mukopolysacharidi. U alkalické pfipravé zelatiny nastava pokles obsahu argininu, tyrosinu

a amidicky vazaného dusiku. [19]

2.4 Typy

V soucasné dobé¢ je zndmo 26, ale nekteré zdroje uvadeji az 28 geneticky se liSicich typil
kolagenu. Pro piehlednost jsou kolageny oznacovany podle typu fimskou ¢islici [-XXVIII.
Kolageny lze u obratlovci rozdé€lit do dvou hlavnich kategorii — fibrildrni neboli vlaknité a
nefibrilarni. Nejvétsim rozdilem u jednotlivych typt kolagenti je slozeni v nich obsazenych

aminokyselin. [16, 17]
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U fibrilarnich kolagent se dale jesté rozliSuje typ majoritni (kolagen typu I, II a III) a
minoritni (kolagen typu V a XI). Tyto typy vytvaii protdhlé pruhované fibrilarni struktury,
u kterych se nachazi vyrazna periodicita (64—67 nm) a maji dtlezitou funkci mechanické

podpory a rozméroveé stability. [20]

Nefibrilarni kolageny jsou schopny tvofit odlisné supramolekuldrni struktury, kterymi jsou
ruzné topologické sité (kolageny typu IV, VIII a X), koralkova (kolagen typu VI, XXVI a
XXVIII) a kotvici vldkna (kolagen typu VII). U nékterych z nich dochazi k navazani na

povrch kolagennich vladken ¢i transmembranovymi proteiny. [20]

Ve studii Jos¢ C. C. Santana et al. (2020) [21] se vénovali ptipravé Zelatinovych biofilmt
z kutecich béhakl. Po naméteni FTIR spektra vzorkl kuteci zelatiny metodou ATR vyplyva,
Ze obsah kolagenu byl vice nez 70,90 %, kdeZto u komercnich Zelatin z kravské kize je

obsah pouze 35 %.

Ve studii D. C. Liu a kol. (2001) [22] bylo pro rozliSeni riznych typid kolagenu obsazenych
v kufecich béhacich vyuzito SDS (sodna sil dodecylsulfatu) polyakrylamidového gelu.
V této studii byl jako marker pouzit kolagen typu II z diivodu obsahu tii al-fetézcl. Z
vysledkt studie bylo podle slozeni pasem na elektroforetogramu zjisténo, ze kolagen ziskany

z kutecich béhaku se ziejme sklada pouze ze dvou typt kolagenu — typu I a IL.

2.4.1 Kolagen typul

Kolagen typu I je nejrozsifenéjsim typem kolagenu v téle savci, a predstavuje ptiblizné 90
% vSech kolagenti v lidském téle. Tento typ kolagenu se nachazi zejména v kostech,
Slachéach, kiizi, zubech a vazivech. Jeho hlavni funkci je poskytovat strukturalni podporu
témto tkanim a chranit je pfed deformaci a poSkozenim. Déle ma také vliv na regeneraci a

rust téchto tkani. [16, 23]

Kolagen typu I je tvofen tfemi fetézci al, které se vzajemné vaZzou do trojvlaknové struktury.
Vlakna kolagenu typu I jsou velmi pevnd, pruzna a odolnd vici tahovym silam. Vyroba
kolagenu typu I je ovlivnéna fadou faktorti — vékem, stravou, hormony a zdravotnim stavem,
ale mize byt ovlivnéna i1 nékterymi chorobami. Spravna produkce a dostate¢nd hladina
kolagenu typu I je kli¢ova pro udrZeni zdravi kosti, kliiZze a vaziv a miiZe byt podpofena

vhodnou stravou, dopliiky stravy nebo specifickymi lécebnymi postupy. [16, 23]
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2.4.2 Kolagen typu II

Kolagen typu II je specidlnim typem kolagenu, ktery se nachazi ptevazné v chrupavkach.
Jedna se o hlavni slozku extracelularni matrix chrupavky, kterd zajistuje jeji pevnost,
pruznost a odolnost viici tlaku. Kolagen typu Il se opét sklada z ti fetézct al, které vytvareji

trojvldknovou strukturu podobné¢ jako u kolagenu typu 1. [23, 24]

Tento typ kolagenu se podili na tvorbé nové chrupavky béhem embryonalniho vyvoje a na
regeneraci a opraveé chrupavky v pribehu zivota. Kolagen typu II se také podili na ochran¢
kloubti pied posSkozenim. ZhorSena tvorba kolagenu typu Il miize vést k rozvoji artritidy,
ktera je charakterizovana degeneraci a zanétem kloubli. Podpora tvorby a regenerace
kolagenu typu Il mize byt stejné také zajisténa vhodnou stravou a ptipadné i dopliky stravy.

[23, 24]
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3 ZELATINA

Zelatina (Obréazek 1) je vzhledem k velkému mnoZstvi vyuZiti v riiznych oblastech jednim
z nejvice univerzalnich biopolymert. Nazev je odvozen ze slova ,,gelata‘ latinského ptivodu,
které popisuje schopnost vytvofit ve vodé gel, coz je u zelatiny jeji nejcharakteristic¢té;jsi
vlastnosti. Zelatina je odvozena od jeji mateiské bilkoviny kolagenu procesem, kdy pomoci
hydrolyzy dochézi k rozkladu sekundarni a vyssi struktury peptidového zakladu. Poméry a
sekvence obsazenych aminokyselin se v Zelatiné ziskané z kolagenu nelisi, avSak fyzikalni

vlastnosti obou zminénych bilkovin jsou zna¢n¢ odlisné. [25]

CHo CHOH
/\ I\
CH, CH, CI|-|2 CH,
I | |
CH, N—CH NH CHo NH N —CH
/N NN /NN / \
CO=NH CO CO C:lH =CO=NH CO CH=CO CO
I
R R
Glycin Prolin Y Glycin X Hydroxyprolin

Obrazek 1: Chemicka struktura Zelatiny

Pro vyrobu Zelatiny je mozné pouZzit mnoho riznych Zivo€isnych zdroji, kterymi jsou jak
obratlovci, tak ryby, hlavonozci ¢1 hmyz. Fyzikalni 1 chemické vlastnosti jednotlivych

zelatin se li8i, avSak velmi zalezi 1 na vyrobnim postupu. [25]

3.1 Vyroba

Zelatinu je mozno ziskat z ¢asti téla, ktera jsou bohata na kolagen. Cela piiprava je soustavou
na sebe navazujicich procesti. Nejdiive je nutno vycistit zdrojovou surovinu a provést
jednotlivé kroky predupravy. Predupravend surovina je podrobena kyselému nebo
alkalickému pfedzpracovani a poté extrahovana. Po dokoncené extrakci je provedena filtrace
s moznou upravou koncentrace. Poslednim krokem pfipravy je vysuSeni a rozemleti na

pozadovanou velikost ¢astic pro jednotlivé aplikace. [25]

Surovinu zvolenou pro extrakci Zelatiny (napf. kufeci béhaky) je nutno v prvnim kroku
pofadné vycistit od zbytkové krve a necistot pomoci chladné vody. Pokud je surovina

dodavana vcelku, je nutno ji jeSté pomlit na Casti o velikosti cca 3 az 6 mm. Po pfipravu
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¢istého kolagenu je nutno surovinu postupné zbavit nekolagennich bilkovin, pigment i tukt.

[26]

Nekolagenni bilkoviny a pigmenty je mozno odstranit pomoci tfepani v 0,1M roztoku
hydroxidu sodného (NaOH) v poméru 1:8 (vaha suroviny na objem NaOH) a nasledném
filtrovani, kdy cely proces je opakovan tfikrat. Materidl je ndsledné v tenké vrstvé suSen
v susarné pii teploté 35 °C. Odtu¢néni probihd pomoci extrakce provedené za studena ve
smési ethanol/petrolether v poméru 1:1 nebo v n-hexanu. Rozpoustédlo se pii extrakci
piidava v poméru 1:6, opét vztazeno na vahu suroviny. Smés se necha trepat po dobu 36
hodin, kdy je v intervalu 6, 12 a 24 hodin vzdy vyménéno rozpoustédlo. Odtuénéna surovina
se filtruje a ponechana v digestofi pti pokojové teploté pro odpaieni zbylého rozpoustédla.

Ziskany izolat je mozno skladovat v temnu pii pokojové teplote. [26]

3.1.1 Kysely zptsob upravy

Pouzitim kyselého zptsobu vyroby se ziskava Zelatina typu A. Tento postup se voli pro
materialy s mensim zesitovanim, vychozimi surovinami jsou naptiklad kosti skotu ¢i rybi
nebo veptove kiize. Hydratovany surovy materidl se nejdiive omyje a nasledné¢ se ponoti do
studené fedéné (maximalné 5%) mineralni kyseliny o pH 1,5 az 4,5 po dobu 8 az 48 hodin.
Parametry se voli dle tloustky a velikosti vychoziho materidlu. Po nabotnani suroviny
kyselinou se material opet omyje vodou a neutralizuje do dosazeni extrakéniho pH. Pro tento

zpusob se nejcastéji pouzivaji kyseliny chlorovodikova, fosforecna ¢i sirova. [25, 27]

3.1.2 Alkalicky zptsob upravy

Finalnim produktem vznikajicim po alkalickém zpiisobu pfipravy je Zelatina typu B.
Vychozi surovina, kterou jsou klZe, kosti ¢i béhaky, se omyje a spolecné se zasaditym
roztokem o pH 12 az 13 se umisti do nadrze. Teplota je udrzovana do 24 °C a sm¢s je
pravidelné promichana pomoci ty¢i. Proces alkalického opracovani trva mezi 20 dny a 6
mésici, obvykle se voli délka 2 az 3 mésice. BEhem puisobeni alkalii dojde ke zmydelnéni
tuk® a naruSeni az zniceni rohoviny spolu s botnanim kozni hmoty. Podminky se opét voli
vzhledem k druhu, tloustce a velikosti vychoziho materidlu. Po dokonceni se opracovany

vvvvvv

kyselinou (napft. kyselinou chlorovodikovou) pro dosazeni idedlniho extrakéniho pH. U
tohoto zpiisobu lze vyuzit mnoha zasaditych latek, nejb&éznéjsi latkou k alkalickému oSetteni
je nasyceny vapencovy roztok (Ca(OH), s pH 12,0). Vedle n& se hojné¢ vyuziva takeé

hydroxid sodny (NaOH). [25]
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3.1.3 Enzymaticky zpiisob tGpravy

Tento zplsob ptfedupravy zahrnuje vyuziti mnoha pfirozen¢ vyskytujicich se enzymu.
Nejprve se izolat proteinu smichd s vodou v poméru 1:8, nasledn¢ se zméfi jeho pH a
popiipad¢ upravi na hodnotu 7. Po ustaleni hodnoty pH se piida enzym a cela smés se tiepe
pfi pokojové teploté po dobu cca 24 hodin. Poté se provede filtrace a promyti opracované

suroviny, kdy dochazi k ¢aste¢né inaktivaci enzymu.

Po vSech tiech typech upravy nasleduje extrakce ve vodé pii zvysené teploté 55—100°C po
dobu 2 az 8 hodin. Obvykle se provadi tfi az pét za sebou nasledujicich cykla lisicich se
teplotou. Béhem extrakce se materidl ve vodé pomalu promichava. Kazdym extrakénim
cyklem se ziskd 3—7% zelatinovy roztok, s kazdym dalsim dochazi ke zvySovani extrakéni

teploty a soucasné se snizuje pevnost gelu. [25, 28]

Po ziskani Zelatinového roztoku pomoci extrakce je nutno ziskany produkt podrobit
dikladnému ¢isténi, které mize byt provedeno vice zplsoby, kterymi jsou filtrace,

deionizace, zahusténi, sterilace a suSeni. [28]

Pti filtraci dochazi nejdiive k separaci tifi slozek — nerozpustnych pevnych latek, tukl a
vodného Zelatinového roztoku. Tuk je mozno repurifikovat a déle vyuzit. Zelatinovy roztok
je pro pozadovanou pruhlednost n€kolikrat filtrovan. Je mozno filtraci provést pomoci
centrifugy pres perlit ¢i diatomovou zeminu, Castéji je vSak provadéna pomoci celul6zovych
filtrd. Pro nizkomolekularni Zelatinu se pouziva mikrofiltrace pomoci membran s porovitosti
cca 1 pm, kterd propousti linedrni molekuly Zelatiny, nikoliv pak ¢astice tukoveé a pevné.

[28]

Ani po kondicionovani a neutralizaci neni Zelatina zbavena veSkerych mineralnich soli a
popela, proto je nutno provést deionizaci, kterd toto mnozstvi snizi alespoii na povolené
limity pro dané aplikace. Jinak by dochézelo ke zvySeni zdkalu, zhorSeni fyzikalnich a

senzorickych vlastnosti. Je provedena pomoci iontovych vyméniki nebo ultrafiltraci. [28]

Uprava koncentrace vody v Zelatinovém roztoku z vice nez 95 % susenim na cca 10 az 12
% se nazyva zahuSténi. SuSend Zelatina ma z mikrobiologické stranky neomezenou
trvanlivost a snadnéji se skladuje 1 pfepravuje. Proces se provadi jednostupniovym (teplota
50 °C) nebo vicestupniovym (50-100 °C) vakuovym vyparovanim. Zahustovanim, které se
provadi za zvySené teploty, se mohou v roztoku vysrazet rozpusténé albuminy a globuliny,

proto je nutno opét provest filtraci. [28]
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Dalsim vyrobnim krokem je sterilizace, ktera se provadi neptimo deskovymi vyméniky tepla

nebo piimo parou a slouzi k odstranéni mikrobiologickych necistot. [28]

Finalnim krokem celé ptipravy je suSeni. Nejdiive se po sterilizaci vyménikem tepla chladi
roztok, ktery se méni na tyCinky. Susicim procesem dochazi k Setrnému odstranéni zbytkové
vody pusobenim filtrovaného ¢istého vzduchu o teploté nejdiive 30 °C, kterd postupné roste

az na 60 °C. Nasledn¢ se jiz jen rozdrti ¢i rozemelou na pozadovanou velikost. [28]

3.2 Vlastnosti

Zelatina je kiehka, sklovita latka jemné Zluté barvy bez chuti a zapachu. Je mozno ji ziskat
v mnoha formach a velikostech, které jsou od hrubych vétsich granulich ptes tenké platy po
velmi jemny prasek. VétSinou obsahuje mezi 8 az 13 % vlhkosti a jeji relativni hustota je
v rozmezi 1,3-1,4 g.cm™. Pokud dojde ke styku Zelatiny s chladnou vodou, dochézi
k hydrataci a oddéleni nabotnalych castic. Kdyz dojde k ohievu, nabotnalé Castice se
rozpousti a vznikd zelatinovy roztok. Veskeré vlastnosti a chovani roztokd zelatiny je
ovliviiovano teplotou a teplotni historii, obsahem popela, zvolenym zptsobem vyroby, pH a

koncentraci. [29]

vvvvvv

aminokyselin s ndbojem. To vSe fadi zelatinu mezi povrchové aktivni hydrokoloidy. Déle je
rozpustna ve vodném roztoku alkoholl napft. glycerolu ¢i propylenglykolu. Mezi silné
polarni rozpoustédla zelatiny se fadi kyselina octova a trifluoretanol. Po rozpusténi miize
ochlazenim dojit k zatuhnuti a vytvoteni gelu, kdy po opétovném zahtati se znovu rozpousti
v tekutou latku. Naopak nerozpustna je v méné polarnich rozpoustédlech, kterymi jsou

aceton, primarni alkoholy a benzen. [29]

