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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva kategorizaci, charakterizaci a moznostmi zpracovani pevnych a ka-
palnych vedlejsich produktl z jate¢ného zpracovani zvirat. V praktické ¢asti byla zpraco-
vana vybrand tkan z porazky dribeze (kufeci zaludky), biotechnologickym procesem na
zelatiny a hydrolyzaty. Byl studovan vliv vybranych technologickych podminek na ucin-

nost procesu a charakterizace ptipravenych zelatin.

Klic¢ova slova: zelatina, extrakce, kuteci zaludky, kolagen

ABSTRACT

This thesis deals with the categorization, characterization and possibilities of processing of
solid and liquid by-products from the animal processing of animals. In the practical part,
selected tissue from the slaughter of poultry (chicken gizzards) was processed, the biotech-
nological process on gelatin and hydrolysates. The influence of selected technological con-
ditions on the efficiency of the process and the characterization of prepared gelatin was

studied.

Keywords: gelatin, extraction, chicken gizzards, collagen
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UvVOD

Jiz od dévnych dob, kdy lidé zacali lovit a chovat zvifata pro obzivu, vyuzivali i ¢asti
jejich tél, které nemohli pouzit k pfimé konzumaci. Ze zacatku jen k vyrobé jednodu-
chych nastrojii a kusii odévii. Jak se rozsifoval okruh znalosti, rozsifovaly se 1 moznosti
vyuziti pivodné omezené¢ vyuzivanych zdroji z opracovani zvifecich tél po porazce ¢i
lovu. S nartistajicim objemem zpracovani, piechodem k priimyslovému zptisobu zpraco-
vani a zvySujici se spotiebou masa v rozvinuté spolec¢nosti, dochazi i k navySeni objemu
vedlejsich produktii. To sebou pifindsi nejen organizacni, ale i1 finanéni zatéz pro zpraco-
vatele. Musi uhradit ndklady vzniklé pii likvidaci nejen odpadd, jako je naptiklad odpad-

ni voda, ale 1 vedlejSich produktl v asana¢nich tstavech.

Moznosti, jak se vyhnout uhradé nékladii na likvidaci, je zpracovani téchto vedlejSich

produktii na jiné, vyuzitelné téz v potravinafstvi, ale i v dalSich oborech prumyslu.

Velmi zndmym produktem ze zpracovani zivocisSnych produkti je zelatina, vyuzivana
k pfimé konzumaci v mnoha potravinach, kde se vyuZziva jejich specifickych vlastnosti.
Naléza vSak uplatnéni 1 v dalSich odvétvich lidské ¢innosti. V sou€asné dobé je Zelatina
ziskavana zejména z veprovych a hovézich kiiZi a kosti. Dal§imi méné vyuzivanymi zdro-
ji jsou rybi kosti a ktize. Vzhledem k poétiim chovanych kust driibeze se jevi jako mozny
zdroj surovin i zbytky z porazky dritbeze. Tato diplomova prace pojednava o zpracovani
takovychto zbytkt, bilkovinné povahy, konkrétné kufecich Zaludk®, na hydrolyzaty a

zelatiny.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

1 CHARAKTERIZACE ODPADU Z JATECNEHO ZPRACOVANI
ZVIRAT

1.1 Soucasné zpracovatelské procesy v masném prumyslu

JateCny a masny primysl zaznamenal v uplynulém ptl stoleti vétsi zmény, nez tomu bylo
za posledni dvé tisicileti. Vyvoj védeckych znalosti a vybaveni, zarovenn s rozsifenim
pocitact a kamer mély zasadni vliv i v masném pramyslu. Zpoc¢atku masny prumysl za-
ostaval za jinymi pramyslovymi odvétvimi (napf. automobilovym primyslem), ale dnes

je protknut mechanizaci a automatizaci (tzv. primysl 4.0).

Je také zajimavé, ze zékladni stupné zpracovani masa, které byly pouzivany pfed dvéma
tisici lety, jsou pouzivany stale. Zménil se vSak jejich rozsah a zptisob provedeni. Dnes
jsou zvifata na jatky dopravovéna vozidly (v blizké budoucnosti pravdépodobné plné
autonomnimi), a napt. nahanka a nakladka brojlerti miize byt plné¢ mechanizovana. Zmg-
nila se 1 oblast, ze které jsou zvifata na jatky svaZena, mnohonasobnym zvétSenim tzemi,
které jednotlivé zavody obsluhuji. Dalsi kroky pti zpracovani byly automatizovany v jes-
t& vetsi mife, predevsim kvili rostouci jednotnosti fezli ze syrového masa, které vyrabégji
primarni zpracovatelské zafizeni. Piikladem je pln€ automatizovana linka, kde se vyrabé&;ji
tisice nuggetii za hodinu bez zasahu ¢loveka. Dal§im piikladem je koextruzni proces vy-
vinuty pro ptimou aplikaci polotuhého obalu na masné vyrobky. Zmény v marketingu a
chovani spotfebiteld mély velky vliv na masny primysl. Distribuce se pfesunula z mistni
spotieby k produktiim pievaZenym na velké vzdalenosti (pfikladem je napf. export masa
z Brazilie do Evropy). Dtlezité je 1 bezpecnost potravin, u automatickych systému snaze
kontrolovatelna, spojend se sanitaci a skladovatelnosti. V1iv mé i spotieba masa pro pri-
mérnou osobu, ktera stoupa. Zaroven se zkracuje doba pro ptipravu jidla doma, kterou
jsou zakaznici ochotni ptipravé vénovat (napi. v USA se za poslednich 50 let snizila z
2,5 hna 10 min). To vSe vede k tomu, ze naptiklad primarni rychlost zpracovani dritbeze
se za poslednich 40 let zvysila ¢tyinasobné a vedla ke zvysSeni zpracovatelské kapacity ze
4500 kg/h v roce 1970 na dneSnich 36 000 kg/h pro jednu linku. Zaroven ale nesmi byt
kvalita masa negativné ovlivnéna zvySovanim rychlosti linky a zkrdcenim doby pro vy-

kosténi.

Jednim z piikladl zafizeni je niz s vodnim paprskem (Obr. 2), ktery pouziva kamery pro

ziskani 3D obrazu masa a vypocita optimalni fez podle pfedem stanovenych specifikaci.
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Dalsim, méné¢ ndkladnym ptikladem, je stroj, ktery pouziva vysokorychlostni rotujici
Cepel, a laserové skenery pred nim provadéji méfeni a nasledné je vypocitan tvar porce

[1].

Obr. 1. Roboticky systém schopny tfidit a balit 300 fileth z kufecich prsou za minutu

Taok " /2>

. o 5

‘ = ™ ;
—— 1 3

S SR

Obr. 2. Systém fezani vodnim paprskem. Snimaci kamery pofizuji snimky pro vytvoieni
3D obrazu, ktery je pozdéji pouzit k vypoctu feznych linek pro vysokotlaké vodni trysky,

umisténé shora, pro fezani masa
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1.2 Odpady z jate¢ni vyroby

Pfi jatecném opracovani zvifecich tél vznikaji odpady, z nichz mnohé je mozné dale
zpracovavat pro dalsi vyuziti v mnoha oblastech vcetné¢ vyzivy lidi a zvifat, 1 kdyz
k tomuto tcelu je u lidi primarné urcena svalovina porazenych zvifat. Pii jatecném zpra-
covani je mnozstvi vzniklého odpadu obecné zhruba odpovidajici 35 % porazkové hmot-

nosti zvifat [2].

1.3 Pevné odpady z jatek

Kosti tvofi znacnou ¢ast pevnych odpadl z jate¢ni vyroby. Jejich vyuziti je naptiklad
v MKM (masokostnich mouckach), produkovanych v asanacnich podnicich. Surovina
ptijata do kafilérie je zpracovavana pfii teploté 133 °C, pfi tlaku 3 bard po dobu 20 minut.
Kousky tkani zpracovavanych pfti téchto parametrech nesméji byt vétsi nez 50 mm, proto
je nutné v prvnim stupni nutné surovinu drtit [3]. Zaroven je mozné vyuziti kosti pro pro-

dukci Zelatiny.

VnitFnosti jsou vSechny organy z dychaci, travici, obéhové, nervové a vylucovaci sou-
stavy, z nichZ nékteré se vyuzivaji k pfimé konzumaci, pfipadné po piepracovani jako

pfisada do dalSich produkti.

KiiZe je vyuZivana nejen v produkci usni pro Siroké moznosti vyuziti, ale zaroven je
zdrojem pro vétSinovou produkei Zelatiny. KliZe je 1 soucasti ostatnich ¢asti zvitecich tél,

jako jsou naptiklad driibezi béhéaky, vyuzitelné téz pro vyrobu zelatiny.

Ostatni €asti, jsou naptiklad driitbezi béhaky a hlavy, které 1ze vyuzit i pro produkci zela-

tiny. Déle se jedna o pefi, rohy a paznehty jako suroviny pro keratinové hydrolyzaty.

Kufreci Zaludek (Obr. 3) je u kufat, stejn€ jako u ostatnich ptislusniki tfidy ptaka (Aves),
neparovym organem, ktery je soucasti traviciho ustroji. Probiha zde traveni pomoci en-
zyml a pusobenim kyseliny chlorovodikové. Z hlediska anatomického se jednd o vak
tvofeny hladkym svalstvem, ktery ma na jedné strané vstup z distalni €asti rozsifeného
jicnu tvoficiho vole a na druhé strané vystup, odkud natrdvena potrava pokracuje do ten-

kého stieva. Je rozd€len na Cast zlaznatou a svalnatou [4].
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Obr. 3. Kuteci zaludek (na obrazku vlevo vnéjsi €ast, vpravo vnitini ¢ast po provedeném

fezu)

1.4 Kapalné odpady z jatek

Krev tvori ¢ast produktl ze zpracovani na jatkach. Krev pochazejici z porazenych zvirat
je béznym vedlejsim produktem, ktery se ziskava ve velkych objemech, zejména v pru-
myslovych porazkach. Zatimco polovina objemu krve porazeného zvitete ziistava v téle
obsazena v jedlych tkanich, jako je maso a vnitini organy, druha polovina miZe byt zis-
kana prostiednictvim exsanguinace. Pfiblizné mnozstvi krve, ziskané z primarniho zpra-
covani masa v roce 2016 v Evrop¢, 1ze odhadnout z poctl porazenych zvifat, které v roce
2016 ptesahly 148 miliond kust prasat a 90 miliont kust skotu (FAOSTAT, 2016) [5].
Pokud uvazime, Ze 1ze shromazdit 3 litry krve z kazdého prasete a vice nez 10 litrd z kaz-
dého kusu hovéziho dobytka, ro¢ni dostupné mnozstvi krve mohlo v daném roce ptesah-

nout 1 344 000 tun [6].

Odpadni voda je vyznamnou c¢asti odpadi na jatkach. Pfi zpracovani masa a masnych
produktli vznika velké mnozstvi odpadni vody s relativné vysokym obsahem organické
hmoty tvotfené proteiny, tuky a mikroorganismy. Pfi jatecném zpracovani dribeze vycha-

zi spotieba vody ve vysi 26,5 1 na jeden kus [7].
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1.5 Vybrana data z jate¢ni vyroby v CR a ve svété

Produkce jate¢né dritbeze na tizemi CR v poslednich 30 letech zna¢né kolisala od
199 tis. t v roce 1989, k minimalni produkei v roce 1994 v hodnot¢ 128 tis. t, nasledované
rustem k maximalni hodnoté 329 tis. t v roce 2008. Poté doslo opét k poklesu produkce a

ta se nyni pohybuje mezi 220 a 250 tis. t za rok, viz graf ¢. 4.
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Obr. 4. Vyroba jate¢né driibeze v CR v letech 1989-2016

Pro porovnani, ro¢ni produkce brojlertt v USA dosahovala vyse 8,7 mld. kust ro¢né (v
letech 2015 a 2016) coz je v zivé vaze 24 mil. t za rok. Data o produkci dribeze za rok
2017 v Ciné uvadéji roéni produkci ve vysi 11 mil. t, coZ je mnohem méné, zvIastd pii

porovnani poctu obyvatel téchto zemi [8].
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2 ZPRACOVANI PEVNYCH A KAPALNYCH BILKOVINNYCH
ODPADU

2.1 Pravni predpisy pro zachazeni se zivo¢iSnymi odpady

Pro zachazeni se zivoc¢iSnymi odpady jsou zakladnimi piedpisy natizeni Evropského par-
lamentu a Rady (ES) ¢. 1069/2009 o hygienickych pravidlech pro vedlejsi produkty zivo-
¢isného pivodu a ziskané produkty, které nejsou urceny k lidské spotiebé [9] a dale nafi-
zeni Komise (EU) €. 142/2011 ze dne 25. inora 2011, které jej ptimo provadi [10]. Za-
kladnim piedpisem pravniho fadu CR je zékon &. 166/1999 Sb. Zakon o veterinarni péci a
o zmén¢ nékterych souvisejicich zdkonl (veterinarni zakon) a vyhlaska ¢. 94/2010 Sb.
Vyhléaska o nékterych veterinarnich a hygienickych pozadavcich na ptfepravu a zpracova-
ni vedlejSich ZivociSnych produkti

Klasifikace vedlejSich ZivociSnych produkti

Vedlejsi produkty Zivoc¢isného plivodu se zatazuji do specifickych kategorii, které¢ odpo-
vidaji Grovni rizika pro zdravi lidi a zvirat, které v souvislosti s témito produkty vznika.
Piesny seznam jednotlivych kategorii VZP je uveden v nafizeni (ES) & 1069/2009 v
¢lancich 8-10 [9]. Dale je uveden obsah jednotlivych kategorii ve zkraceném znéni,

z davodu znacéné obsahlosti uvedeného nafizeni.

Material kategorie 1 zahrnuje mimo jiné tyto VZP, cel4 t&la a viechny &ésti zvitat pode-
zfelych z infekce, produkty pochazejici ze zvirat, kterym byly podané zakazané latky,
odpad ze stravovacich zafizeni, vedlej$i produkty zivocisSného plivodu sebrané béhem
upravy odpadnich vod pii zpracovani materidlu kategorie 1 a smési materidlu kategorie 1
bud’ s materidlem kategorie 2, nebo s materidlem kategorie 3, nebo s materidlem obou

kategorii.