Pokud dochazi k dlouhodobému skladovani zelatiny v hermeticky uzavienych nadobéach za
pokojové teploty, jeji vlastnosti se neméni. Jestlize se suché zelatina ohteje nad 45 °C na
vzduchu s relativni vlhkosti nad 65 %, Zelatina za¢ne postupné ztracet bobtnaci a rozpoustéci
schopnost. U sterilniho roztoku Zelatiny je zajisténa nekonec¢na stabilita pouze do doby, kdy
by doslo ke zvySeni teploty. Teprve poté zacina byt tento roztok nachylny k hydrolyze a
nastava pocatek St€peni peptidickych vazeb, ktery je spjat se zvySeni mnozstvi volnych
aminovych koncovych skupin. Pfi dlouhodobém udrZovani teploty Zelatinového roztoku nad
40 °C se snizuje pevnost tvoifené¢ho gelu a viskozita zelatiny. Degradace zelatiny mize byt

znaéné ovlivnéna extrémnimi vykyvy pH ¢i plisobenim proteolytickych enzym. [29]
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Zelatina neni jednoslozkovou latkou, ale smési frakei slozenych z aminokyselin, které jsou
spojeny peptidickymi vazbami, tvofici polymer o molekulové hmotnosti mezi 15 000 az
400 000 Da. Zelatinu tvoii nasledujici prvky — uhlik (50,5 %), kyslik (25,2 %), dusik (17 %)
a vodik (6,8 %). [29]

Vlastnosti, kterymi se Zelatina vyznacuje lze dale rozdélit na amfoterni a koloidni. Fakt, Zze
je zelatina amfoterni znamena moznost jejiho chovani jako kyselina i zésada, vzdy
v zavislosti na pH roztoku. Kysely roztok zptsobi kladny ndboj Zelatiny, kdy bude
v elektrickém poli proudit jako kation. V bazickém roztoku tomu bude piesné naopak. Pokud

nastane situace izoelektrického bodu, pohyb ¢éstic i naboj budou nulové. [29]

Mezi koloidni vlastnosti patfi viskozita, Bloom hodnota pevnosti, ochrana koloidniho
roztoku, zrnitost, koacervace a teplota tani ¢i tuhnuti. Viskozita je dulezitad z vyrobniho
hlediska pti odlévani zelatinovych bonbonil ¢i kapsli. Bloom hodnota vypovida o sile a
pevnosti vzniklého Zelatinového gelu. Hodnota odrazi primérnou molekulovou hmotnost
zelatinovych slozek. Bé€zné se pohybuje od 30 do 300 Bloom (<150 pro nizkou, 150 az 220
pro stfedni a 220 az 300 pro vysokou pevnost gelu). Pro riizné aplikace je vyZzadovéana

odlisna Bloom hodnota. [29, 30, 31]

Ochrana koloidniho roztoku je spojena s Zsigmondyho zlatym Cislem, které je u Zelatiny
jako stabilizator. Zrnitost nam znaci velikost Castic Zelatiny, koacervace spociva v tvorbé
druh¢ kapalné faze oddélenim ¢astic z roztoku a teplota tani udava piechod ze stavu Zelé do

roztoku, opacnou situaci popisuje teplota tuhnuti. [29, 30]

U Zelatiny jsou déle posuzovany zékal, barva a obsah popela. Zelatina miiZe na cizi latky
nebo latky nerozpustné plsobit jako ochranny koloid a stabilizovat je. Dusledkem je pak
vy$si zakal, ktery u Zelatiny obvykle naznacuje sniZenou kvalitu. Barva je pouze odrazem
pouzitého vychoziho materialu a potadi extrakce. Na rozdil od jinych, ndm vepiové kiize
poskytuji ve vétsing ptipadl Zelatinu svétlej§i. AvSak plati, Ze Zelatina neni barvou nijak
ovliviiovana. MnoZstvi obsazenych popelovin je zavislé na vychozi suroviné a typu piipravy.

[29, 30]

3.3 Vyuziti Zelatiny

Jak uz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, Zelatina je univerzalnim hydrokoloidem, ktery

nachdzi své vyuziti v mnoha riznorodych oblastech a primyslovych odvétvich v cele
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s potravinafstvim a za nim nasledujici farmacii a kosmetickymi ¢i medicinskymi aplikacemi.
Vedle nich se déle pouziva pro vyrobu technické a fotografické zelatiny a pro mnoho dalSich
aplikaci. Kazdé z jednotlivych odvétvi se nésledné v praxi jesté rozd€li na fadu dalSich
podskupin, kdy je na zelatinu vzdy kladeno jinych specialnich pozadavka. [25]

Drageta tadi [25]:
e termoreverzibilita tvorby gelu,
e schopnost texturovani,
e kapacita navazani vody,
e schopnost zahustovani,
e tvorba a stabilizace emulzi,
e tvorba pény,
e ochranna koloidni funkce,

e adheze/koheze.

3.3.1 Potravinarstvi

Potravinafsky primysl patii stale k pfednim spottebitelim Zelatiny. U Zelé a Zelatinovych
dezertl se vyuziva termoreverzibilni tvorby gelu a tzv. rozplyvajici se textury. U nékterych
mlécnych vyrobkl a peciva se ptidava pro zvyseni kvality skladovatelnych vyrobkid. Pokud
se piida Zelatinu do mléénych vyrobkd, zlepsi se jejich emulgacni schopnosti, protoze dojde
ke snizeni povrchového napéti ve vodné fazi z divodu interakce molekul Zelatiny
s povrchem tukovych kapek. Dale se pfidava pro navazani syrovatky a zabranéni vylucovani
vodné syrovatky u tvarohtl, jogurtli a smetanovych syrti. U zmrzliny je pfiddnim Zelatiny
regulovana velikost a rozlozeni ledovych krystalli, ¢imZ se ovliviiuje jeji chut’, textura a

stabilita naslehu. U vina a ovocnych §tav miize slouZit Zelatina jako Cifici prostiedek. [30]

Pti primyslovém zpracovani masnych vyrobku se ptidava zelatina hned z né¢kolika divodd,
kterymi je schopnost navdzat vodu, masné $tavy, dale také pro povrchovou upravu,
zabranéni rozpadu a zaji$téni spravné textury a chuti. Pfidava se predevs§im do Sunek, pastik,

aspikl a dekoracnich zelé. [25]
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Siroké vyuziti naléza zelatina také v potravinach s nizkym obsahem tuki, kde slouzi jako
jejich nahrada, a u potravin s nizkym obsahem sacharidi, kde slouzi jako vazebni ¢inidlo.

[25]

V soucasné dobé se zkouma vyuziti Zelatiny pro tvorbu jedlych filmi a obalii na potraviny.
Pouziti nalézaji u masa, ryb a jinych cerstvych potravin, u kterych G¢inné zabraiuji
zhorSovani kvality, inhibuji rGst mikroorganismii, maji antioxida¢ni Cinnost a udrzuji
senzorické vlastnosti. Dale maji velky potencial pro zvyseni trvanlivosti a kvality ovoce a
zeleniny tim, Zze snizuji postupnou ztratu hmotnosti vysusenim, udrzuji barvu a zpomaluji

zrani, které probiha pfi ptisobeni etylenu. [32]

3.3.2 Farmacie a medicina

Ve farmaceutickych a medicinskych aplikacich je Zelatina velmi dulezitou vSestrannou
latkou. Vyuziti Zelatiny v lé¢ivech a medicinskych aplikacich je dano piedev§im jejimi
vlastnostmi. Zelatina je netoxicka, nealergenni, biokompatibilni, vysoce kvalitni a &ista
latka, ktera nabyva statusu GRAS (je obecné povazovana za bezpecnou) a je povazovana za

farmaceutickou pomocnou latku s nizkou imunologickou aktivitou. [25]

Zelatina slouZzi jako néhrada plazmy v nouzové medicing€ a chirurgii, je soucasti pastilek,
tablet a obald vitamind, pouziva se na potahovani tablet a mikroinkapsulaci. Vyuziva se ji

také pfi vyrobé pastovych obvazl, houbicek, globuli a formulaci novych vakcin. [25, 33]

Nejvice se zelatina ve farmacii vyuziva pro vyroba tvrdych a mékkych kapsli a jako pojivo
ucinnych latek pii vyrobé tablet. Tvrda Zelatinova kapsle je jednotkovou pevnou davkovaci
formou. Sestava ze dvou ¢asti — vicka a téla, které jsou ve tvaru otevienych valcl a navzajem
do sebe zapadaji. Kapsle jsou plnény 1é¢ivem, nejcastéji ve form& prasku, a ob¢ ¢asti jsou
spojeny a uzamceny. Naopak mékké zelatinové kapsle jsou zcela uzaviené jednotky
s viditelnym podélnym §vem nebo zcela bezeSvé. Tyto kapsle jsou vyrobeny, naplnény a
uzavieny v jednom kroku. Zelatinové kapsle obsahuji zmékéovadla &i plastifikatory
(glycerol nebo sorbitol), které brani ztuhnuti materidlu kapsle. Pfevazné jsou vyuzivany pro

bezvod¢ kapaliny a pasty. [25, 30]

U potahovani kapsli a tablet je mifeno nejen na sniZeni prasnosti, zakryti nepiijemné chuti,
ale také pro umoznéni tiskli ¢i naneseni barevného povrchu pro snadnéjsi identifikaci.
Typicky tabletovy potah je latka schopna tvoftit film, sloZzend z Zelatiny, cukru a pigmentu.
Pt vyrobé Cipkt je u zelatiny vyuzivano glycerinované formy jako nosice, ktery je nasledné

zavadén do téla. Zakladem je Zelatina, kterd je netoxicka, Setrna ke sliznicim, kompatibilni
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s riznymi [éCivy a ma pii skladovani stabilni bazi, ktera je po zavedeni rozpustna v télnich

tekutinach. [27]

Zelatinu je mozno vyuZivat k vyrob& mikroenkapsulovanych oleji, kterych se vyuziva jak
ve farmacii, tak v potravinafstvi. Koacervace je metoda, kdy dochazi k inkapsulaci
dispergovaného oleje pomoci Zelatiny na rozhrani mezi vodnou a bezvodou fazi. Prikladem

jsou také potravinové, vitaminové ¢i multivitaminové dopliky. [29]

3.3.3 Technicka Zelatina

Nejvétsim rozdilem mezi technickou a potravinaiskou ¢i farmaceutickou Zelatinou jsou nizsi
pozadavky a vétsi tolerance jejich vlastnosti. Z velké ¢asti jsou zelatiny technické velmi
podobné jako ty potravinatské. Pro jednotlivé aplikace 1ze vyuzit jak typu A, tak typu B, kdy

jeden druh mize byt pro rtizné aplikace upfednostiiovan pied druhym. [29]

Prvnim vyuzitim technické Zelatiny je potahovéani a impregnace vldken, ¢imz se zvySuje
jejich pevnost, stabilita tvaru a odolnost vic¢i odéru, zaroven dochazi také k minimalizaci

lamani. To je zptisobeno dobrou pevnosti a predevsim rozpustnosti zelatinového filmu. [29]

Pro povrchové upravy a natéry papiru se nanasi zelatina pro vytvoteni hladkého povrchu.
Natér je nanaSen samostatné nebo zaroven s jinymi natérovymi materidly. NejdileZit&jsi je,
aby doslo k vyplni vSech nedokonalosti na papirovém povrchu. Diky tomu se u plakati,

Casopist, karet ¢i tapet dosahuje kvalitnéjsi reprodukcee tisku. [27]

Dalsi mozZnosti vyuziti spocivaji ve funkci ochranného koloidu pro odstranovani velmi
jemnych nefiltrovatelnych ¢astic z chemickych roztokd, stabilizaci emulzi vodéodolnych
latek v podobé regulace velikosti a agregace Castic nebo funkci zjastiovaci, pojivové ¢i

adhezivni. [29]

3.3.4 Fotograficka zelatina

V modernim fotografickém primyslu doslo diky digitdlnim technologiim k nahrazeni
klasickych fotografii, proto je vyuziti Zelatiny uz spise historii. Vyjimku lze nalézt u umé¢lcd,
ktefi tento typ fotografii stile vyuZivaji. Pro fotograficky primysl se pro pfipravu emulzi
vyuziva spiSe Zelatiny typu B, avSak i typ A ma omezené vyuZziti pro vnéj$i natéry a

podkladové vrstvy. [29]

Fotografické materidly moderni doby se stfibro-bromidem funguji na bazi vytvoreni emulze,

kterd obsahuje Zelatinu na n&jakém podplrném materidlu, nejcastéji papiru nebo filmu.
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Zelatina zde piisobi jako pojivo pro fotosenzitivni stfibro-bromid. P¥i vyrobé emulze musi
pfi zahfivani dochazet k botnani Zzelatiny ve vodé za nasledného vytvofeni roztoku
s prfidavkem halogenovych soli a dusi¢nanu stfibrného, ktery po ochlazeni ptechazi do
gelové formy a vysusenim pak do ztvrdnutého trvanlivého stavu. Botnaci schopnost Zelatiny
zajistuje, ze fotografické koupele, které¢ se vyuzivaji pro priubéh potfebnych chemickych
reakci béhem prace s vyvolanymi fotografiemi, dokdzou proniknout do emulze a mohou byt
snadno oplachnutim odstranény zbytky ve vodé¢ rozpustnych soli. Nasledujicim krokem je
opétovné rozpusténi a vytvoieni gelu s pridavkem dalsi Zelatiny, stabilizatort, tuzidel,
senzibilatorh a barviv, které ziskané emulzi zvySuji citlivost k jednotlivym pastim spektra.
Poslednim krokem pfipravy je kone¢né dozravani a zajisténi maximalni citlivosti. Toho se
docili pti zvyseni teploty nad 70 °C. Takto pfipravend emulze je pfipravena k naneseni na

papir, film ¢i kov. [25, 29]
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4 ZELATINOVE FILMY

Zelatina se vedle viech svych vlastnosti, které byly popsany v kapitole 3.2, vyznaduje také
schopnosti tvofit filmy. Mnohé studie pro ptipravu jedlych ¢i biodegradovatelnych filmi
vyuzivaji Cisté Zelatiny nebo smési s jinymi biopolymery — napt. proteiny, polysacharidy ¢i
lipidy. Biologicky rozlozitelné filmy by mohly nachazet vyuziti naptiklad jako ochranny
vnéjsi obal potravin. Také by mohly castecné ¢i zcela nahradit tradiéni biologicky
nerozlozitelné plastové obaly. Obal by m¢l zajistovat nejen ochranu pied svétlem c¢i
kyslikem, ale nésledn¢ prodluzovat jeji trvanlivost a Cerstvost. Proto zelatinové filmy
pfipravené za timto ucelem musi vykazovat mechanické a bariérové vlastnosti, ale také byt

odolna vici okolnim vliviim, jakymi je vlhkost ¢i UV zafeni. [34, 35, 36]

4.1 Priprava

Filmy a obaly Ize ptipravit pomoci n¢kolika technik, kterymi je liti roztoku, extruze, natirani
¢i vrstveni. Nejcastéji pouzivanou metodou, kterd je velmi jednoducha a relativné
ekonomicky nenaro¢na, je liti roztoku. Pfi tomto procesu dochazi k vytvoreni polymerni
struktury tvorbou mezimolekularnich elektrostatickych a vodikovych vazeb. Extruze
poskytuje rychlejsi zpracovani s nizsi spotiebou energie, avSak tato metoda jest€ neni pro
tvorbu Zelatinovych filml dostate¢né prozkoumana. Natirdni a nasledné vrstveni je mozno
provést tak, ze mezi jednotlivé vrstvy nebo do struktury polyelektrolytu jsou piidany

jednotliveé aktivni latky. [32]

4.1.1 Liti

Liti je hojné& uZivano v potravinaiském primyslu k pfipravée Zelatinovych nebo kompozitnich
filmd na bazi zelatiny. Tato metoda spoc¢iva v tvorbé roztoku rozpusténim biopolymerd a

jejich smichanim se zmékcovadly, sitovadly ¢i jinymi pfisadami. [32]
V rlznych studiich je provedeno liti zelatinovych filmi riznym zptsobem.

Ve studii Maira Thomazine et al. (2006) [34] byly filmy ziskany suSenim filmotvornych
roztok (FFS), které obsahovaly 2 g zelatiny na 100 ml vody a 25 nebo 55 g smési
plastifikatori na 100 g Zelatiny pfi pfirozeném pH roztoku 6,3. Smé&s plastifikatoru byla
pifipravena z glycerolu a sorbitolu v poméru 0:100, 20:80, 40:60, 60:40, 80:20 a 100:0. Dalsi
postup byl odkazovan na studii Sobral et al. (2001), kde byla Zelatina nejdiive umisténa do
kadinky s vodou pii teploté¢ mistnosti a nasledné rozpousténa ve vodni 14zni pfi teploté 55

°C. Po uplném rozpusténi byla pfidana smés rozpoustédel a za mirného michéani byla
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ponechana ve vodni 14zni po dobu 30 minut. Tento FFS byl nalévan na desku z plexiskla
polymetylmetakrylatu (11,8x11,8 cm) a suSen v susarné s cirkulaci vzduchu o teploté 30 °C
a pokojové relativni vlhkosti 55-65 % po dobu 18 az 20 hodin. Filmy byly nésledné
umistény na 4 dny do exsikatoru s teplotou 21 °C a relativni vlhkosti 58 %. Po kondicionaci

byly filmy dale testovany. [37]

V praci Jian-Hua Li et al.(2013) [38] byla zelatina nejprve smichdna s vodou pro v 3%
poméru (hmotnost Zelatiny na objem vody). Nasledn¢ byla za neustalého michéni zelatina
ve vode rozpusténa a vznikl filmotvorny roztok (FFS). Do tohoto roztoku bylo pfidano 30
% glycerolu, vztazeno na hmotnost zelatiny. Mimo zméek¢ovadlo se do roztoku ptidalo pét
druhii riznych antioxidantd (extrakt ze zeleného Caje, dva druhy extraktu z hroznovych
semen, zdzvorovy extrakt a extrakt z ginko biloby) v rGznych koncentracich. Pro srovnani
byly pfipraveny také filmy bez antioxidanti. Smési byly pro ziskani homogenniho roztoku
dale michany pii 45 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ byly pomoci ultrazvuku odstranény
bubliny a 20 ml roztoku bylo postupné rozlévano na plechovou desku (12x8x4 cm). Pro
ziskani filmu s rovnomérnou tloust’kou byla deska umisténa na 36 hodin do susarny o teploté

22 °C. Po vysuSeni byly umistény do exsikatoru, kde byly do otestovani uchovavany.

4.2 Modifikace

Zelatina tvofi trojrozmémou sit’ se zonami mezimolekularnich mikrokrystalickych vazeb,
které pti dehydrataci zajist'uji filmu vysokou kiehkost a propustnost pro vodni pary. Proto

jsou Zelatinové filmy podrobeny modifikacim ptidavkem zmékc&ovadel ¢i sitovadel. [35]

4.2.1 Zmékcéovadla

Pfidani zmékcovadel zajistuje snizenim mezimolekularnich sil sniZeni inherentni kiehkosti
filmu, tim se naopak zvySuje jeho flexibilita, pruZnost i zpracovatelnost. Schopnost interakce
zmekCovadla a zelatinovych fetézci ovliviiuje slozeni, velikosti 1 forma molekul
zmekcovadla. Mensi, vysoce polarni skupiny molekuly poskytuji vyssi plastifikaci. Proto je
vzdy pro jednotlivé aplikace dilezity vybér vhodného, kompatibilniho a trvanlivého

plastifikatoru. [34, 35, 39]

Vhodnymi G¢innymi latkami pro plastifikaci zelatinovych filmi se jevi polyoly, které jsou
schopny jak sniZit mezimolekularni vodikové vazby, tak zvysit mezimolekularni prostor.
Z tohoto ditvodu se Casto vyuziva piedevSim glycerol a sorbitol, dale etylenglykol nebo

xylitol. [35, 39]
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Glycerol i sorbitol jsou povazovany za velmi dobra zmékcovadla pro zelatinové filmy, proto
se ¢asto pouzivaji v riznych studiich. Nicmén¢ pii pouziti glycerolu jsou filmy velmi citlivé
na pritomnost vody a pii vyssi relativni vlhkosti mlize nastat migrace zmékcovadla na
povrch filmu. Sorbitol pfi svém pouziti mize zacit pii nizké teploté a stfedni relativni

vlhkosti krystalizovat. [35]

Dal$imi moznymi latkami se zmékcujicim ucinkem pro Zelatinu jsou monosacharidy —
gluk6za, mandza, fruktdza a sachardza Ci disacharidy nebo oligosacharidy. Mohou se pouzit
také mastné kyseliny. VSechna tato uvedend zmékcovadla jsou hydrofilni. Potencialnim
hydrofobnim zméekéovadlem pro biodegradabilni latky jsou citratové estery odvozené od

kyseliny citronové, avsak pro filmy se bézn¢ nepouzivaji. [39]

Zmeékcovadly je tedy pozitivné ovlivnéna predevs§im struktura filmu, dochézi ke zlepSeni
mechanickych vlastnosti. AvSak s vylepSenim tahové pevnosti a prodlouzeni filmu s sebou
pouziti zmékcovadel nese snizeni bariérovych vlastnosti proti pronikani vody. Proto jsou do

zelatinovych filmu pridavana sitovadla. [39]

4.2.2 Sitovadla

Pro zajiSténi uspotadané struktury a vytvoreni pevnych iontovych nebo kovalentnich vazeb
mezi fetézci je nutné, aby doslo k zesitovani zelatinovych filmt. Po vytvoreni sité jsou
ovlivnény nejen mechanické vlastnosti, kdy dochazi ke zvySeni napéti v tahu a sniZeni
prodlouZeni pii pretrzeni, ale 1 vlastnosti bariérove, kdy je sniZena propustnost pro vodni

pary, oxid uhli€ity 1 kyslik. Dale ovliviiuji 1 barvu a rozpustnost Zelatinovych filmu. [40]

Sitovani je moZzno provést enzymaticky (transglutaminaza), chemicky (formaldehyd,

glutaraldehyd) nebo fyzikaln¢ (UV nebo gamma zafeni). [41]

4.2.2.1 Enzymaticka

Transglutaminaza (TGA) jako sit'ovaci ¢inidlo poskytuje filmiim vyssi odolnost viici vodgé,
zlepsené mechanické, bariérové i tepelné vlastnosti (Obrazek 2). Mlze katalyzovat vznik
1sopeptidové vazby mezi y-karboxamidovou skupinou zbytkl glutaminu (donor acylu) a e-
aminoskupinou zbytkli lysinu (akceptor acylu). Vznik vazeb probihd intra 1
intermolekularné. Mimo to jsou filmy modifikované transglutamindzou stravitelné pro

lidsky organismus. [40]
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Obrazek 2: Enzymatické sitovani zelatiny [42]
4.2.2.2 Chemicka

U aldehydt, mezi které se fadi naptiklad glutaraldehyd ¢i formaldehyd, byla také prokazana
schopnost reagovat s proteiny. Reakci zelatiny s glutaraldehydem probiha tvorba sité, ktera
je zpusobena vznikem Schiffovy baze, kondenzaci formylovych skupin aldehydi a e-
aminoskupin lysinu a hydroxylysinu, které jsou pfitomny v Zelatiné (Obrazek 3).
Glutaraldehyd je hojné vyuZivan ptedevsim pro svoji nizkou cenu, netoxicitu, kratkou dobu
reakce a vynikajici sitovaci ucinek u kolageni a Zzelatin. Sitovani glutaraldehydu se
zelatinou se vyznacuje jinym prubéhem v kyselém a alkalickém prostfedi. Hydroxylové
skupiny reaguji v kyselém prostiedi s aldehydovymi skupinami pomoci protonace e-
aminoskupin, zatimco v pfitomnosti alkalii vznik4 vice volnych aminoskupin pro vznik
Schiffovy baze. U formaldehydu nastdvaji jist¢é nevyhody, které piedevSim spocivaji

v toxicite, zapachu a obtizné kontrole probihajici reakce. [43, 44]
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Obrazek 3: Chemické sitovani zelatiny [45]
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4.2.2.3 Fyzikalni

Polymerace mezi funkénimi skupinami polymernich fetézct, ktera je aktivovana expozici
svétla za pritomnosti ¢i bez fotoiniciatori se nazyva fotochemické sitovani, které je velmi
ucinnym procesem pro vytvoieni spravné interakce mezi biopolymery. Tento typ se
vyznacuje snadno ovladatelnymi parametry, kterymi jsou intenzita svétla, doba expozice a
vzdalenost ozafovani. Dochazi pii ném ke generovani vysoko reaktivnich volnych radikalu
vznikajicich fotostépenim. Vznikajici volné radikaly jsou intra- nebo mezimolekularné
vazany kovalentnimi vazbami s molekulami v biopolymeru. Pokud jsou piitomny
fotoiniciatory, dochazi k absorpci fotond svétla a pfeméné svételné energie na chemickou.

[41, 46]

Svétlem iniciované reakce probihaji po aktivaci funkénich skupin, kdy napomdhaji k
sitovani polymerl, modifikaci povrchii a imobilizaci latek v biopolymerech. Tento typ 1ze
vyuzit jak pro dvoudimenziondlni, tak pro trojdimenzionalni struktury s vysokou

selektivitou a ucinnosti bez vzniku toxickych nebo reaktivnich vedlejsich produkti. [46]

Dle studie Masoumeh Taghizadeh et al. (2018) [41] je nutno fyzikalni sitovani provadét za
ptritomnosti UV fotosenzitizujicich latek v biopolymeru. Po UV ozéfeni dochazi k tvorbé
riznych radikdlovych slou¢enin — kyslik, senzibilizator a Zelatina (vice popsano v kapitole
5). Tato reakce vznikajicich radikald umoziuje tvorbu vazeb mezi fetézci zelatiny ¢i mezi
fetézcem Zelatiny a senzibilizdtorem. Ve fotooxidaci je uZivanou latkou senzitivni na UV
zateni riboflavin (Obrazek 4). Kontrolnimi vzorky jsou poté vzorky zesitované pomoci UV

zafeni bez riboflavinu.
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Obrazek 4: Fyzikalni sitovani zelatiny [41]
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5 FOTODEGRADACE

Pii ptisobeni okolniho prostiedi mize dochazet u jednotlivych polymera ke zhorSovani
vlastnosti neboli degradaci materidlu. Zmény mohou nastavat u barevnosti, mechanickych
vlastnosti nebo se mohou u polymerti zacit objevovat praskliny ¢i trhliny na povrchu

materialu. [47]

Degradace makromolekul mohou zahrnovat fyzikalni (rekrystalizace nebo denaturace
proteinil) nebo chemické procesy. Chemické procesy spojené s degradaci mohou vést ke
snizeni molekulové hmotnosti $t€épenim vazeb mezi makromolekulami nebo ke zvyseni

molekulové hmotnosti diisledkem sitovani fetézct, které vede ke snizeni rozpustnosti. [48]

Existuje mnoho druhi degradace — termodegradace (piisobeni zvySené teploty),
mechanodegradace (plsobenim mechanického napéti), chemodegradace (piisobeni
reakcnich kapalin a plynil), biodegradace (ptisobeni enzymui a mikroorganismi), radiacni
(ptisobeni elektromagnetickym zatenim kratSich vinovych délek) a fotodegrace (ptisobeni
UV zéfeni). Jak jiz bylo uvedeno, fotodegradace probiha interakci materialu a slune¢niho

svétla, kterého je UV zafeni soucasti. [47]

Slune¢ni radiace, kterd dosahuje na zemsky povrch, je slozena predevSim z radiace
elektromagnetického spektra, konkrétné pak oblasti viditelného, infracervené¢ho a
ultrafialového zateni. Okolo 40 % z celkového slune¢niho svétla patii do infracerveného
spektra. Vyznacuje se vinovou délkou vétsi nez 700 nm a pfi piisobeni dochédzi u vétsiny
materidlti pouze k ohfevu. DalSich cca 50 % je v oblasti viditelného spektra s vinovou délkou
400 az 700 nm. Pasobenim dochdzi opét k ohfevu materidlu, ale navic mize dochazet
k iniciaci fotochemickych reakei. Zbylych 10 % je soucasti ultrafialového spektra o vinoveé
délce 290 az 400 nm. Spodni hranice je urcena filtrujicim u¢inkem ozonové vrstvy
v atmosféfe, ktera ma za ukol zabrafiovat UV zafeni v proniknuti k zemskému povrchu.
V laboratornich podminkach se miize provadét urychlené starnuti pomoci rtiznych zdroji

zateni, kterymi jsou xenonova a rtutova vybojka nebo vykonné lasery. [47, 49]

5.1 Energie zareni

Infracervené zateni, viditelné svétlo, UV svétlo, rentgenové a gama zatfeni jsou slozky
elektromagnetického zareni. Kazda zvlast’ je samostatnou formou, ktera se $ifi v prostoru
jako viny elektrickych a magnetickych poli. Elektromagnetické viny v zavislosti na svych

frekvencich nesou urcité mnozstvi energie. [49]
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Toto mnozstvi energie je mozno vypocitat pomoci Planckova zédkona [49]:
E=h-f (1)

E ... energie zafeni [J]

h ... Planckova konstanta [J-s]

f ... frekvence [l-s'l]

Frekvence zafeni je zavislad na podminkéch, za kterych vznika. Plati, Ze pfi zvySovani teploty
se celé svételné spektrum posouva doleva a dochéazi k vyzatovani vice UV a viditelného

svétla. [49]