Material kategorie 2 zahrnuje tyto VZP, hntlj, nemineralizované guano a obsah traviciho
traktu, vedlejsi produkty Zivocisného plvodu sebrané béhem upravy odpadnich vod pfi
zpracovani materialu kategorie 2 nebo z jinych jatek, vedlejsi produkty Zivoc¢isného pi-
vodu, které obsahuji rezidua povolenych latek nebo kontaminantli piesahujici pfipustné
urovng, produkty zivocisSného pivodu nevhodné k lidské spotiebé, zvitata, ktera uhynula
jinak nez pordzkou nebo usmrcenim k lidské spotfebe, smési materidlu kategorie 2 s ma-
terialem kategorie 3 a vedlejsi produkty zivocisného ptivodu jiné nez material kategorie 1

nebo material kategorie 3.
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Material kategorie 3 zahrnuje tyto VZP, téla porazenych zvifat a jejich &sti, které jsou
vhodné k lidské spotiebé, avSak z obchodnich diivodi nejsou k lidské spotitebé urceny,
jatecné upravena téla a dale uvedené casti pochazejici bud’ ze zvitat, kterd byla porazena
na jatkéach a po prohlidce pted porazkou byla shledana jako zplsobila k porazce k lidské
spotiebé, nebo téla a dale uvedené Casti zveére usmrcené k lidské spotiebé, jatecné upra-
vena téla nebo téla zvirat a jejich ¢asti, které byly prohldseny za nevhodné k lidské spo-
ttebe, avSak nevykazovaly zadné piiznaky onemocnéni pienosného na ¢loveéka nebo zvi-
fata, hlavy driibeze, klize a kozky, v¢etné jejich odiezkll a platkd, rohy a koncetiny, pra-
seci Stétiny, pefi, vedlejsi produkty zivocisného ptivodu z dribeze a ze zajicovcei, vedlejsi
produkty zZivocisného ptuvodu, které vznikaji pti vyrobé produktii uréenych k lidské spo-
ttebé, véetné odtuénénych kosti, Skvarkl a kalu z odstfedivky a separatoru ze zpracovani
mléka, produkty zivociSného ptivodu nebo potraviny obsahujici produkty ZivociSného
puvodu, které z obchodnich divodu jiz nejsou uréeny k lidské spotiebé, krmiva, které jiz
nejsou uréeny ke krmeni, krev, placenta, vlna, pefi, srst, rohy, odfezky paznehtti, vodni
zivocichové a jejich ¢asti, ulity mekkyst a korysi s mékkymi tkdnémi nebo masem, ve-
dlejsi produkty z lihni, vejce, vedlejsi produkty z vajec, vEetné vajecnych skotapek, jed-
nodenni kufata usmrcena z obchodnich divodu, tukova tkan pochazejici ze zvirat, ktera

nevykazovala zadné ptiznaky onemocnéni, odpady ze stravovacich zafizeni.

2.2 Primé vyuziti

Mnohé odpady z jate¢ného zpracovani lze vyuZzit pfimo v kulinaiské oblasti. Vnitfnosti
(zaludky, srdce, jatra, ledviny) jsou naptiklad vyuzivany pfi ptipravé polévek, omacek
nebo jako obal pfi formovani masnych vyrobkt (stfivka). Pfimo vyuzit lze i krev. Po je-
jim zachyceni pti dodrZeni ptisnych hygienickych podminek a patfi¢né Giprave se pouziva
cerstva nebo koagulovand, kde se podili na sloZeni urcitych potravin, jako jsou tepelné

zpracované masné vyrobky (klobasy) [11].

Pro piiklad Ize uvést vybrané nutri¢ni ukazatele pro kuteci zaludky (vSe pro 100 g ne-
zpracované suroviny): voda 79,33 g; energie 393 kJ; proteiny 17,66 g; celkovy tuk 2,06 g
(z toho cholesterol 240 mg); popeloviny 0,95 g (z toho Ca 11 mg; Mg 15 mg; Fe
2,49 mg; K 237 mg; Na 69 mg; Cu 0,12 mg) [8].
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2.3 Zpisoby zpracovani bilkovinnych odpadnich ¢asti zvirecich tél

2.3.1 Fyzikalni zpusoby zpracovani bilkovinnych odpadnich ¢asti zvirecich tél

Zahrati patii mezi zakladni zpiisoby fyzikalniho zpracovéani. PouZzivaji se dva zpiisoby a
to pasterace a sterilizace. Pti pasteraci dojde k zahtati na 60—90 °C (zpravidla 70-75 °C)
a produkt musi byt skladovan za snizené teploty (chlazeni) s obvykle kratsi dobou trvan-
livosti. Pii sterilizaci se pouziva teplota nad 100 °C (zpravidla 120 °C) a vysledkem jsou
produkty, které Ize skladovat pfi ,,pokojové* teploté a maji 1 delSi dobu pouzitelnosti,

n¢kdy vSak mize dojit k nezadoucim zménam textury a senzorickych vlastnosti.

Chlazeni a zmrazeni je Casto pouzivanou metodou konzervace. Pfi chlazeni je masny
produkt rychle zchlazen na teplotu 4,4 °C a tato teplota je dale udrzovana. Zmrazeni je
proti chlazeni ndkladné, musi se aplikovat drazsi baleni a vyzaduje 1 nadale energeticky
naroc¢nou regulaci teploty béhem skladovani, distribuce a marketingu. Proto je mrazeni

vyhrazeno pro produkty s vyssi pfidanou hodnotou [12].

SuSeni je dalsSim moznym fyzikalnim zptisobem konzervace pouZivanym po staleti. Prin-
cip této konzervacni metody je zaloZen na sniZeni aktivity vody na troven, ktera je pfilis
nizka na podporu mikrobidlniho ristu. SuSené potraviny obvykle neobsahuji vice nez
25% vlhkosti a maji aktivitu vody (Aw) 0,00 az 0,60. Nejvice ekonomickym zplisobem
suSeni je pouZiti horkého vzduchu. Dnes se napiiklad suSené dribezi maso pouziva v
suchych polévkovych smésich, susi se potraviny pro kempovani a naptiklad i potraviny,

které si berou astronauté do vesmiru [12].

2.3.2 Chemické zpusoby zpracovani bilkovinnych odpadnich ¢asti zvirecich tél

Konzervace chemickymi latkami je v masném primyslu vyuZzivana Casto. Nejstarsi pou-
zivanou latkou pro chemickou konzervaci je NaCl. Aby byl produkt stabilni pii teploté
okoli, méla by byt pouZzita koncentrace 10—-15 % NaCl. Stl se pouziva naptiklad pro kon-
zervaci kUZi pfi jejich transportu pro dalsi zpracovani. DalSim chemickym konzervantem
jsou fosfaty, zejména pak NasP3;O10. Ke konzervaci jsou téz vyuzivany kyseliny a to or-
ganické jako C3HgO3 nebo CsHgO». Dalsimi latkami jsou NaNO> a NaNOs jejichz piso-
beni je trojiho druhu. Chrani pfed kontaminaci mikroorganismy (napft. Clostridium botu-
linum), pomahaji stabilizovat rtizovou barvu masa vytvarenim nitrosohemochromu a pfi-