5.2 Absorpce zareni

Ptredpokladem pro vznik fotochemickych reakci je absorpce svétla. Vystaveni materialii
slune¢nimu zafeni zajist'uje piijem Siroké Skaly energie. Absorpce ptichozi energie probiha
v jednom stupni tak, ze veskera energie jednoho fotonu je bud’ pohlcena nebo odmitnuta.
Pokud dochazi k pohlceni UV zafeni, nastava u molekuly excitovany stav. Tento stav
nastava pouze tehdy, kdyz se rozdil energii pted a po absorpci fotonu rovna hodnoté Af. O

tom, zda dojde k rozruSeni vazeb mezi atomy, rozhoduje mnozstvi pfijaté energie. [47, 50]

Absorpci svétla dobfe vyjadiuje Jablonskeho diagram (Obrdzek 5). Nejdiive dochdzi
k absorpci energie elektrony v molekule polymeru. V zavislosti na energii, ktera byla
molekulou absorbovana, dochézi k ptesunu elektronu ze zédkladniho energetického stavu do
vyssi hladiny. Dochazi bud’ k disipaci pohlcené energie na vyzafeni pomoci fluorescence ¢i
fosforescence nebo u neradiativnich procesti k pfeméné pohlcené energie. Neradiativni
proces, ktery je zavisly na rovnovaze molekulové energie a chemické struktufe excitované
molekuly, mize vést k riznym procestim zavislym na prostiedi ($t€peni na volné radikaly,
abstrakce vodikového atomu, fotosenzibilizace, rozklad na dvé nebo vice molekul,
fotodimerizaci, fotoizomerizaci, prestavb¢ uvnitit molekuly ¢i zesitovani). Tyto primarni
reakce jsou casto nasledovany sekundarnimi, coz je reakce s kyslikem, ozonem nebo

fotooxidace. [47, 50]

Ptesnégjsi vysvétleni diagramu spociva v pocateCnim zakladnim stavu (So), ktery zaujima za
normdlnich podminek velka vétSina organickych molekul. V této situaci se v molekulach
vyskytuji sparované elektrony s opaénym spinem. To znamena, Ze se nachazi v singletovém
stavu, ktery se vyznacuje nejnizsi energii. Jablonského diagram vyznacuje vSechny mozné

vysledky, které mohou nastat po absorpci energie. Molekuly se mohou nachazet bud’
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v singletovém nebo tripletovém stavu s paralelnimi spiny. Pfechod ze zakladniho stavu (So)
do tripletového stavu neni mozny, ptechod do tripletového stavu mize probéhnout pouze po

vzniku excitovaného singletového stavu. [50]

Podle mnozstvi pohlcené energie dochéazi ke zméné zakladniho stavu na jeden ze stavi Sy,
S> nebo S3, které maji vyssi energii. Bez ohledu na energeticky stav miize probihat disipace
molekul, izomerizace ¢i kombinace obou. Pfi vyssich energetickych stavech (Sz a S3) se
stava molekula nachylnéjsi k radiaci konverzi a naopak se stava nepravdépodobné, ze u ni
dojde k fluorescenci. Stejné jako pro singletovy, u tripletového stavu miize dojit po dalsi
absorpci energie k posunuti do stavu s vySsi energii, kdy opét probihd disociace a

izomerizace. [50]
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Obrézek 5: Jablonskeho diagram [50]
5.3 Fotochemie

Chromofory jsou funkéni skupiny, které jsou schopny pohlcovat UV zatfeni. Fotochemicka
reakce je zahdjena pravé tehdy, pokud se v polymerech chromofory vyskytuji. Probihajici

reakce muze zpiisobit St€peni polymernich fetézcli nebo naopak jejich zesitovani. [48, 51]
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Mezi nejcastéji vyskytujici se chromofory fadi [52]:
e nenasycené vazby,
e karbonylové skupiny,

e karboxylové skupin.

5.4 Fotodegradace Zelatinovych filmi

V préci Marieli Rosseto et al. (2020) [52] se provadélo urychlené starnuti filma vyrobenych
z kukufi¢ného Skrobu a Zelatiny. Cilem studie bylo zjiSténi G€inku enzymatického oSetieni
transglutamindzou na degrada¢ni chovani filmt. Byly pfipraveny filmy s pfidavkem enzymu
a filmy bez enzymu, které slouzily jako kontrolni vzorky. Charakterizace filmu v této studii
zahrnovala rozpustnost ve vodé¢, propustnost pro vodni pary, méfeni mechanickych
vlastnosti, tloustky, aktivity vody, tepelnych vlastnosti a ptitomnosti funkénich skupin.
Nésledné byly filmy po dobu 64 hodin vystaveny tfem typlim urychleného starnuti —

tepelnému starnuti, ultrafialovému zaieni a vlhkosti.

Pted starnutim byly filmy s i bez enzymu otestovany. Filmy s pfidavkem transglutaminazy
vykazovaly pfed ozafenim nizsi tloustku, lep$i mechanické vlastnosti, niZsi rozpustnost ve
vodé a propustnost pro vodni pary, aktivita vody byla témé&f totozna. AvSak pro porovnani s

touto diplomovou praci jsou diilezité vysledky bez ptidaného enzymu. [52]

Pfi vystaveni filmt urychlenému starnuti (0 az 64 h) pomoci UV zatfeni dochazelo s delsi

dobou starnuti u vzorki bez enzymu k nasledujicim zménam mechanickych vlastnosti [52]:
e snizeni pevnosti v tahu o 68 %,
e narust prodlouZeni pfi pfetrzeni o 13 %.

Z FTIR spektroskopie je z grafu patrné, Ze vzorky bez enzymu vykazovaly vétsi zmény
v konformaci. Behem UV ozafeni mohlo dochéazet k rozpadu vazeb mezi -CN= a -CH»
skupinami a mohlo tak dojit k tvorbé radikalid. Tato skutecnost se projevila snizenim
intenzity piku v rozmezi 3 500 a 2 980 cm’. U filmi doslo k daldimu poklesu
centralizovaného pasu mezi 1 542 a 1 538 cm’!, tato zména odpovida oblasti amidu II, coZ

znamena zménu sekundarni struktury proteinu. [52]
Z kiivky termogravimetrické analyzy vyplyva, ze u filmid byly pozorovéany tii stadia
dekompozice. Prvni faze ztraty hmotnosti probihala okolo 100 °C a znacila ztratu povrchoveé

1 uvnitf navdzané vody spojenou s rozpadem vodikovych mistkti. Druhy pokles hmotnosti
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zacinal pti 250 °C a byl spojeny s degradaci méné stabilnich komponenti — glycerolu a
zelatiny. V tuto chvili zacala molekularni modifikace komponentt pfitomnych ve filmu.
Tieti faze okolo 300 °C znamenala degradaci proteinu depolymeraci Zelatinovych

makromolekul. [52]

Studie Cheng-Kuo Wu (2019) [53] se zabyvala u¢inkem UV zafeni na pevnost gelu, tepelné
vlastnosti, molekuldrni hmotnost bilkovin a funkéni skupiny komeréné dostupnych vzorki
rybi zelatiny. Test byl provadén na prasku rybi zelatiny z kiize tilapie, ktery byl vystaven
UV zéfeni po dobu 0 az 6 hodin. Vysledky ukézaly, Ze barva prasku se po ozareni postupné
meénila z jasné bilé na mirn€ nazloutlou. Pevnost gelu a teplota tani zelatiny se vyrazné
zvysila, ale nejvyssi hodnoty dosahla po dvouhodinovém ozéfeni. Kdyz doslo k delsimu
ozateni nez 2 hodiny, nebylo uz pozorovano zadné dalsi vyznamné zvyseni pevnosti gelu a
teploty tani, avSak vzorky Zloutly. Proto byla jako optimalni doba ozafeni stanovena 2

hodiny.

Elektroforéza gelu a optické spektralni analyzy ukazovaly, ze s vyssi davkou UV zafeni
doslo k degradaci Zelatinovych makromolekul a k jejich hromadéni u dna. FTIR a Ramanova
spektra tato zjisténi potvrdila. U FTIR spektra byly pozorovany nepatrné zmény u amidu I,
IT a III. S davkou zateni doslo také k posunuti vrcholu amidu B. Tato situace je ve vyzkumu

vysvétlena moznym zesitovanim, které mtize nastat u zelatiny po vystaveni UV zafeni. [53]

Studie Masoumeh Taghizadeh et al. (2018) [41] zkoumala metodu zesitovani indukovaného
pomoci fotosenzibilizatoru (riboflavinu) ke zlepSeni strukturnich a chemicko-fyzikalni
vlastnosti u potravinarskych filma na bazi Zelatiny s riznou koncentraci glycerolu (25 a 50
%) pfi riznych dobach expozice UV zafeni (2,4 a 6 hodin). Jako kontrolni vzorky byly
piipraveny filmy s 25 % glycerolu, které neobsahovaly riboflavin, kdy jedna série

kontrolnich vzorkl nebyla ozéfena a druha byla vystavena UV zareni.
Vysledky studie po vystaveni filma UV zatreni byly nasledujici [41]:
e vysSi mnozstvi glycerolu zvysuje rozpustnost ve vode,
e rozpustnost a propustnost pro vodni pary s delsi dobou ozareni klesala,
e pevnost v tahu s delSi dobou ozafeni rostla,
e prodlouzeni pfi pfetrZeni bylo po ozafeni vyssi neZ u kontrolniho vzorku,

e s vyS§im obsahem glycerolu klesala pevnost v tahu a rostlo prodlouzeni pii pietrzeni,
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e u FTIR spektra byla u ozatenych vzorka (6 h) bez riboflavinu zaznamenéna vyssi

intenzita peakdl,

e UV zéfeni zpusobilo také posunuti peakti amidu A, II a III — pravdépodobnost

zesitovani mezi funkénimi skupinami zelatiny.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILE PRACE

Cilem diplomové prace byla piiprava a charakterizace Zelatinovych filma s pfidavkem
glycerolu a studium vlivu UV-zafeni na vlastnosti. Zelatina pro vyrobu filmd byla pfipravena
z kutecich béhaku, které jsou fazeny mezi vedlejsi produkty jatecni vyroby a jsou Casto bez
dalsiho vyuziti. Zelatinové filmy by pii splnéni dostateénych mechanickych a bariérovych
vlastnosti mohly nalézt perspektivni vyuziti jako obaly na potraviny. Velmi dulezita je také
trvanlivost obalu a jeh stabilita napf. pfi vystaveni venkovnim podminkam, zejména UV-
zateni. Pouzity obal by mél potravin€ poskytovat predev§im dostate¢nou ochranu a pfispivat

k prodlouzeni jeji trvanlivosti.
V této diplomové praci byly vyty€eny nésledujici cile:

e Piiprava dvou sérii zelatinovych filmu, které se 1isi v koncentraci zmékcovadla

v podobé glycerolu — 30 a 40 %;
e Testovani vlastnosti pfipravenych zelatinovych filmi bez vystaveni UV-zafenti,

e Fotodegradace zelatinovych filmt pomoci xenonové komory a UV-zéfeni v riznych

casovych intervalech (1 az 16 hodin);

e Testovani, analyza a porovnani vlivu UV zafeni a rozdilné koncentrace zmékcovadla

na zelatinové filmy.
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7 PRIPRAVA ZLATINOVYCH FILMU

7.1 Pouzity material

Vychozim materidlem byly kufeci béhéaky, které byly dodany v surovém zmrazeném stavu.
Po dukladném opracovani byla z béhaki extrahovana Zelatina, ktera byla pouzita na piipravu

zelatinovych filma.

7.2 Priprava zelatiny

I.  Priprava Cistého kolagenu
Promyti ve studené vode

V tomto kroku dochazi k odstranéni albumint ze suroviny. Na kuchynském situ se nejdiive
surovina promyvala studenou vodou po dobu 2 minut, poté byla na 5 minut vlozena do

nadoby se studenou vodou. Nasledné se opét promyvala na situ po dobu 2 minut.
Opracovani v 0,2M NaCl

Promyta surovina se smichala s 0,2M NaCl v poméru 1:6. V Erlenmayerové baiice se
umistila na tfepacku a byla opracovavana pii pokojové teploté¢ po dobu 90 minut. Poté se
ptefiltrovala pfes kuchyiiské sito s jednou vrstvou polyamidové tkaniny a byla promyvéana

po dobu 1 minuty. V tomto kroku doslo k odstranéni globulinti.
Opracovani v 0,03M NaOH

Po promyti se surovina umistila do 0,03M NaOH v pom¢éru 1:6, ktery slouzi k odstranéni
glutelinti. V Erlenmayerové bance se opét umistila na tfepacku a pii pokojove teploté byla
ttepana po dobu 45 minut a poté filtrovana pies sito s jednou vrstvou polyamidové tkaniny.
Tento postup byl proveden dohromady ctytfikrat. Po poslednim opracovéani se surovina

promyla studenou vodou po dobu jedné minuty.
Presuseni

Surovina byla poté rozprostfena na plech a susena pii 35 °C po dobu 48 hodin.
Odtucneni suroviny rozpoustédlem

Vysu$end surovina se smichala se smési rozpoustédla (petrolether/ethanol v poméru 1:1)
v poméru cca 1:6. Odtuénéni trvalo tfi dny, kdy kazdy den bylo vyménéno rozpoustédlo. Po
dokonceni posledniho tfepani se surovina pfefiltrovala a na plechu ponechala pfes noc

v digestofi pro odpaieni zbylého rozpoustédla.
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Rozemleti cistého kolagenu

Surovina se rozemlela pomoci laboratorniho mlynku na jemnost cca 1 mm. V temnu a

uzaviené nadob¢ je trvanlivost suroviny kolem jednoho mésice.
II.  Extrakce Zelatiny z ¢istého kolagenu
Neutralni opracovani suroviny enzymem

Rozemleta surovina se v poméru cca 1:10 smichala s destilovanou vodou a mirn€ se michala
po dobu 20 minut. Pozadované pH tohoto roztoku je 6,5 az 7,0, proto se na tuto hodnotu
upravila pomoci 10% roztoku HCI. Po dosazeni idedlniho pH se pfidalo 0,4 %
proteolytického enzymu Protamex vztazeno na suSinu suroviny (cca 90 % puvodni
hmotnosti suroviny pfed smichanim s destilovanou vodou). Tento roztok se umistil na
ttepacku a trepal se za pokojové teploty po dobu 15 hodin. Enzymaticky opracovana
surovina se prefiltrovala pfes sitko s tfemi vrstvami polyamidové a dvéma vrstvami

polyesterové tkaniny.
Promyti

Hydrolyzat se vylil a surovina se promyvala studenou vodou po dobu 5 minut do odstranéni

co nejvétsiho mnoZstvi enzymu.
Extrakce prvni (hlavni) frakce Zelatiny

Promyty material se opét smichal s destilovanou vodou (pomér 1:10), probihalo michani po
dobu 5 minut a nasledné se zméfilo pH. Poté se za stdlého michani provedla prvni extrakce
pfi teploté¢ 70 °C po dobu 2 hodin. Po ukonceni extrakce se provedla filtrace pfes sito se
ttemi vrstvami polyamidové tkaniny. Prefiltrovany roztok se pfivedl k varu a drzel se pii
ném po dobu 5 minut pro inaktivaci enzymu. Prevateny Zelatinovy roztok se rozlil na plechy
a byl suSen pfi teploté¢ 53 °C po dobu 36 hodin. Po vysuSeni byla prvni frakce Zelatiny

zvazena.
Extrakce druhé (vedlejsi) frakce zZelatiny

K nerozlozenému podilu se ptidala destilovana voda v poméru 1:10. Smés se michala po
dobu 5 minut a nasledné se znovu zméfilo pH. Poté se provedla druha extrakce za stalého
michani pfi teploté 85 °C po dobu 2 hodin. Po ukonceni extrakce se surovina filtrovala ptes
sito se tfemi vrstvami polyamidové tkaniny. Prefiltrovany roztok se ptivedl k varu a drzen
se pi1 ném po dobu 5 minut pro inaktivaci enzymu. Pfevafeny Zelatinovy roztok se rozlil na

plechy a susil pfi teploté 53 °C po dobu 36 hodin. VysuSené mnozstvi se zvazilo.
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Nerozlozeny podil

Nerozlozeny podil po ukonceni druhé extrakce se vysusil pii 103 °C ptes noc a zvazil.

7.3 Charakterizace Zelatiny
Ptipravend zelatina byla charakterizovana pomoci pevnosti Bloom.

Pevnost zelatinového gelu dle Blooma spociva ve vtlaceni valecku s pramérem 1,27 cm do
pripraven¢ho gelu za presné definovanych laboratornich podminek. Nejdiive je zelatina
rozpusténa v destilované vodé€ pro vznik gelu s koncentraci 6,67 %. Pti pouziti specialni
kadinky o vySce 5,5 cm s vn&jSim primérem 6,6 cm a vnitinim 5,9 cm je pro vznik gelu o
pozadované koncentraci navazeno 7,5 g Zelatiny na 105 g destilované vody. Zelatina je
v destilované vod¢ nechéna nejdiive nabobtnat a poté je za stdlého michani rozpusténa ve
vodni lazni o teploté 35 °C. Roztok je umistén na 24 hodin do lednice. Po uplynuti doby je

kadinka s gelem vyjmuta z lednice a podrobena testu pevnosti gelu.

Vyslednd hodnota pevnosti je v jednotkach Bloom, a znaci zatéz neboli silu v gramech,
kterou je nutno vyvinout k tomu, aby doslo ke stlaceni testovaného Zelatinového gelu o

4 mm.
V této praci byly pouzity kadinky o vySce 5 cm s vnéjSim primérem 4 cm a vnitinim
pramérem 3,5 cm, proto byla ziskana hodnota z pfistroje Stevens-LFRA Texture Analyzer

(Obrazek 6) vydélena piepocitavacim faktorem 1,64.

Obrazek 6: Analyzator textury; Mechtric Stevens-LFRA Texture Analyzer
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7.4 Priprava zelatinovych filmi

Zelatinové filmy byly piipraveny litim roztoku do silikonovych forem. Byly piipraveny dvé
série filmu liSici se obsahem zmeékCovadla, kterym byl glycerol. Nejdiive byla navazena
zelatina pro vznik 20% roztoku. Na kazdy film byla pouzita samostatna silikonova forma o
rozmérech 7x12,5 cm, proto idedlni mnozstvi roztoku bylo 20 ml, které vzniklo navazenim
4 g zelatiny na 16 ml demineralizované vody. Takto pfipravené roztoky byly rozliSeny do
dvou sérii, kdy k prvni sérii bylo ptfidano 30 % a k druhé 40 % zmékcovala glycerolu. Jeho
mnozstvi bylo vztazeno na hmotnost Zelatiny, proto 30 % piedstavovalo 1,2 ga 40 % 1,6 g.
Zelatina, glycerol i demineralizovana voda byly prevedeny do kadinky a ve vodni lazni o
teploté¢ 35 °C byla smés michana do rozpusténi. Roztok byl nasledné litim pteveden do

silikonového ramecku a susSen pii teploté 35 °C po dobu 24 hodin.

7.5 Oznaceni vzorku

Piipravené vzorky byly pfed vystavenim urychlenému UV-starnuti oznaceny v zavislosti na
dvou parametrech — koncentraci glycerolu a dob¢ ozareni. Pfehled znaceni testovanych

vzorkd zobrazuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Znaceni testovanych vzorkt

Koncentrace
Oznaceni | glycerolu Doba
vzorku [%] ozéfeni [h]
30 0 30 0
30 1 30 1
30 2 30 2
30 4 30 4
30 8 30 8
30 16 30 16
40 0 40 0
40 1 40 1
40 2 40 2
40 4 40 4
40 8 40 8
40 16 40 16
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8 METODY CHARAKTERIZACE ZELATINOVYCH FILMU

8.1 Urychlené starnuti

K urychlenému UV-starnuti neboli fotodegradaci byl pouzit Xenotest ALPHA+ (Obrazek
7). Vzorky byly ozafovany xenonovou lampou pii teploté 35 °C a relativni vlhkosti 50 %.

Expozice UV zéfeni za 1 hodinu byla 215 kJ/m?,

Obrazek 7: Xenonova komora ATLAS Xenotest ALPHA+

Filmy byly umistény do specidlnich kovovych drzaka (Obrazek 8) a vystaveny UV zéfeni,
a to pouze z jedné strany. Vzorky byly odebirany v intervalech 0, 1, 2, 4, 8 a 16 hodin. Kazdy

vzorek byl nasledné testovan.

Obrazek 8: Uchyceni Zelatinovych filmii v xenonové komoie
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8.2 Rozpustnost a botnani

Rozpustnost vzorkii ve vodé byla pozorovana pomoci schopnosti vzorkli bobtnat. Zaroven

byl sledovan interval, po ktery je vzorek schopen vydrzet ve vod¢, aniz by se zacal rozpadat.

Nejprve byly suSeny vzorky pti 35 °C po dobu 24 hodin. Vysusené vzorky byly zvazeny,
umistény do destilované vody a po urcitych intervalech (0,5, 1, 2, 4, 10, 24, 36, 48 a 60
hodin) byly vytazeny a zvazeny. Vzorky byly obkresleny na milimetrovy papir, vypocitana

jejich plocha. Byla zméiena také tloustka nabotnalého vzorku pro ziskani objemu.
Stupen nabotnani neboli botnavost byl vypocitan jako nariist objemu nabotnalého vzorku
vztazen na objem ptvodniho nenabotnalého vzorku v procentech pomoci rovnice:

Vo
botnavost = (7) =100 (2)

t

kde:
Vo ... pocate¢ni objem nenabotnalého vzorku [mm?]

Vi ... objem vzorku po ur¢itém intervalu botnani [mm?]

8.3 Paropropustnost

Pro méfeni propustnosti pro vodni pary byly pfipraveny vzorky filmd s primérem cca
3,8 cm. Vzorky nebyly nijak suSeny, byly po ukonceni fotodegradace pouze umistény do
exikatoru a ponechany v ném do provedeni testu. Do kalisku s otvorem bylo navazeno +25
g vysuseného silikagelu a nasledné polozen vzorek upevnény mezi dvé gumova tésnéni tak,
aby piekryval cely otvor. KaliSek byl uzavien vickem s otvorem. Silikagel byl suSen pfi

teploté 150 °C po dobu 20 hodin. Pro kazdy ¢as degradace byl ptipraven jeden vzorek.

Ptipravené kalisky byly vloZeny do klimatické komory, kterd byla nastavena na teplotu 37
°C s relativni vlhkosti 50 %. Vzorky byly z komory vyjmuty a vazeny v ¢asovém intervalu
24 hodin, kdy byl pozorovan ptirtistek jejich hmotnosti.

Nameétené vysledky byly vyneseny do grafu zavislosti hmotnosti na ¢ase v klimatické
komote. Propustnost pro vodni pary q byla vypocitana podle rovnice:

_ 240-Am

1=~ O

kde:

q ... propustnost pro vodni pary [g-m™]
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Am ... rozdil hmotnosti za dobu méteni [mg]
S ... plocha testovaného vzorku [cm?]

At ... doba méfeni [h]

8.4 Spektrofotometrie

Pomoci spektrofotometru HunterLab UltraScan Pro D65 (Obrazek 9) byly u jednotlivych
vzorkli méfeny barevné souradnice, index zlutosti YI (podle normy ASTM E313) a zakal
(podle normy ASTM D1003), a to metodou na priichod. Barva vzorkti byla vyjadiena ve
stupnici CIE Lab jako hodnoty L*, a* a b*.

Nasledné byly vyhodnoceny celkové rozdily v barvé jednotlivych vzorkd od standardu
(pocatecniho vzorku pted ozafenim) s 30 % glycerolu a hodnotami — L* = 89,62 a* = -0,85

ab*=12,17 a standardu s 40 % glycerolu — L* = 88,91, a* = -0,33 a b* = 12,26.

Rozdil barevnosti byl vypocitan dle rovnice:

AE* = \/(AL*) + (Aa*) + (Ab*)  (4)
kde:
AE* ... rozdil v barvé mezi vzorkem a standardem
AL* ... rozdil mezi barevnym parametrem L* vzorku a standardu
Aa*... rozdil mezi barevnym parametrem a* vzorku a standardu

Ab*... rozdil mezi barevnym parametrem b* vzorku a standardu

Obrazek 9: Spektrofotometr HunterLab UltraScan Pro D65
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8.5 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

U jednotlivych filml byla pomoci infraéerveného spektroskopu s Fourierovou transformaci
Bruker ALPHA (FTIR, Obréazek 10) zmétena spektra metodou ATR s platinovym krystalem,
a to vzdy na strané orientované smérem k lampé¢ pti fotoexpozici. Jako kontrolni vzorek byl
pouzit film bez UV ozéfeni. Vzorky byly vystaveny infracervenému svétlu v intervalu
vlnovych délek od 400 cm™ do 4000 cm™!. Celkové bylo béhem jednoho méfeni potizeno 32

snimku.

Obrazek 10: Infracerveny spektroskop s Fourierovou transformaci Bruker ALPHA 11
8.6 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Diferencidlni skenovaci kalorimetr Mettler Toledo DSC1 (Obrazek 11) se vyuzil pro
sledovani tepelnych vlastnosti pfipravenych vzorkl. Sledovanymi parametry pii analyze
jsou teplota skelného piechodu a teplota tdni. Pro testovani byly pfipraveny vzorky
s hmotnosti cca 5 mg, které se umistily do hlinikovych misek. Jako reference se pouzila

prazdna miska Mé&feni probihalo v atmosféfe dusiku s pritoénym mnozstvim 20 ml/s.
Teplotni profil méfeni se skladal z:
e setrvani na 25 °C po dobu 5 minut;

e prvni ohfev —z -25 °C na 120 °C rychlosti 10 °C/min;

chlazeni — ze 120 °C na -20°C rychlosti 10 °C/min;

druhy ohiev — z -20 °C na 120 °C rychlosti 10 °C/min.
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Obrazek 11: Diferencialni skenovaci kalorimetr Mettler Toledo DSC 1
8.7 Termogravimetricka analyza

Z jednotlivych filmi byly pfipraveny vzorky o hmotnosti cca 10 mg, které byly podrobeny
termogravimetrii (TGA) neboli méfeni tbytku hmotnosti v zavislosti na teploté. Testovani
probihalo na pfistroji Netzsch STA449 F1 Jupiter (Obrazek 12) v simultannim tepelném
analyzatoru, ve kterém je soustava dvou misek, kdy prvni referen¢ni miska je prazdna a do
druhé je umistén vzorek. Samostatné meéfeni probihalo konstantnim ohfevem rychlosti

10 °C/min z teploty 25 na 600 °C v atmosféfe argonu.

Obrazek 12: Termicky analyzator Netzsch STA 449 F1 Jupiter
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Pevnost Bloom

Ve studii P. Mokrejse et al. (2019) [54] se provadélo méfeni pevnosti Zelatinovych gelil
vyuzitim metodiky AOAC 948.21. V této praci se uvadi, ze pii provedeni
biotechnologického procesu slozeného ze dvou stupiiti a zvoleni idealniho extrakéniho ¢asu
a teploty je mozno ziskat Zelatinu s pevnosti gelu az 170 Bloom. Obrazek 13 vyobrazuje
ziskané pevnosti gelu (v jednotkach Bloom) v zavislosti na dvou faktorech — dobé¢ a teploté

extrakce. [54]

Pevnost zelatinovyeh geli (Bloom)
40 I e

2 SEEEEY 75-100 [130330000
..'!:5 .;;::i' ‘ L | | A

Doba (h)
]
]

100-125

90

N

60 65 70 75 8 8
Teplota (°C)

Obrazek 13: Vrstevnicovy graf vlivu teploty a doby extrakce ne pevnost zelatinovych gela
(Bloom) [54]

Tabulka 2: Piehled pevnosti gelu 1. a 2. frakce zelatiny

Nameétend pevnost Piepoctend/skutecna

gelu [Bloom] pevnost gelu [Bloom]
1. frakce 182 111
2. frakce 263 160

Podminky prvni extrakce provedené pro zisk Zelatiny z kufecich béhdkl byly v ramci této

diplomové prace zvoleny nasledovné — 70 °C po dobu dvou hodin. V ramci druhé extrakce
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byla teplota zvySena na 85 °C a drzena po dobou dvou hodin. Namétené hodnoty pevnosti
gelu Zelatin z prvni a druhé extrakce uvadi Tabulka 2. V porovnani ziskanych pevnosti gelu
a grafu (Obrazek 13) ze studie P. Mokrejse et al. (2019) [54] hodnota prvni extrakce
odpovida hodnoté v grafu. Pii druhé extrakci se v ramci této diplomové prace povedlo ziskat
zelatinu s vyssi pevnosti gelu nez byla ziskdna pii stejnych podminkach ve studii, avSak po
vysuSeni bylo ziskané mnozstvi mnohem mensi nez v piipadé prvni frakce zelatiny. Proto

byla pro vyrobu filmti pouzita prvni extrahovana frakce.

9.2 Rozpustnost a botnani

Rozpustnost byla u zelatinovych filmi zkoumana jako doba, po kterou jsou schopny bez
mechanického namahani odolat vodé, tedy udrZet tvar aniZ by se rozpadaly. V tabulkéach
zobrazujicich intervaly do rozpusténi vzorkl s 30 (Tabulka 3) a 40 % (Tabulka 4) glycerolu
1ze vidét, ze vyznamny vliv, kromé mnozstvi zmékcovadla, hraje délka expozice UV zareni.
Seda barva znamena &as, kdy uz byl vzorek rozpustén, tedy nedrzel tvar. S rostouci dobou
UV ozafeni se sniZzuje u vzorkl rozpustnost, a to v ptipad€ obou sérii vzorkd. Jiz po jedné
hodiné expozice UV-zafeni se vyrazné prodlouzila doba do rozpusténi vzorku. SniZeni
rozpustnosti mize byt zpisobeno sitovanim pisobenim UV-svétla, neboli tvorbou novych
vazeb.