spivaji k rozvoji chuti s inhibici oxidace. V minulosti bylo mozné pouzit ke konzervaci
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v masném primyslu v nékterych zemich (USA) antibiotika a bacteriociny (nisin). Jejich
pouziti je vSak v soucasnosti zakédzano z divodu vzniku rezistence a tim vznikajiciho
nebezpeci snizené¢ho ucinku pii 1écbé lidi a zvirat. Konzervace koufem je téz metodou
pouzivanou po staleti. Fenoly, ketony, aldehydy a organické kyseliny nachézejici se v
ruznych druzich koufe (v koufi bylo izolovano vice nez 400 sloucenin), vznikajiciho spa-
lovanim dieva, maji bakteriostatické a baktericidni uc¢inky a mohou tak inhibovat nebo
zabijet mikroorganismy. Fenoly a organické kyseliny piispivaji nejvice ke konzerva¢nim
ucinkiim koute. Dnes se pouziva pouze lehké zauzeni k tomu, aby byla zajiSt€éna mimo-
fadna chut’ (dubové aroma). To znamena, ze kouf mize proniknout do hloubky 3 + 1 mm.
Toto oSetieni poskytuje nékteré bakteriostatické a baktericidni u¢inky na povrchu, ale ne
uvniti produktu. V nékterych aplikacich se pouziva uzeni za studena u nevafenych, su-
chych, fermentovanych klobéds v zemich, jako je Kanada, kde je kyselina sorbova pro
tento ucel zakazana. K chemickym zpisobtim konzervace je mozné zatadit i aplikaci ko-
feni. Tyto latky se zfidka pouzivaji jako antimikrobialni latky samy o sob¢, ale n€které
maji antimikrobialni a antifungélni vlastnosti. Antimikrobidlni aktivita je obvykle zptliso-
bena specifickymi chemikaliemi nebo éterickymi oleji, které se nachazeji v ur¢itém kote-
ni, a jsou uréeny k boji proti mikrobidlnimu utoku vuci zivé rostling. Jako piiklad 1ze
uvest skofici (cinnamaldehyd a eugenol), hiebi¢ek (eugenol) nebo hoi¢ici (isothiokyanat)

[12].

Anaerobni zpusob zpracovani jateCnych odpadi je jednou z moZnosti zpracovani ja-
teCnych odpadu a tedy i bilkovinnych. PouZiva se anaerobni digesce s produkei bioplynu
[13]. Produkce bioplynu je zde pomérné vysoka, az 976 dm?/ kg susiny pii vyuziti &isté
tkané. Nabizi se moZnost zpracovani s dalSimi odpady z lidské ¢innosti, jako jsou napf.
odpadni kaly. Zde je vSak produkce bioplynu niz§i, 600 dm?® kg susiny [14]. Bioplyn
obsahuje 55-75 obj. % metanu a 23-43 % oxidu uhli¢itého a cca 2 % vodiku. Vyhievnost
bioplynu pii 60 % obsahu metanu je 25 MJ / m®. Bioplyn déle obsahuje, vétsinou ve sto-
povych mnoZstvich, sirovodik a dalsi sirné slouceniny (merkaptany) a slouceniny dusiku

(amidy), které mohou zptsobovat zapach [15].


http://cs.wikipedia.org/wiki/Methan
http://cs.wikipedia.org/wiki/Vod%C3%ADk
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2.4 Vyroba Zelatin

2.4.1 SlozZeni Zelatin

Kolagen, nachézejici se ve vétSin€ pojivovych tkani, tvofi zhruba 25 % proteinil v téle
obratlovct. Pojivova tkan (téz ECM — extracelularni matrix) ma dilezitou ulohu pii vy-
voji, ale 1 pii patologickych procesech v téle zivocichii. ECM je tvofena biomolekulami
ze ti1 skupin, z nichz jednou skupinou jsou pravé strukturni proteiny. Mezi n¢ fadime
kolagen a dale elastin s fibrinem [16]. Struktura kolagenu je tvofena trojitou Sroubovici.
Tento pravotoCivy superhelix tvofici ty¢inkovité molekuly o priméru 1,4 nm a délce
300 nm je tvoren ze tii a—fetézci, stocenych do levotocivé polyprolinové Sroubovice se

ttemi zbytky na otacku.

Celkovy obsah proteinii a aminokyselin (AK) v kufecich Zaludcich je nasledujici
(g/kg v susiné): Kyselina asparagova 70,26; Treonin 35,19; Serin 34,23; Kyselina gluta-
mova 130,53; Prolin 39,73; Glycin 40,07; Alanin 30,07; Cystein 20,04; Valin 34,24; Me-
tionin 20,03; Izoleucin 36,03; Leucin 53,63; Tyrosin 23,23; Fenylalanin 31,79; Histidin
15,41; Lysin 52,79; Arginin 54,89; Tryptofan 6,84; Celkovy obsah proteinti 763,96 [17].

Zelatinu tvoii tii dominantni fragmenty nachazejici se v kolagenu: volné o—fetézce,
B-tetézce, kde jsou kovalentné spojeny dva a-fetézce a y-fetézce, kde jsou kovalentné
spojené tii a-fetézce. Volné a—fetézce mohou byt také depolymerovany do sub—a—
fetézcl, polypeptidl s niz§i Mw nez jeden a—fetézec. To znamend, Ze zelatina neni mono
disperze proteinli a ze vSechny parametry popisujici chemické a fyzikalni vlastnosti Zela-

tin jsou primérné hodnoty [18].
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KOLAGEN
Pied uprava a extrakce — hydrolyza

urcté% B—tetézce y—tetézce

M,,=90-110 kDa M,, = 180220 kDa M,, = 270-300 kDa

Obr. 5. Zelatina neni monodisperzni protein, spiSe se sklada ze smési riznych typu fetéz-
cl s riznou molekulovou hmotnosti vedouci k polydisperzité (pfevzato a upraveno z

Handbook of Food Proteins)

2.4.2 Surovinové zdroje pro vyrobu Zelatin

Pro vyrobu Zelatin se vyuzivaji pfedevSim suroviny vznikajici po jatecném opracovani
zvitat ze tfidy savcl. V posledni dob¢ je pfedmétem vyzkumu 1 vyuZziti odpadl po zpra-
covani ryb a v men8i mife i ptaki. V podstaté 1ze vyuZit jakoukoliv tkan obsahujici kola-

gen, jako jsou kiize, kosti a chrupavky.

2.4.3 Zelatina typu A

Predbézné zpracovani kyselinami vede k Zelatindm typu A. V tomto procesu je promyta
hydratovand surovina ponotena do studené zfedéné mineralni kyseliny (pH 1,5 az 3,0) po
dobu 8 az 30 hodin (obvykle 18 az 24 hodin) v zavislosti na tloust'’ce a velikosti suroviny.
Po zpracovani je materidl promyt tekouci vodou a neutralizuje se, dokud nedosahne pH

extrakce [18].

2.4.4 Zelatina typu B

Zelatiny typu B jsou kone¢nym produktem z alkalické piedipravy. Pro tuto Gipravu miize

byt pouzita fada alkalickych ¢inidel, ale Ca(OH)>, (pH 12,0) je obecné nejpouzivané;si.
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Opracovavany materidl je umistén v jdmach nebo kadich spolu s roztokem Ca(OH),. Tep-
lota se udrzuje pod 24 °C a sm¢s se micha v danych intervalech, zpravidla mechanicky.
Proces trvd nejméné 20 dni az Sest mésicti (obvykle dva az tii mésice) v zéavislosti na
tloust'ce a druhu suroviny. Po dokonceni se materidl promyje vodou, dokud nedosahne
ptiblizn¢ neutrdlniho pH pied osetfenim ziedénou kyselinou (napt. HCl), pro upravu pH

extrakce [18].

2.5 Vyuziti odpadi vznikajicich p¥i jate€ném zpracovani driibeZze pro
produkci Zelatin

V soucasnosti je stale nejveétsi mnozZstvi Zelatiny extrahovano z vepfovych a hovézich
kazi. Nicméné, extrakce zelatiny z jinych zdroju se stale zvysuje kvuli spongiformni en-
cefalopatii krav (BSE), nebo z diivodu slintavky a kulhavky. Nékterd ndbozenstvi zakazu-
ji pouzivani Zelatiny z veptové klize a pouziti hovézi Zelatiny je pfijatelné pouze v ptipa-
d¢ porazky zvitete podle nabozenskych postupt. Nejen z téchto diivodl jsou alternativni
zdroje pro extrakci Zelatiny mimotadné atraktivni pro komeréni vyrobu, protoZe celosvé-
tova spotieba zelatiny roste (v roce 2008 cinila 325 tis. t a vroce 2016 stoupla na
400 tis. t) [19]. Pozornost se mimo zpracovani odpadu z rybaiského primyslu zamétuje i

na odpad ze zpracovani dribeze.

Zpracovavat se mohou napiiklad béhaky kachny pekingské. Ve studii Abedinia a kol.
[19] byly béhaky kachny pekingské podrobeny predbéZznému opracovani jak kyselym tak
zasaditym zplisobem a zaroven byl pouzit i biotechnologicky postup opracovani pomoci
enzymu. Kachni béhaky byly rozmrazeny pfi teploté 4—7 °C po dobu 24 hodin. Drapky a
povrchovy tuk byly odstranény. Béhdky byly nakrajeny na malé kousky a pii pokojové
teploté promyty vodovodni vodou (1:6, w/v, 30 °C) po dobu 10 minut. Vy¢i§téna surovi-
na byla filtrovana pfes tkaninu po dobu 5 minut pfi stlaceni rukou. PfedbéZzné studie uka-
zaly, Ze opracovani 15 jednotkami enzymu/g suroviny u pepsinu, 0,05 M CH3COOH a
0,1 M NaOH dava nejvyssi vytézek a pevnost gelu Zelatiny. Vyc€iSténd surovina byla
opracovana 0,05 M CH3COOH a 0,1 M NaOH v poméru 1/6 (w/v) pfi pokojové teploté
(30 °C) po dobu 3 hodin. Po opracovani byla surovina neutralizovana promytim vodou z
vodovodu. Pro enzymaticky postup byla vycisténé surovina smisena s 0,2 M CH3;COOH
v poméru 1:10 (w/v) pfi pouziti 15 jednotek enzymu/g behakl. Smés se michala 3 hodiny
pii 4 °C. Hodnota pH sm¢ési se zvysila na 7,5 za pouziti 10 M NaOH. Sm¢és byla mirné

michana 1 hodinu pro inaktivaci pepsinu. Poté byla surovina proplachnuta vodovodni
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vodou. Odfiltrovana surovina (s vyjimkou enzymem oSetfené), byla extrahovana v desti-
lované vod¢ po dobu 12 hodin, pfii teploté¢ 65 °C, v poméru 1: 2 (w/v) ve vodni lazni s
tfizenou teplotou za stalého michani. Enzymem opracovana smés byla po inaktivaci umis-
téna ve vodni lazni pfi stejnych podminkach. K filtrovani smési byl pouZit filtracni papir
a vakuum. Ziskany filtrat byl lyofilizovan v lyofilizatoru. Vytézky zelatiny extrahované z
kachnich nohou témito tfemi zpiisoby byly 12,76 %, 11,39 % a 17,94 % (vztaZzeno na

susinu) pro kysely, zasadity a enzymaticky zpisob opracovani suroviny pred extrakei.

Obsah proteint ze tfi Zelatinovych vzorkl ziskanych z kachnich béhaki byl znaéné odlis-
ny 81,89 %, 79,41 % a 82,55 % pro kysely, zésadity a enzymaticky zptsob opracovani.
Pro srovnani u hovézi Zelatiny byl obsah 87,38 % vzorku. Vysledky ukazaly, ze hlavni
pfitomna aminokyselina byl glycin, nasledovany hydroxyprolinem, prolinem a alaninem.

Obsah popela byl v rozmezi 1,07-2,1 % zelatiny.
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Obr. 6. SDS-PAGE vzorkl Zelatiny extrahované z kachnich nohou pomoci odlisné pred-

beézné tpravy. Kysely, alkalicky a enzymaticky oznacuji zplisob opracovani suroviny pro

zelatiny [19].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

K analyze proteinovych vzorka zelatin z kyselych, alkalickych a enzymem piedbézné
opracovanych kachni béhaka byla pouzita elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
(Obr. 6). Kyselé opracované (typ A) a alkalicky opracované (typ B) zelatiny byly mirné
odli$né, zatimco enzymaticky opracovana Zelatina vykazovala vice rozdilti. Zelatina ty-
pu A obsahuje asi osm hlavnich skupin s molekulovou hmotnosti ptiblizn¢ 200, 180, 120,
114, 76, 70, 53 a 50 kDa. Zelatina typu B ukézala 10 pozorovatelnych past kolem 135,
124, 118, 100, 95, 87, 80, 75, 60 a 50 kDa a profil enzymaticky opracované Zelatiny se
sestaval z priblizné 13 pasem 124, 100, 95, 80, 73, 63, 56, 52, 49, 41, 39, 37 a 35 kDa.
Intenzita past a1 a o fetézcl jako hlavnich slozek (= 100 kDa) byla pfi enzymatické ex-
trakei snizena. Peptidy s nizkou molekulovou hmotnosti, které byly pozorovany u enzy-
matické extrakce, byly zplisobeny dostate¢nym Stépenim peptidil prostiednictvim pepsinu
pii ptipraveé zelatiny. Tedy velikost polypeptidickych fetézcii byla ovlivnéna pepsinem.
Obecné plati, ze typ predupravy ovlivnil reologické a fyzikalné-chemické vlastnosti vy-
sledné Zelatiny a Zelatina ziskané po pfedbézné kyselé upravé vykazovala nejlepsi vlast-
nosti. Celé kachni béhaky by tedy mohly slouZit jako surovina pro extrakci Zelatiny po
piislusSné pfedbéZné uprave kyselinou.

Dalsi ¢asti vyuzitelnou pro extrakci zelatiny jsou kureci kuZe, které ve své studii pouzil
Sarbon a kol. [20]. Zmrazena kufeci kiize byla rozmrazena v chladné mistnosti (45 °C)
ptes noc. Po diikkladném oplachnuti byly kliZze nakrajeny na kusy o délce 2—-3 cm a lyofili-
zovany po dobu piiblizné 4 dnt. Uplné suché kize byly rozdrceny a odtuénény metodou
Soxhlet. K extrakci Zelatiny bylo smichano 14 g susené kufeci kiize a 200 ml NaOH
(0,15% w/v). Smé&s byla protiepavana a pomalu michana pfi laboratorni teploté (22 °C)
po dobu 40 minut pred centrifugaci trvajici po dobu 10 minut. Tento krok byl opakovan
trikrat. Alkalicky roztok byl zménén kazdych 40 minut, aby se odstranily nekolagenni
proteiny a pigmenty. Alkalicky upravena surovina byla opladchnuta destilovanou vodou a
poté smichdna s 200 ml 0,15% (w/w) H2SO4. Opét se vysledna surovina smisila s 200 ml
0,7% (w/v) roztoku CsHsO7. Smés byla dobie protfepana a mirné¢ michéna pii teploté
mistnosti po dobu 40 minut pted centrifugaci po dobu 10 min. Kazdé opracovani bylo
opakovano ttikrat a trvalo asi 2 h. Surovina byla promyta destilovanou vodou, aby se
odstranily veskeré zbytkové soli a nasledovalo odstfedéni po dobu 15 minut. Konecna
extrakce byla provadéna v destilované vod¢ pti kontrolované teploté (45 °C) pies noc bez
michani. Vysledna smés byla filtrovana v Biichnerové nélevce s filtratnim papirem a