Tabulka 3: Hodnota nabotnani a doba do rozpusténi vzorkt s 30 % glycerolu s intervaly
ozateni 0—16 hodin (Seda barva znamena rozpusténi vzorku)

. Botnavost [%
Casthl 557 30 1 30 2 goj4 308 | 30 16
0 100 100 100 100 100 100
0,5 552 460 586 382 318 333
1 615 546 733 532 477 482
2 651 616 928 611 485 559
4 822 621 979 695 592 578
10 850 641 962 813 575 660
24 689 1071 824 615 679
36 686 947 830 625 657
48 688 991 804 655 661
7 1163 846 624 687
96 881 690 628
168 787
216
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Tabulka 4: Hodnota nabotnani a doba do rozpusténi vzorkt s 40 % glycerolu s intervaly
ozéteni 0—16 hodin (Seda barva znamena rozpusténi vzorku)

v Botnavost [%]
Cas thod] 575 40 1 40 2 40 4 40 8 | 40 16
0 100 100 100 100 100 100
0,5 549 440 452 400 449 439
1 551 554 673 507 581 627
2 618 573 774 595 669 739
4 590 863 591 756 756
10 678 912 604 783 762
24 686 943 683 729 720
36 707 736 719
48 746 762 737
72 759 767 740
96 819 839 832
168
216

Rozpustnost korelovala se schopnosti vzorku nabotnat. Vzhledem k hydrofilni povaze
glycerolu dokazou filmy s vys$si koncentraci této latky navézat do své struktury vice vody.
Percentualni nartist objemu vzorkl zptisobeny nabotnanim znazorituje Obrazek 14 (s 30 %
glycerolu) a Obrazek 15 (s 40 % glycerolu). Pokles v hodnoté botnavosti v nékterych

ptipadech miiZze byt zplisoben rozpusténim ¢i odpadnutim ¢asti vzorku.

Z vysledki Zelatiny s obsahem 30 % glycerolu Ize pozorovat, s vyjimkou vzorku ozafeného
2 hodiny, ze UV-expozice vede ke snizeni stupn€ nabotnani. Vzorek vystaveny UV-svétlu
po 2 hodiny vykazuje ne¢ekané chovani a mize se jednat o chybu, napf. pti ptipravé filmu.
Tento vzorek by bylo dobré porobit analyze znovu. Ve vSech piipadech délky ozareni bylo
dosazeno rovnovazného stavu nabotnéani po cca 4 dnech, poté uz se hodnoty pfili§ neménily.
V piipadé zelatinového filmu s obsahem 40 % glycerolu je situace dost podobnd, vcetné
vybocujiciho chovani vzorku ozafeného 2 hodiny. Neozaieny vzorek vykazovat nejvyssi
nabotnani jiZ po pul hodin€ v rozpoustédle, prodlouZeni casu pak uz pravdépodobné vedlo
k rozpousténi ¢i odpadavani ¢asti vzorku, proto jsou pfiiriistky malé a velmi brzy (po 4
hodinach) jiz vzorek viibec nedrzel tvar a nebylo mozné s nim manipulovat. Proto hodnoty
nabotnani v ¢asech 1 a 2 hodiny mohou byt zavadéjici. 1 v ptipadé téchto filml bylo

dosazeno rovnovazného stupné nabotnani cca po 4 dnech.
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Obrazek 14: Objemova botnavost vzorkl s 30 % glycerolu s intervaly ozatreni 0—6 hodin
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Obrazek 15: Objemova botnavost vzorki s 40 % glycerolu s intervaly ozatfeni 0—6 hodin
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Vzhledem k potenciélni aplikaci jako obaly na potraviny je dulezitou vlastnosti odolnost
rozpusténi. Ze vSech vzorka dokdzal nejdéle odolavat ptisobeni vody vzorek 30 16 (30 %
glycerolu, interval ozéieni 16 hodin). Tento vzorek dokéazal vydrzet 168 hodin a zvétsil sviyj
objem na 787 % ptvodniho objemu. Pii zvySeni koncentrace glycerolu o 10 % vykazuji
nejdelsi dobu do rozpusténi (96 hodin) shodné 3 vzorky — 40 4, 40 8 a 40 16 (40 %
glycerolu, interval ozafeni 4, 8 a 16 hodin). Jejich nabotnani bylo 818, 839 a 832 %.

9.3 Paropropustnost

Propustnost pro vodni pary zavisi pfedeviim na struktuie polymert a tloust'ce filmu. Zelatina
i glycerol jsou hydrofilni latky. Pokud dochéazi k vystaveni UV-zafeni, snizuje se volny
objem a mezi jednotlivymi fetézci zelatiny dochazi ke vzniku vazeb. Zesiluje se struktura

zelatinového filmu a snizuje se jeho kiehkost a propustnost pro vodni pary.

Vzhledem k velké pocatecni kiehkosti a nerovnému povrchu zelatinového filmu se
nepodafilo nedegradovany film do kaliSku uréeného k méfeni umistit. Z tohoto divodu je

srovnavan pouze vliv riizné koncentrace glycerolu a doby UV-zéteni.

Vzorky pted analyzou byly kondiciovany v susarné pii stejnych podminkéch: 35 °C po dobu
24 hodin. Propustnost pro vodni pary byla métena v klimatické komote (37 °C, relativni
vlhkost 50 %) na kaliScich s vysusenym silikagelem. Kazdy z kaliskli byl uzavien pomoci
testovaciho vzorku. Testovani probihalo postupnym vazenim kalisku a sledovani piibytku
hmotnosti, ktery predstavoval vlhkost, kterd byla schopna navazat se na Zelatinovy film nebo
projit skrz a byt pohlcena silikagelem. Z grafu pro vzorky s 30 % (Obrazek 16) a 40 %
glycerolu (Obrazek 17) 1ze pozorovat konstantni narist hmotnosti u vSech vzorkt po dobu

Sesti dni. Poté zacal byt riist méné strmy a pii delSim méteni by nejspise nastala rovnovaha.
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Obrazek 16: Narast hmotnosti testovacich kaliSku uzavienych filmem s 30 % glycerolu s

intervaly 1-16 hodin ozafeni pro métfeni paropropustnosti
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Obrézek 17: Nartst hmotnosti testovacich kalisku uzavienych filmem s 40 % glycerolu s

intervaly 1-16 hodinu ozareni pro méfeni paropropustnosti
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Jak lze vidét z vysledki pro zelatinové filmy s 30 % glycerolu (Obrazek 18) a 40 % glycerolu
(Obrazek 19) zvysujici doba expozice UV zéfeni snizovala propustnost pro vodni pary,
ziejme¢ z duvodu sesitovani struktury. Bohuzel neni mozné urcit, jak se snizila
paropropustnost po jedné hodin¢ UV-expozice vzhledem k neozafenému filmu, protoze tyto
filmy se nepodatilo bez poskozeni umistit do testovaciho kalisku. Propustnost vodnich par
byla vyssi pro vzorky s vyssi koncentraci glycerolu. Tato skuteCnost platila pti vSech
intervalech ozareni. Trend je pravdépodobné zplisoben zvySenim pohyblivosti a vEétSim

mezeram mezi polymernimi fetézci polymeru po ptridani vétsSiho mnozstvi zméekcovadla.
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Obrazek 18: Paropropustnost vzorkl s 30 % glycerolu po intervalu ozareni 1-6 hodin
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Obrazek 19: Paropropustnost vzorkt s 40 % glycerolu po intervalu ozéafeni 1-6 hodin

Hodnoty propustnosti pro vodni pary znazoriiuje Tabulka 5. Narst hmotnosti byl vice méné
line4rni pro vSechny vzorky az do doby 6 dnti. Po této dobé byla paropropustnost nejvyssi u
vzorkii 40 1 (40 % glycerolu , interval ozafeni 1 hodina), a to 18,33 g'm. Naopak nejniZsi
propustnost pro vodni pary 2,81 g'm™ vykazuje vzorek s 30 % glycerolu po 16 hodinach
ozareni. Jelikoz byly vysledky méfeny pouze na jednom vzorku pro kazdou koncentraci a
dobu UV-expozice, je mozné, ze vzorky mohly z divodu nedostatecné homogenizace
obsahovat rizné mnozstvi glycerolu. Zajimavé je, ze vzorek 40 4 vykazoval nizsi

paropropustnost nez vzorek 40 8, tedy vzorek ozafovany delsi dobu.
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Tabulka 5: Hodnoty propustnosti pro vodni pary pro vzorky s 30 a 40 % glycerolu v
intervalech ozéteni 1-16 hodin

30 % glycerolu 40 % glycerolu

Interval UV-ozaieni Propustnost pro Propustnost pro

[h] vodni pary po 6 vodni pary po 6

dnech méteni dnech méteni
[gm~] [gm”]

1 7,05 18,33
2 6,93 13,06
4 7,07 10,83
8 2,86 12,04
16 2,82 6,29

9.4 Spektrofotometrie

Pomoci spektrofotometru byly zméfeny hodnoty barevnych soufadnic, Zlutosti a zdkalu
jednotlivych Zelatinovych filmG s riznym obsahem glycerolu a intervaly UV-zafeni.
Hodnota L* zna¢i miru od bil¢ do ¢erné. Pokud je hodnota L* 0-50, vzorek je oznacovan za
tmavy. Od 51-100 je vzorek povazovan za svétly. Cislo na stupnici a* vypovida o ¢ervené
nebo zelené barvé vzorku. Kladné hodnoty piedstavuji cervenou, zdporné barvu zelenou.
Stupnice b* znaci pfechod mezi zlutou a modrou barvou. Kladné hodnoty jsou spojeny se

Zlutou, zaporné pak s modrou barvou.

Pfed métenim byly vzorky kondiciovany v suSarné pti stejnych podminkach: 35 °C po dobu
24 hodin. Z namétenych hodnot pro vzorky s 30 % glycerolu (Tabulka 6) lze pozorovat, Ze
hodnota L* po ozafeni mirné klesa. Tato zména znamena, Ze film se stavd tmavsim. Hodnota
b* roste a barva se tak méni do zluta, ovS§em velmi mirné. Hodnota a* zlstava vice méné
beze zmény. Index Zlutosti také roste, coz koreluje s posunutim hodnoty b* do vyssich
hodnot. Zakal filml po hodinovém ozareni mirn¢ vzroste, avSak nasledné se jiZ neméni.

Tabulka 6: Namétené hodnoty barevnych soutadnic, Zlutosti a zakalu pro vzorky s 30 %
glycerolu po jednotlivych intervalech UV ozafeni

L* a* b* Zlutost Zakal [%]
30 0 89,62 -0,85 12,17 22,41 91,2
30 1 89,39 -0,83 13,12 24,15 94,0
30 2 89,05 -0,81 13,69 25,16 93,9
30 4 88,73 -0,82 14,30 26,36 93,6
30 8 87,94 -0,80 14,37 26,64 94,1
30 16 87,66 -0,82 15,00 27,92 94,3
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Vyse zminéné hodnoty vzorka se 40 % glycerolu (Tabulka 7) se po ozafeni méni stejnym

trendem jako u vzorkt s 30 % glycerolu. Film se stava svétlejsi a vice zluty.

Tabulka 7: Naméiené hodnoty barevnych soutadnic, zlutosti a zékalu pro vzorky s 40 %
glycerolu po jednotlivych intervalech UV ozaieni

L* a* b* Zlutost | Zakal [%]
40 0 88,91 -0,33 12,26 23,13 93,6
40 1 88,69 -0,30 13,03 2491 93,9
40 2 88,53 -0,42 13,27 25,11 94,1
40 4 88,27 -0,26 13,98 25,63 93,6
40 8 88,01 -0,82 14,30 26,36 94,5
40 16 87,92 -0,28 14,95 28,11 93,7

Nasledné byla pro zelatinové filmy vypoctena barevna zména. Ta vypovida o tom, zda se
mezi dvéma méfenimi barva filmu zménila tak, abychom tuto zménu byly schopni rozpoznat
lidskym okem. Aby byla zména barevnosti viditelnd lidskym okem, musi hodnota E*
presahnout 0,4. V nasledujicich tabulkéach jsou uvedeny hodnoty barevné zmény pro vzorky
s 30 % (Tabulka 8) a 40 % (Tabulka 9) glycerolu. Z tabulek Ize vidét, Zze u obou typt vzorkl
nastdva po ozaieni barevnd zmeéna, vyraznéj$i je v pripad¢ Zelatiny s niz§im obsahem

glycerolu.

Tabulka 8: Barevna zména vzorku s 30 % glycerolu

AL* Aa* Ab* AE*
30 0
30 1 -0,23 0,02 0,95 0,978
30 2 -0,57 0,04 1,52 1,624
30 4 -0,89 0,03 2,13 2,309
30 8 -1,68 0,05 2,2 2,769
30 16 -1,96 0,03 2,83 3,443
Tabulka 9: Barevna zména vzorku s 40 % glycerolu
AL* Aa* Ab* AE*
40 0
40 1 -0,22 0,03 0,77 0,801
40 2 -0,38 0,01 1,01 1,079
40 4 -0,64 0,07 1,72 1,837
40 8 -0,90 0,01 2,04 2,230
40 16 -0,99 0,05 2,69 2,867
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9.5 Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci

Pomoci FTIR spektrometru byl zkouman ucinek UV-zdfeni na funkéni skupiny v
zelatinovych filmech s pfidavkem glycerolu jako zmékcovadla. Naméiené spektrum

nedegradovaného vzorku (Obrazek 20) ukazuje jednotlivé vznikajici piky.