deionizovana za pouziti ionexu na hodnotu 50 uS/cm. Hodnota pH byla upravena na 6,0
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pomoci 0,1 M H2SOs. Objem byl snizen na 1/10 odpatenim ve vakuu (pomoci rota¢ni
odparky) pti 45 °C a poté probé¢hla lyofilizace. Produkt byl oznacovan jako "Zelatinovy
prasek". Vytézek Zelatiny byl 16 % (vztaZeno na susinu), coz ukazuje, Ze extrakce pouZi-
vajici smesny kysely a alkalicky proces opracovani suroviny nemusi byt optimalni pro
kuteci ktizi z hlediska vytéznosti. Nizsi vytézek mize byt zptisoben ztratou extrahované-
ho kolagenu pfi vyluhovani béhem série myti nebo v disledku netiplné hydrolyzy kola-
genu. Pevnost gelu Zelatiny z kufecich kizi (6,67% w/v) byla vyrazné vyssi s hodnotou
Bloom 355 ve srovnani s hovézi zelatinou (229), pravdépodobné kvili struktute Zelatiny,
jako je slozeni proteinového fetézce, distribuce molekulové hmotnosti, obsah aminokyse-
lin a druh extrakéni upravy. Pokud jde o obsah aminokyselin v Zelating, obsah glycinu
byl vysoky, 33,70 % (kufeci kize) a 37,05 % (hovézi Zelatina). Prolinu a hydroxyprolinu
bylo vice u kuteci Zelatiny (13,42 % a 12,13 %) ve srovnani s hovézi Zelatinou (12,66 %
a 10,67 %). Vyssi obsah aminokyselin (prolinu + hydroxyprolinu) a také alaninu v kufeci
ktzi mtze prispét k zelatiné s vys$imi viskoelastickymi vlastnosti zplisobenymi podporou
tvorby trojité Sroubovice a stabilizaci Zelatiny pfi nizké teploté. Teplota tani kuteci Zelati-
ny (33,57 °C) byla vyznamné vyS$si nez u hovézi Zelatiny (31,55 °C). Vysledky studie
ukazuji, Ze zelatina z kureci kiize by mohla byt potencidln¢ alternativou komerc¢ni Zelati-
ny.

Extrakci zelatiny ze zbytkid z odkost’ovace (CDR) provadél Rafieian F. a kol. [21]. Nej-
prve rozmrazil surovinu pies noc pii 8-10 °C v ledni¢ce. Po rozmrazeni byla vysuSena pfi
teploté 39 ° C po dobu 24 hodin, dokud vlhkost nebyla nizsi nez 30 % a pak byla odtuc-
néna pouzitim hexanu. VysuSené a odtuc¢néné vzorky byly promyty vodovodni vodou k
odstranéni vnéjSich necistot. 500 g vzorku vlozil do kadinky a ptidal 2000 ml 1% (w/v)
roztoku NaCl. Hodnota pH byla upravena pomoci 1 N NaOH na 10,5 az 10,7. Smé&s byla
michana po dobu 30 minut pfi teploté¢ mistnosti s upravou pH kazdych 8-10 minut. Su-
spenze byla pfefiltrovana a rozd€lena na hydrolyzat a tuhy zbytek. Zbytek byl potom
smichan s roztokem HCI (v riznych koncentracich) v poméru 1:2 (w/v) po dobu 24 hodin
pfi pokojové teploté (25 °C). Po opracovani kyselinou byla surovina filtrovana a pro-
plachnuta vodovodni vodou az do neutralniho nebo slabé kyselého pH. Pak byla surovina
smichana s destilovanou vodou s pomérem 1: 3 (w/v) a kone¢né extrakce byla provedena
ve vodni lazni pro riizné teploty a rizny Cas extrakce s pribéznym michénim. Vysledna
smés byla potom filtrovana a ziskal se Zelatinovy extrakt. Extrakt byl demineralizovan

pfidanim ionexovych pryskytic a byl dale filtrovan v Buchnerové nalevce s filtranim
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papirem. Vzorky byly potom suseny v konvekéni susarné pii 40-42 ° C, dokud nebyla
vlhkost mens$i nez 15 %. Optimalni urovenn koncentrace kyseliny (%), extrakéni teplota
(°C) a doba extrakce (h) pfi zpracovani zbytkl z kuieciho odkost'ovace na zelatinu, byly
pfi vyhodnoceni stanoveny jako 6,73 %, 86,8 °C a 1,95 h. Pfipravena Zelatina méla vyni-
kajici pevnost gelu 520 Bloom. Obsah popelovin byl 2,6 % a zelatina méla vyborné péno-
tvorné vlastnosti. Pény jsou dvoufazové systémy s dispergovanou plynnou fazi ve vodné.
Bilkoviny jsou zde hlavni povrchové aktivni latky, které hraji klicovou tlohu pii zachy-
covani vzduchu, snizenim povrchového napéti na rozhrani fazi. CDR Zelatina méla také
mnohem vyssi viskozitu (5,5 mPa.s), nez komer¢ni Zelatina (2,9 mPa.s). Ukézalo se ze
CDR zelatina je vhodna naptiklad pro ptipravu marshmallow, protoze zelatina pro mar-
shmallow by méla mit vysokou hodnotu Bloom i viskozitu a mit dobré pénotvorné vlast-
nosti. Na zéklad€ srovndni s komer¢ni Zelatinou bylo prokdzano, ze Zelatina extrahovana
z CDR vykazuje vynikajici vlastnosti a mize byt potencidlné¢ pouzita jako alternativni
zdroj k savéim zelatindAm a muze byt pouzita v rGznych aplikacich v potravinarském,

farmaceutickém a fotografickém pramyslu.
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3 APLIKACE PRODUKTU ZE ZPRACOVANI NEVYUZITYCH
CASTI ZVIRECICH TEL
Aplikace produktl ze zpracovani jateCnych odpadl je mozna v mnoha oblastech potravi-

nafstvi, primyslu a stranou neziistava ani vyuziti v mediciné. Dale jsou uvedeny nékteré

moznosti vyuziti.

3.1 SloZeni a vlastnosti produkti ze zpracovani nevyuzitych ¢asti zvi-
fecich tél

Definice jedlych a nepozivatelnych casti zvifecich tél se miize liSit podle zemé (napft.
kuteci nohy jsou kategorizovéany jako jedlé jen v nékterych zemich). Prvni z nich se skla-
da z riznych druhli masa, jako jsou jatra, srdce a zaludek, které jsou oznacovany jako
“droby* u driibeze. Krev, kterd se n¢kdy pouziva jako pfisada v masném pramyslu, je
také zahrnuta do této kategorie. Nepozivatelnd ¢ast obsahuje Casti, jako jsou vnitinosti
(stfeva), hlava a kosti, které se béZn€ pouZivaji v krmivu pro zvifata. Droby maji po pat-
ficné tepelné Upraveé obvykle vysoky obsah bilkovin a mohou byt smichdny s jinymi
sloZkami (napf. obiloviny, vitaminy) za u¢elem vytvofeni vyvazeného krmiva pro uzitko-
va zvifata a pro zvifata v zadjmovém chovu. Jeden z hlavnich produktii, masokostni
moucka (MKM) se pouziva ve vyZzivé zvifat jako zdroj bilkovin namisto dalSich néklad-
néjsich rostlinnych bilkovin (napf. sdjové boby). MKM obsahuje vétSinu esencialnich
aminokyselin, minerali a vitaminu B12, které jsou potieba ve vyzivé monogastrl a pie-

zvykavcu [1].

3.2 Vyuziti produktii ze zpracovani nevyuzitych ¢asti zvirecich tél

3.2.1 Potravinarské aplikace

V potravinafstvi je jednou z nejuzivanéjSich latek pochéazejicich ze zpracovani Casti zvi-
fecich t€l zelatina. Je tvofena pfiblizné z 90 % proteiny a obsahuje vSechny esencialni
aminokyseliny s jedinou vyjimkou, neobsahuje tryptofan. Jeji schopnost vytvaret gel pti
pokojové teploté se vyuziva pro rtizné ucely od pfimé aplikace rizné¢ zabarvenych a
ochucenych Zelé na povrchu cukraiskych vyrobkt, dale jsou to aplikace ochrannych fil-
mu na produkty a polotovary, vyuziti jako emulgéatoru az po vysoce sofistikované vyuziti

pfi zapouzdieni latek do gelovych kapsli a mikro kapsli [22]. Schopnost Zelatiny disper-
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govat ve vodném roztoku a absorbovat péti az Sestindsobek své vlastni hmotnosti ve vo-
d¢, déle Siroky rozsah moznych hodnot viskozity a napiiklad i pénova kapacita, kterd se
lisi podle typu a mnozstvi Zelatiny, jsou vlastnosti, které umoznuji toto Siroké uplatnéni

[11].

L4

Stale Castéjsi je aplikace jedlych filml na bazi zelatiny. Zkoumdano je i pouziti jedlych
inteligentnich filma na bazi Zelatiny. Byly vytvofeny filmy na bazi Zelatiny a kurkuminu,
piipravené odlitim za pouziti vody a smési etanolu jako rozpoustédel. Pfidani kurkuminu,
kromé ovlivnéni fyzikalné¢ — chemickych vlastnosti Zelatinovych filmi, se projevi zmé-
nou barvy filmu v zavislosti na pH (zluta pii pH = 6 a ¢ervena pti pH = 11). Poskytuje
také filmy s dilezitymi antioxidacnimi vlastnostmi, av§ak bez antimikrobidlni aktivity.
Tyto jedlé folie by mohly byt pouzivany jako inteligentni baleni potravin, protoze mohou
informovat spotiebitele o tom, zda je produkt vhodny ke konzumaci diky své schopnosti

reagovat na zmény pH [23].

I v potravinafstvi se stale vice pouziva mikroenkapsulace a bioenkapsulace. Metody vyu-
zivaji rizné nosice dulezitych slozek potravin a jejich kontrolované uvolnéni. Tyto tech-
nologie mohou hrat dtlezitou roli ve vyrobé potravin, do kterych byly ptidany piisady s
pfinosem pro zdravi. V pfipadech kdy nékteré slozky potravin vykazuji reaktivitu vici
jinym molekulam potravy a produkuji nezadouci vedlejsi produkty, které mohou vést ke
zhorseni kvality potravin, zapouzdfeni je technologii vyuzitelnou k ochrané dulezitych
sloZek potravin pied takovymi jevy. Jednou z moZnych latek pro tyto aplikace je prave

Zelatina [24].

3.2.2 Medicinské aplikace

Biologicky odbouratelné polymery, jako polysacharidy (Skrob) a proteiny (zelatina, pSe-
ni¢ny gluten a kukufi¢ny zein), jsou jiz dlouho uznavany jako slibné materialy pro nahra-
du materialii zalozenych na syntetickém zékladu a Ize je uspésné pouzit pii vyvoji 1€ka
s fizenou distribuci a pro vyvoj materialii uzivanych pro regeneraci tkani. Zajimavé je, Ze
zelatina typu A (kyselé opracovani) poskytuje jinou mikro a nano strukturu nez Zelatina
typu B (alkalické opracovani) pii syntéze hybridnich gel pomoci kombinace Zelatiny
(bud’ typu A nebo typu B) s 3 — glycidoxypropyltrimethoxysilanem (GOTMS) na podpo-
ru zesitovani proteinovych makromolekul [25]. Zelatina typu A poskytuje porézni mate-
rial s nanovldkny a specifickym povrchem do 150 m?/g, zatimco Zelatina typu B tvoii

material s globularni morfologii, vétsimi dutinami a niz§im pomérem povrchu k objemu.
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Zelatina patii mezi biologicky resorbovatelné polymery, které se ¢asto pouzivaji k vyrobé
mikrocastic pro 1ékarské a farmaceutické pouziti, protoze aplikace obvykle vyzaduji ¢as-
tice existujici v téle pouze docasné. Uvolilovani 1é¢iva z zelatinovych mikrocastic je fize-
no enzymatickou degradaci matrice nebo zménami v prostiedi, jako je napiiklad zvysSena
iontova sila, pokud interakce 1¢ku a polymeru zavisi na naboji. Kinetika uvolilovani 1é¢iv,
zabudovanych do téchto ¢astic, miize byt prizptisobena i mirou zesiténi ¢astic, coz zavisi
na mnozstvi glutaraldehydu ptidaného k zesitovani zelatiny béhem vyroby. Ukézalo se,
ze zelatinové mikrocastice zesitované 10 mM glutaraldehydem, byly zcela degradovany
po 9 dnech, zatimco u ¢astic zesitovanych 40 mM glutaraldehydem nebyla viditelna de-

gradace po 28 dnech [26].

Hydrogely kolagenu jsou uspésné vyuzivany v regeneraci pokozky. Hydrogely jsou pro-
dukovany neutralizaci roztoka kyselych kolagenti za dobtfe definovanych podminek pH,
iontové sily a teploty. Tyto hydrogely jsou osidleny dermalnimi fibroblasty, které na nich
mohou rist a tvofi ndhrazku pokozky. Hustotu a tim i tuhost hydrogelu, 1ze zvysit napii-
klad zvySenim koncentrace kolagenu v roztoku. Hydrogely mohou byt navic zesitovany,
aby dale zlepSovaly svou pevnost v tahu pro zvyseni odolnosti viic¢i biologickému rozkla-
du. Mobilizované hydrogely jsou vétSinou uréeny k ozdraveni chronickych ran tim, Ze
poskytuji zdroj riistovych faktorti, hydratuji rdnu a nakonec ji chrani pfed kontaminaci.
Ptikladem hydrogelu je Apligraf, ktery se pouziva jako docasny obvaz naptiklad pii [é€bé

chronickych viedii dolnich koncetin.