Vrcholy ve spektru, které filmu poskytuje zelatina se nachazeji v pasech okolo 3 288, 1 631,
1 544 a 1 243 cm™ odpovidajici amidu A (natahovani a kmitani N-H), amidu I (kmitani a
natahovani C=0 a C-N vazeb), amidu II (ohyb N-H) a amidu III (ohyb N-H vazeb). Pokud
je do filmu ptidan glycerol, dochazi ke vzniku dalSiho charakteristického vrcholu okolo 1045

cm’! a jeho intenzita se zvy$uje s vy$§im mnoZstvim glycerolu. [55, 56]

Pik v oblasti amidu A by také mél dle studie M. H. M. Nor et al. (2016) [56] byt intenzivné;jsi,
SirSi a mél by ostieji rist s vy$Sim obsahem glycerolu. Tato skute¢nost by méla byt nejspise

spojena se skupinou -OH, ktera se do filmu dostava ptidavkem zmékcovadla. [55]

Rast intenzity piku amidu I s pfidavkem glycerolu je disledkem snadného vytvoteni
mezimolekuldrnich vodikovych mustkli mezi skupinami C=0O a N-H s O-H z glycerolu.
Tento pas je slozen z napinacich vibraci C=0 (70-85 %) a C-N (10-20%) vazeb. Amid I je
povazovan za nejucinnéjs$i vrchol pro analyzu proteinové struktury pomoci infracervené
spektroskopie. Pfesnd poloha pasu amidu I zavisi na vodikovych mistcich a konformaci
struktury bilkoviny. Obecné pak vétSina bilkovin ma zarovenn vice druhli sekunddrni
struktury (o-helix, B-skladany list nebo ndhodnou strukturu), takze pik v pasu amidu I ¢asto

ukazuje nekolik ramen. [55]

Rozmezi a intenzita vrcholu amidu II je obecné mnohem citlivéj$i na hydrataci neZ na zmény
sekundarni struktury. PrestoZze byly filmy suSeny 24 hodiny pii 35 °C, rozdily mohly
vzniknout rozdilnym obsahem vody. Pik okolo 1 045 cm™ je pravdépodobné spojen

s interakci glycerolu a struktury filmu. [56]
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Obrazek 20: FTIR spektra nedegradovanych filmi s rozdilnym mnozstvim glycerolu

FTIR spektra Zelatinovy filmt s 30 % glycerolu (Obrazek 21) a 40 % glycerolu (Obrazek
22) po UV ozafeni v riznych Casovych intervalech ukazuji zvySeni intenzity vSech pikd.
ZvySeni intenzity znamend vznik a pfitomnost vice vazeb, které jsou charakterizovany
uritymi vlnovymi délkami. Tato skute€nost muize znacit zesitovani vzorkli po jejich
expozici UV-zéfeni. Zajimavé je, Ze k dramatickému zvySeni intenzity doslo po jedné hodiné
UV-expozice a s jejim prodluZovanim se jiZ intenzita vyrazné neméni. Vyjimku tvoii vzorek
se 40 % glycerolu ozafovany 2 hodiny, tady by bylo vhodné provést kontrolni mefeni a ovéfit

tak jeho spravnost.
Z namétenych grafi vyplyva, Ze nedoSlo ke vzniku Zadnych novych pik. VSechny
pfipravené filmy vykazuji piky ve stejnych oblastech vinovych délek bez ohledu na

koncentraci zmé&kcovadla i délku expozice UV zéfeni, 1i8i se jen intenzitou.
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Obrazek 21: FTIR spektra zelatinovych filmi s 30 % glycerolu po 0—16 hodinach ozéfeni
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Obrazek 22: FTIR spektra zelatinovych filml s 40 % glycerolu po 0—16 hodinach ozafeni
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Tabulky zobrazujici plochy pod jednotlivymi piky amidu A, B, I, Il a III po zelatinové filmy
s 30 % glycerolu (Tabulka 10) a 40 % glycerolu (Tabulka 11) vypovidaji o zvétSeni plochy
vSech pikli po expozici vzorku UV zafeni. Graf rastu velikosti ploch pod piky po
jednotlivych intervalech ozafeni znazoriiuje Obrazek 23 (30 % glycerolu) a Obrazek 24 (40
% glycerolu). Po ozafeni po dobu 1 hodiny dochdzi k nejvétSimu narGstu vsech
pozorovanych piki, poté uz je nardst pozvolnéjsi, pifipadné¢ se hodnoty pfili§ nelisi.
V piipadé vzorku 40 2 jsou opét vidét anomalie.

Tabulka 10: Plochy pikti amidu A, B, I, IT a Il vzorkt s 30 % glycerolu pted a po UV
ozafeni

Amid A Amid B Amid | Amid 11 Amid II1
30 0 4,725 0,469 3,244 1,944 0,334
30 1 30,605 2,098 17,726 10,58 1,734
30 2 39,379 2,44 21,15 12,51 2,026
30 4 43,027 2,361 20,067 11,756 1,89
30 8 39,056 2,191 19,978 11,746 1,898
30 16 39,999 2,505 19,425 11,608 1,861
45 -
40
T 354 —=— Amid A
e . —e— Amid B
S 30- —a— Amid |
o 1 .
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Obrazek 23: Grafické zobrazeni ploch pod jednotlivymi piky zelatinovych filmt s 30 %
glycerolu po 0—16 hodinach ozateni
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Tabulka 11: Plochy pikli amidu A, B, I, II a Il vzorkt s 40 % glycerolu ptfed a po UV
ozafeni

Amid A Amid B Amid | Amid 11 Amid III
40 0 8,455 0,548 5,132 3,417 0,627
40 1 35,246 2,351 18,808 11,111 1,759
40 2 39,778 2,81 20,605 12,055 1,944
40 4 42,994 2,515 21,341 12,208 1,978
40 8 39,138 2,439 20,59 11,807 1,864
40 16 42717 2,493 21,326 12,121 1,94
45 -
40 -
. —=— Amid A
L 357 —e Amid B
S a0l —4— Amid |
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Obrazek 24: Grafické zobrazeni ploch pod jednotlivymi piky Zelatinovych filmti s 30 %
glycerolu po 0—16 hodinach ozaieni

9.6 Diferencialni skenovaci kalorimetrie

Tepelné vlastnosti Zelatin maji prakticky vyznam pii pouZitelnosti obalovych materiali.
Pomoci diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC) byly ziskany charakteristické teploty —
Tg (teplota skelného pfechodu) a Tm (teplota tani), viz Tabulka 12 a Tabulka 13. Ptfed
analyzou byly vzorky suSeny pfti 35 °C po dobu 24 hodin.
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Prvni ohiev vzorkti s 30 % uvadi Obrazek 25 a s 40 % glycerolu Obrazek 26. Jsou zde vidét
dva dulezité prechody, a to zejména teplota skelného prechodu, kterd je charakterizovana
zménou polohy zakladni linie (zména tepelné kapacity), v tomto ptipad¢ s endotermickym
zotavenim (skelny prechod a relaxace). Po T, nasleduje endotermicky pik, ktery odpovida
teploté tani spirdlové struktury. Na vzorcich byl proveden i druhy sken po kontrolnim, ktery
by mél zobrazovat teploty skelného piechodu nizsi nez u prvniho skenu, avSak v nasem

ptipadé z druhého skenu nebylo mozné takovou teplotu vycist.

Pfi prvnim ohfevu se mezi Tg a Ty stava film pruznym a obsahuje semikrystalickou strukturu
vznikajici ptitomnosti trojSroubovic. Nad Tm nastdva roztaveni vsech Sroubovic a film
ptechazi do viskdzniho kapalného stavu s minimem rozpoustédla. Pfi chlazeni vzorku
rychlosti 10 °C/min nejsou schopny Sroubovice opét formovat krystalickou fézi, proto je
zelatina behem druhého ohfevu pouze v €isté¢ amorfnim stavu. Pficinou rozdili a posunt Tg
muze byt voda imobilizovana mezi peptidovymi fetézci vzorku tvoricimi trojSroubovici

béhem prvniho ohievu. [57]

Ve studii M. Coppola et al. (2008) [57] bylo zjiSténo, Ze vzorky s vyS$Sim obsahem
zmé&kcovadla (glycerolu) vykazuji nizsi teplotu skelného pfechodu. Stejna skutecnost plati 1

u teploty tani, ktera opét klesa s vyssim ptidavkem glycerolu.

Z namétenych kiivek byl sestaven prehled teplot skelného piechodu a tani vzorki s 30 %
(Tabulka 12) a 40 % (Tabulka 13) glycerolu pted a po jednotlivych intervalech ozafeni. U
vétSiny vzorkil 1ze pozorovat, Ze s vy$§im obsahem glycerolu vykazuje vzorek nizsi teplotu
tani a zpravidla 1 niz8i teplotu skelného pfechodu. Tato skuteCnost souhlasi se studii M.
Coppola et al (2008) [57]. Rozdily ¢i nesouhlasici hodnoty mohly vznikat z didvodu
nedostate¢né homogenizace vzorkl. Pro kazdy ¢as UV-zafeni se pouzil jiny vzorek filmu,
coz mohlo zpiisobit nékteré anomalie pii charakterizaci. Jedna se napt. o vzorek 40 2, ktery
vykazoval vybocujici chovani i v ptipadé FTIR analyzy a testu botnavosti.

Tabulka 12: Ptehled teplot skelného prechodu (Ty) a teplot tani (Tm) jednotlivych vzorka
s 30 % glycerolu pted a po ozatfeni

Tg[°C] | Tm[°C]
30 0 65,46 99,65
30 1 66,51 92,39
30 2 67,83 89,49
30 4 69,09 97,97
30 8 65,88 90,54

30 16 70,11 102,64
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Obrazek 25: DSC ktivky ohfevu zelatinovych filmti s 30 % glycerolu po ozéfeni v
intervalech 0—16 hodin

Tabulka 13: Ptehled teplot skelného ptechodu (Ty) a teplot tani (Tm) jednotlivych vzorka s
40 % glycerolu pted a po ozareni

Tg [°C] Tm [°C]
40 0 69,46 95,18
40 1 62,93 84,02
40 2 67,63 92,01
40 4 63,84 84,19
40 8 63,07 84,86
40 16 62,51 84,02
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Obrazek 26: DSC kitivky ohtevu Zelatinovych filml s 40 % glycerolu po ozéteni v
intervalech 0—16 hodin

Testovaci vzorky byly pfed méfenim vysuSeny pii 35 °C po dobu 24 hodiny, ale vzhledem
k nizsi teploté suseni mohly vzorky vykazovat jiny obsah vody. Rozdily mohly také
vzniknou nedostatecnou homogenizaci filmu a jinym obsahem glycerolu a Zelatiny

v testovacim vzorku.

9.7 Termogravimetricka analyza

Termogravimetricka analyza (TGA) davéd informace o tepelné stabilit€¢ vzorkli pomoci
vztahu mezi Ubytkem hmotnosti a teplotou. Pro lepsi vyhodnoceni a vizualizaci byla
zobrazena derivace (DTG) kiivky zobrazujici teploty, pti kterych doslo k nejvétsi degradaci

vzorku. Vysledné kiivky vSech vzorka uvadi Obrazek 27, Obrazek 28a Obrazek 29. [52]

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 5.4, kiivka TGA a jeji derivace vykazuje tii oblasti
dekompozice. Prvni stddium je spojeno s rozpadem vodikovych mitstkli a s tim spojenou
ztratou povrchove 1 uvniti vdzané vody. Lze ho pozorovat okolo teploty 100 °C. Druha faze

dekompozice zacinala okolo teploty 250 °C, v tuto chvili nastdva degradace a molekularni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

modifikace komponenti v Zelatinovém filmu — glycerolu a méné stabilitnich kratsich fetézct
zelatiny. Posledni faze nastavd okolo teploty 300 °C a znali depolymeraci delSich

zelatinovych makromolekul. [52]

Namétené vysledky nedegradovanych vzorki s 30 a 40 % glycerolu (Obrazek 27) vykazuji
stejny trend jak je zminén vySe. Prvni stddium do cca 180 °C je spojeno s odstranénim
zbytkové vody, ktera ¢inila pro vzorek s 30 % glycerolu 6,27 % a u vzorku s 40 % glycerolu
5,21 %. V oblasti pocatku degradace glycerolu a kratSich fetézcti zelatiny okolo 250 °C je
mozné vidét, Ze vzorek s vy$$im obsahem glycerolu vykazuje o 3 % v¢tsi zbytkové mnozstvi
hmotnosti. Treti stidium rozkladu dlouhych Zelatinovych fetézct trvalo az do teploty cca
500 °C. Dosahnutim teploty 600 °C nastal konec méfeni. Rezidualni mnozstvi bylo u obou
vzorkl cca 24 %. V tomto mnoZstvi se nachdzely uhlikové zbytky, které se nejsou schopny
pfi této teplote v argonu rozlozit. Pokud by byl vzorek vystaven kysliku, dokédzaly by shotet
i tyto uhlikové zbytky a ztistal by pouze obsah popelovin.

Pti porovnani vzorki pied a po ozareni vykazuji kiivky vzorkd s 30 % (Obrazek 28) i kiivky
se 40 % glycerolu (Obrazek 29) po ozareni velmi podobny pritbéh jako ty neozarené. Opét
lze pozorovat tfi stadia poklesu v okoli stejnych teplot. Tepelna stabilita se zda byt podobna

u vSech vzorku.
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Obrazek 27: Ktivka termické analyzy pro nedegradované vzorky s 30 % a 40 % glycerolu
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Obrazek 28: Kiivka termické analyzy pro vzorky s 30 % glycerolu s intervaly UV ozéafeni 0—6 hodin
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ZAVER

Diplomova prace se zabyvala vlivem fotodegradace na p¥ipravené Zelatinové filmy. Zelatina
pro vyrobu filmi byla ziskéna z kutecich béhaki, které se fadi mezi vedlejsi produkty jatecné
vyroby. Zelatinové filmy byly z divodu vysoké kiehkosti modifikovany pomoci
zmé&kcovadla, kterym byl glycerol. Pouzity byly dvé rozdilné koncentrace glycerolu — 30 a
40 %. Obé¢ série ptipravenych filml byly podrobeny fotodegradaci v intervalech 1, 2, 4, 8 a
16 hodin. U filma pted a po fotodegradaci byly provedeny testy rozpustnosti a propustnosti
pro vodni pary. Déle byly vzorky analyzovany pomoci spektrofotometru, infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci, diferencialni skenovaci kalorimetrie a termického

analyzatoru.

Rozpustnost film1 je ovlivnéna mnozstvim pfidaného zmékcovadla, kdy s vyssi koncentraci
glycerolu je u vzorkli zaznamenana vyssi rozpustnost. S rostouci dobou UV ozafeni se
snizuje rozpustnost filmt. Po jedné hodiné expozice UV-zafeni se vyrazné prodlouzila doba
do rozpusténi — u vzorki s 30 % glycerolu o 38 hodin a vzorkd s 40 % o 32 hodin. Po 16
hodinéach ozareni se prodlouzila rozpustnost filmi o 158 hodin (30 % glycerolu) a 0 92 hodin

(40 % glycerolu).

Propustnost pro vodni pary byla vyssi pro vzorky s vyssi koncentraci glycerolu a s delSim

intervalem ozateni se propustnost pro vodni pary sniZovala.

U obou sérii filmi 1ze ze zmén hodnot barevnosti filml po ozéfeni zjistit, Ze film tmavne a
meéni se velmi mirn€ do Zzluta, coz souhlasi s ristem indexu zlutosti. Zakal filma po
hodinovém ozareni mirn€ vzroste, ale nasledné se jiz neméni. U vzorkill nastava po ozareni

v

barevna zména, avSak vyraznéjsi je u série s niz§im obsahem glycerolu.

FTIR namétend spektra nevykazuji posunuti ani vznik novych pikti po UV-ozéfeni, které by
znamenaly vznik novych vazeb. Doslo pouze ke zvySeni intenzity pikli a plochy pod nimi
bez ohledu na mnozstvi zmékcovadla 1 délku ozafeni. Nejveétsi zmeéna nastava po ozaieni v
délce jedné hodiny, poté uz je zaznamenan pozvolné&jsi nartst. VEtsi namefena plocha pod
pikem nam dévala informaci o vzniku vice vazeb, coZ indikuje sesitovani.

Z kiivek diferencialni skenovaci kalorimetrie 1ze u vétSiny vzorkli pozorovat, ze s vySSim

obsahem glycerolu vykazuje vzorek nizsi teplotu tani a zpravidla 1 niz$i teplotu skelného

pfechodu. UV-expozice vede k mirnému sniZeni hodnot charakteristickych teplot.
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Termogravimetricka analyza zobrazila v argonu tii stadia dekompozice. Prvni stadium bylo
zaznamenano do 180 °C a spojeno s odstranénim povrchové a zbytkové vody. Nasledovalo
druhé, které zapocalo okolo teploty 250 °C, spojené s degradaci glycerolu a kratSich fetézct
zelatiny. Posledni tfeti stddium trvalo do teploty 500 °C a znamenalo rozklad dlouhych
zelatinovych fetézcl. Rezidudlnim zbytkem byly uhlikové slouCeniny, které je mozno
rozlozit pouze v kysliku. Délka expozice UV-svétlu neméla zésadni vliv na tepelny rozklad

zelatin.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze po vystaveni vzorkii UV-zafeni dochazi u zelatinovych filmt
k sitovani. Nejvétsi rozdil ve vlastnostech nastal po jedné hodiné UV- ozafeni, po delsi
expozici vykazovaly vSechny métené vlastnosti dal§i zmény, ovSem ne v takovém méfitku.
Délka UV-ozéfeni méla vliv na miru sesitovani a ovlivitovala tak vlastnosti pfipravenych

filmd. Vliv na vlastnosti ma také zvolené koncentrace zmékcovadla v Zelatinovych filmech.
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PRILOHA P I: SCHEMA EXTRAKCE ZELATINY

PROMYTIVE | fiyrace | OPRACOVANIV | finace | OPRACOVANIV
— STUDENE VODE 3 0,2M NaCl > 0,03M NaOH
KURECI BEHAKY (10 min) sfio (16, 1,5h) T (1:6, 45 min, 4x)
odstranéni albumind odstranéni globulind 1 vrstva odstranéni glutelint
PA tkaniny sito +
filtrace 1 vstrva
PA tkaniny
: : ODTUCNENI
PR d’f;ﬁ‘;tsofm T"ﬂce PETROLETHER/ETHANOL (1:1) ¢ PRESUSENI
. (1:6, 24 h, 3x) (35 °C, 48 h)
{talh;tepiota; 1> h) sito vZdy vyména rozpoustédla
§ sl OPRACOVANI ENZYMEM Protamex filtrace PROMYTI
KOLAGENU > +H30 (1:10), pH 6,5-7,0 —> [STUDENOU VODOU
(jemnost 1 mm) + enzym 0,4 %, tfepat 15 h, lab. teplota sito + (5 min)
3 vrstvy PA +
2 PES
tkaniny

. ROZTOK 1. FRAKCE
ZELATINY (k varu, 5 min)

+ SUSENI
(63 °C, 36 h) \ — EXTRAKCE 1. FRAKCE ZELATINY
+ Ho0 (1:10)
sito + 3 vrstvy (70 "’C,’Z'h)
PA tkaniny michani
ZELATINA PRVNI
JAKOSTI
ZELATINA DRUHE
NEROZLOZENY JAKOSTI
PODIL
ROZTOK 2. FRAKCE
ZELATINY (k varu, 5 min)
EXTRAKCE 2. FRAKCE ZELATINY o / {;3503556“;‘)
+ Ho0 (1:10) '
(85 '°C,'2'h) sito + 3 vrstvy
michan PA tkaniny

NEROZLOZENY PODIL
+ SUSENI
(103°C, 15 h)




PRILOHA P II: SCHEMA PRIPRAVY ZELATINOVYCH FILMU

ZELATINA
1. FRAKCE
4g

DESTILOVANA VODA

(pro ziskani 20% roztoku)

16 ml

GLYCEROL = zmékéovadlo
(30 nebo 40 % na hmotnost
Zelatiny)
1,2nebo 1,69

b

KADINKA
(25-50 ml)

l

ROZPUSTENI VE
VODNI LAZNI
(35 °C, michani)

l LITi ZELATINOVEHO ROZTOKU

SILIKONOVY
RAMECEK
(7x12,5 cm)

l

SUSENI
digestof, rovna plocha
(35 °C, 24 hodin)

i

ZELATINOVY FILM




PRILOHA P III: ENZYM PROTAMEX — MATERIALOVY LIST

SAFETY DATA SHEET

Revision date: 2020/02/14

Version No: 3

Compliant with 29 CFR §1910.1200 HCS 2012
Compliant with HPR WHMIS 2015

1. PRODUCT AND COMPANY IDENTIFICATION

Product Name Protamex®
Chemical Name Enzyme preparation
Declared activity Protease (Subtilisin)

Use of the substance/preparation
Novozymes' enzyme preparations are biocatalysts used in a variety of industrial processes within food manufacturing

Supplier's details

Novozymes North America, Inc.

77 Perry Chapel Church Rd., Box 576
Franklinton, NC 27525

E-mail: SafetyDataSheet@novozymes.com
WWWw.novozymes.com

Information Telephone Number
1-919-494-3000, 8 am - 4:30 pm EST M-F

Emergency Telephone Number
1-800-424-9300 (Chemtrec) 24 hours every day

Rethink Tomorrow 320
I’]OVOZ)/[TIES” )



SAFETY DATA SHEET

Protamex® Page
Version No: 3
Revision date: 2020/02/14

2. HAZARD(S) IDENTIFICATION

Classification
Classification of the chemical in accordance with 29CFR §1910.1200
WHMIS Classification

Respiratory sensitization Category 1
Label elements
Danger

Hazard statements
H334 - May cause allergy or asthma symptoms or breathing difficulties if inhaled

Precautionary Statements - Prevention

P261 - Avoid breathing dust/fume/gas/mist/vapors/spray

P284 - In case of inadequate ventilation wear respiratory protection

Precautionary Statements - Response

P304 + P340 - IF INHALED: Remove person to fresh air and keep comfortable for breathing
P342 + P311 - If experiencing respiratory symptoms: Call a POISON CENTRE or doctor/physician

Hazards not otherwise classified (HNOC)

n Health

n Flammability
0| Reactivity

X Protective
Equipment

217

3. COMPOSITION/INFORMATION ON INGREDIENTS

Chemical name CAS No 1UB No. Weight-%
Protease (neutral) (aep) 9080-56-2 3.4.24.28 1-5
Protease (Subtilisin) (aep) 9014-01-1 3.4.21.62 0.1-<1

aep (active enzyme protein) contributes to the GHS classification.

4. FIRST AID MEASURES

Rethink Tomorrow
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In case of unintended overexposure, the following measures apply

Inhalation
Effects
Symptoms

First Aid

Skin Contact
Effects
Symptoms
First Aid

Eye Contact
Effects
Symptoms
First Aid

Ingestion
Effects
Symptoms
First Aid

May cause allergic respiratory reaction.

Shortness of breath, wheezing and coughing.

The effect of inhalation may be delayed.

Remove person to fresh air. If signs/symptoms continue, get medical attention.
Show this safety data sheet to the doctor in attendance.

May cause slight irritation.

Slight irritation.

Remove and wash contaminated clothing before re-use. Wash off immediately with plenty of water. If
symptoms persist, call a doctor. Show this safety data sheet to the doctor in attendance.

May cause slight irritation.

Slight irritation.

Hold eye open and rinse slowly and gently with water for 15-20 min. Remove contact lenses, if present,
after the first five minutes, then continue rinsing eye. If symptoms persist, call a doctor. Show this
safety data sheet to the doctor in attendance.

Ingestion may cause gastrointestinal irritation, nausea, vomiting and diarrhea.

Irritation.

Rinse mouth with water and drink plenty of water. If symptoms persist, call a doctor. Show this safety
data sheet to the doctor in attendance..

5. FIRE-FIGHTING MEASURES

Flammable Properties
Suitable Extinguishing Media
Unsuitable Extinguishing Media

Hazardous Combustion Products

Slightly flammable according to HMIS criteria.
Use water spray, alcohol-resistant foam, dry chemical or carbon dioxide.
None.

None.

Specific Hazards Arising from the Chemical May cause allergic respiratory reaction

Protective Equipment and Precautions for Self-contained breathing apparatus and standard turn-out apparel

Firefighters

6. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Personal Precautions
Environmental Precautions

Methods for cleaning up

Rethink Tomorrow

For personal protection see section 8

Collect spillage.

Avoid formation of dust and aerosols.

Spilled preparation should be removed immediately to avoid formation of dust from dried preparation.
Take up by mechanical means preferably by a vacuum cleaner equipped with a HEPA (High Efficiency

Particulate Air) filter. Flush remainder carefully with plenty of water. Avoid splashing, high pressure
washing or compressed air cleaning to avoid formation of aerosols. Ensure sufficient ventilation. Wash

contaminated clothing.
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For personal protection see section 8.

7. HANDLING AND STORAGE

Handling

Storage

Avoid formation of dust and aerosols.

Ensure adequate ventilation.

This product is formulated to prevent formation of dust
However, inappropriate handling may release dust

Keep tightly closed in a dry and cool place. The product can be transported at ambient temperature.
Following delivery, the product should be stored as recommended. Temperature 0-25°C(32-77 °F)

8. EXPOSURE CONTROLS / PERSONAL PROTECTION

[Chemical name

JACGIHTLV |

|Protease (Subtilisin) (aep)

|Ceiling: 0.00006 mg/m? Ceiling (as crystalline active enzyme, listed under Subtilisins) |

Chemical name

DNEL Dermal Acute Local (Workers)

DMEL Inhalation Long term Local (Workers)

Protease (neutral) (aep)

DMEL =60 ng/m?

Protease (Subtilisin) (aep)

DNEL = 0,2% in mixutre (W/W)

DMEL =60 ng/m?

Derived No Effect Level (DNEL)
Derived Minimal Effect Level (DMEL)

Occupational exposure controls
Engineering Controls

Personal Protective Equipment
Respiratory protection

Eye Protection
Skin and body protection

General Hygiene Considerations
Environmental exposure controls

Ensure adequate ventilation, especially in confined areas.

Maintain good conditions of industrial hygiene. Some processes may require enclosures, local exhaust
ventilation, or other engineering controls to control airborne levels. Additional handling and
healthy/safety information is available upon request

In case of insufficient ventilation wear suitable respiratory equipment that meets HEPA/P100
specifications

Wear safety glasses with side shields (or goggles)
Wear protective gloves and protective clothing

Handle in accordance with good industrial hygiene and safety practice
Local authorities should be advised if significant spillages cannot be contained

9. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

Information on basic physical and chemical properties

Physical State

Color

Odor

pH

Melting point / freezing point

Initial boiling point and boiling range

Rethink Tomorrow

granulate

Off-white and brown
Slight fermentation odor
Not relevant

No information available
Not determined

X
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Flash Point

Evaporation rate

Flammability (solid, gas)

Upper/lower flammability or explosive
limits

Vapor Pressure

Vapor density

Density (g/ml)

Solubility

Partition Coefficient (n-octanol/water)
Autoignition temperature
Decomposition temperature

Viscosity

Other information

Not determined
Not available
Not determined
Not available

No data available
Not available
1.1

Page 5/7

Active component is readily soluble in application-relevant solutions at all levels of concentration,
temperature and pH which may occur in normal usage

No data available
Not available
Not available
Not available

No information available

10. STABILITY AND REACTIVITY
Reactivity

Chemical stability

Possibility of hazardous reactions
Conditions to Avoid

Incompatible materials

Hazardous Decomposition Products

Not relevant

Stable under recommended storage conditions

None under normal processing
Avoid destruction of granulate
None

None

11. TOXICOLOGICAL INFORMATION

Information on toxicological effects

Repeated inhalation of enzyme dust or aerosols resulting from improper handling may induce sensitization and may cause allergic type 1 reactions

in sensitized individuals
Mild skin irritation
Mild eye irritation

Chemical name

Acute oral toxicity

Acute inhalation toxicity

Skin corrosion/irritation

Serious eye damage/eye
irritation

Protease (neutral) (aep)

LD50: > 2000 mg/kg bw
(OECD TG 401)

irritating (OECD TG 404)

Slightly irritating (OECD TG
405)

Protease (Subtilisin) (aep)

LD50: 1800 mg/kg bw
(OECD TG 401)

Exposure based waiving

Slightly irritating (OECD TG
404)

Slightly irritating (OECD TG
405)

Chemical name

Specific target organ
toxicity (single exposure)

Genetic toxicity

Skin sensitization

Respiratory sensitization

Protease (neutral) (aep)

No indication of mutagenic

Sensitizer (Human

476)

effects (OECD TG 471, 473) experience)
Protease (Subtilisin) (aep) [Irritating, respiratory tract  [No indication of mutagenic Sensitizer (Human
(ACGIH 2001) effects (OECD TG 471, 473, experience)

Rethink Tomorrow
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12. ECOLOGICAL INFORMATION

Toxicity

Chemical name Daphnia, acute Algae, acute Fish, acute

Protease (neutral) (aep) EC50 (48 hours): 3.24 mg aep/| ErC50 (72 hours): 0.518 mg aep/l  |LC50 (96 hours): >18.4 mg aep/|
(OECD TG 202) (OECD TG 201) (OECD TG 203)

Protease (Subtilisin) (aep) EC50 (48 hours):586 pg aep/| (OECD|ErC50 (72 hours): 830 ug aep/| LC50 (96 hours): 8.2 mg aep/|
TG 202) (OECD TG 201) (OECD TG 203)

Persistence/Degradability

Partition coefficient
(n-octanol/water)
LogPow: <0

Chemical name Persistence and degradability

Protease (neutral) (aep) Readily biodegradable (OECD 301)

Protease (Subtilisin) (aep)

Readily biodegradable (OECD TG 301B)

LogPow: <0

Chemical name

Bioaccumulative Potential

Protease (neutral) (aep)

Does not bioaccumulate

Protease (Subtilisin) (aep)

Does not bioaccumulate

Mobility in soil Not relevant

Other adverse effects No information available

13. DISPOSAL CONSIDERATIONS
Disposal of wastes Dispose of in accordance with local regulations.

Contaminated Packaging Dispose of wastes in an approved waste disposal facility.

14. TRANSPORT INFORMATION

Transport Regulations
No dangerous goods according to transport regulations
No special precautions required

UN-No Not applicable
Proper Shipping Name Not applicable
Hazard Class Not applicable
Packing Group Not applicable
Reportable Quantity (RQ) Not applicable
Marine Pollutant Not applicable

15. REGULATORY INFORMATION

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

USA, Federal Regulations

TSCA Inventory

The active ingredient and all components of the enzyme preparation are listed on the TSCA inventory

SARA 313

Section 313 of Title IIl of the Superfund Amendments and Reauthorization Act of 1986 (SARA). This product does not contain any chemicals

Rethink Tomorrow >RQ
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which are subject to the reporting requirements of the Act and 40 CFR Part 372.

SARA 311/312 Hazardous Categorization

Acute Health Hazard No
Chronic Health Hazard No
Fire Hazard No
Sudden Release of Pressure Hazard No
Reactive Hazard No

USA, State Regulations
California Proposition 65
This product does not contain any Proposition 65 chemicals

Canada

DSL/NDSL
Does not Comply

WHMIS Statement
This product has been classified in accordance with the hazard criteria of the Hazardous Products Regulations (HPR) and the SDS contains all the
information required by WHMIS 2015.

16. OTHER INFORMATION

Training advice Details on the safe handling of this product are located in the Novozymes Customer Center Document
Library on www.mynovozymes.com

GHS-Classification The GHS calculation method has been used for classification of this mixture.

Disclaimer The information provided on this SDS is correct to the best of our knowledge, information and belief at
the date of its publication. The information given is designed only as a guide for safe handling, use,
processing, storage, transportation, disposal and release and is not to be considered as a warranty or
quality specification. The information relates only to the specific material designated and may not be
valid for such material used in combination with any other material or in any process, unless specified
in the text. Furthermore, as the conditions of use are beyond the control of Novozymes, it is the
responsibility of the customer to determine the conditions of safe use of these products.

End of Safety Data Sheet

Version No: 3 / ANSI / 2020/02/14
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