,»3D bioprinting* je jednou z oblasti kde probiha vyzkum vyuziti Zelatiny. Nedavné po-
kroky umoznily 3D tisk biokompatibilnich materidlti, bunék a nosnych komponent, do
komplexnich, 3D funk¢nich Zivych tkani. 3D bioprinting je automatizovana, pocitatem
fizenad depozice bun€k, bio materidlii a biomolekul. Hardwarové vybaveni tiskarny je
fizeno softwarem pro pfesné ukladani biologickych materiald vrstvu po vrstvé. Ve své
nejjednodussi podobé pouziva 3D bioprinter stiikacku pro ulozeni bio materialti a bunck
(mezi 2 a 20 miliony bun€k na ml) ve spravnych soufadnicich x y z, po¢itaCem fizenymi
krokovymi motory pro vytvoreni pozadované struktury. Pfi uloZzeni materidlu mize byt
rychlost a objem zménény, aby bylo zajisténo zachovani 3 dimenzionalni rozliSeni tiste-
ného objektu. Struktury vytvorené pomoci 3D bioprintingu se potom kultivuji v bioreak-

toru za specifickych podminek, aby se vytvoftila fyziologicky relevantni tkan [27].

3D bioprinting se vyuziva v regeneracni medicin€, kde Ize takto fesit potiebu tkani a or-

gant vhodnych k transplantaci. Ve srovnani s nebiologickym tiskem zahrnuje 3D bi-
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oprinting dalsi slozité problémy. Zde nejde pouze o vyber materidlt, ale i typd bunck,
rustové a diferenciacni faktory a technické problémy souvisejici s citlivosti zivych bunck
a konstrukci tkani [28]. Jedna se o kombinaci technologii z oblasti inZenyrstvi, bio mate-
riald, bunééné biologie a rekonstrukéni mikrochirurgie. 3D bioprinting, stejné jako u ji-
nych produktt tkdnového inzenyrstvi, bude muset spliiovat platné predpisy spravné vy-
robni praxe a ziskat souhlas od Ufadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) nebo Evropské
agentury pro 1écivé piipravky (EMA). Tkané kultivované pomoci 3D bioprintingu, které
obsahuji buiiky, jsou agenturami FDA a EMA klasifikovany jako kombinované ptipravky
a vyzaduji ptisné klinické testy pted jejich schvalenim pro rutinni pouziti. Hlavni piekaz-
kou je standardizace, validace a prubézna kontrola vyroby 3D bioprintii od navrhu az po
vyrobu, coz je extrémné obtizné pro ptizplsobitelny a tedy i proménlivy proces [27].
Hlavni nevyhoda Zelatiny pfi pouziti v 3D bioprintingu spoc¢ivad v tom, Ze bunécné kultu-
ry musi byt uchovéavany pti 37 °C a zelatina je pfi této teploté kapalna. Moznosti je che-
mickd modifikace zelatiny, kterd umoznuje vytvofit sitovou strukturu gelu pti vyssich
teplotach, glutaraldehydem a nebo bezvodym methakrylamidem. Obé tyto latky chemic-
ky modifikuji strukturu zelatiny, coZ ji €ini nerozpustnou (v piipadé bezvodého me-
thakrylamidu je zapotiebi dalsi foto iniciace UV zafenim). Takto modifikovana Zelatina
musi mit dale upraveny povrch, pro piiznivy rist bunék na jejim povrchu. Zelatina je
tedy vhodna pro 3D bioprinting, protoze mtize byt béhem procesu tisku flexibilni a mtze
byt rovnéZ tvrzena chemickou reakci nebo fyzikdlnimi procesy [29]. Ale dlouha doba
expozice UV zafeni mizZe také zplsobit poSkozeni a mutace DNA bunék, coz vede k
dlouhodobému poskozeni bunééné metabolické aktivity. Intenzita UV zéfeni je tedy ob-

vykle omezena na hodnotu 5 az 10 mW/cm?, aby se tomuto poskozeni zabranilo [30].

Tvrdé Zelatinové kapsle se skladaji ze dvou kusii (vicko a t€lo). Jejich vyroba se provadi
ponofenim. Roztok Zelatiny je smichan s dal§imi sloZkami (napf. barviva, opacifikacni
¢inidlo, smacedla a maziva), tim dojde ke snizeni viskozity roztoku a kovové koliky
(formy) se ponofi do nddoby obsahujici kone¢ny roztok Zelatiny. Vicko a télo kapsle jsou
vyrabény za pouZiti riznych forem a konecny obsah vody by mél byt 13 az 16 hmotnost-
nich %, protoZe voda plisobi jako zmék&ovadlo Zelatiny, zajiStuje vhodné mechanické
vlastnosti kapsle (zabraiuje praskani nebo trvalé¢ deformaci béhem vyroby, manipulace
nebo skladovani). Z tohoto pohledu jsou dilezité i podminky skladovéni kapsli. K dispo-
zici je Siroké Skala velikosti kapsli od 0,20 do 0,67 ml. Plnéni tvrdych tobolek probiha

pomoci riiznych mechanickych technik. Télo a vi¢ko jsou poté spojeny, vzajemné se pre-
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kryvaji a pritomnost t€sn¢ uzavienych pojistnych krouzki zajiSt'uje uzavieni bez netés-
nosti v celém obvodu. Oddéleni téla a uzavéru se nevyskytuje ptfi normalnich podmin-

kach uskladnéni ani pfi klinickém pouziti [31].

Mékké Zelatinové kapsle se skladaji z Zelatiny, plastifikatord, vody a raznych pomoc-
nych latek. V disledku toho vykazuji rizné mechanické vlastnosti ptidanim zmék&ovadel
struktue. Umoziuji moznost vyvinout formulace na bazi kapaliny, které poskytuji vetsi
Cmax nez tablety. Hlavni tvary mékkych Zelatinovych kapsli jsou podélné, kulaté, trubko-

vé a ovalné [31].

3.2.3 Technické aplikace

Pro technické aplikace se pouziva zelatina v rizné kvalité tak, jak je to pro toto pouziti
potfeba a v soucasnosti jsou zndmy jiz stovky riiznych pouziti zelatiny v primyslovych
procesech. Fotografie a s ni spojena vyroba fotografickych negativi a pozitiva je jednou
z oblasti, kde je aplikovana Zelatina uZz vice nez 100 let a jako takovd pomohla
k masovému rozifeni tohoto vynélezu levnou produkci fotografickych materialii. Zelati-
na se vyuziva naptiklad i pfi restaurovani historickych dokumenti nebo pro vyrobu mi-
kro kapsli naplnénych inkoustem, které se pouzivaji na dokumentech u kterych je po-
tieba pii jednom pripisu vytvofit vice kopii. Zakladem je reakce mezi zelatinou a arab-
skou gumou. Zelatina riizné kvality se pouZiva i pro vyrobu adhesiv. Dalsi oblasti kde se
vyuziva Zelatiny je vyroba granulatii zadrZujicich vodu, které se aplikuji pii seti a sazeni
rostlin do kotfenové zény a slouzi jako zésobarna vody pii obdobi sucha. Jejich nespornou

vyhodou je, Ze jsou pln¢ biodegradabilni [22].
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II. EXPERIMENTALNI CAST
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4 CILE PRACE

Nekteré zptisoby zachazeni s odpady bilkovinné povahy z jate¢ni vyroby, a zejména ty,
kdy se vedlejsi produkty stavaji odpadem, za jehoz likvidaci je nutné platit, by jisté bylo
vhodné nahradit zpracovdnim na produkty pouzitelné nejen pro vyzivu, ale i pro dalsi
vyuziti napf. v mediciné a primyslu. Tedy produkty s vyssi pfidanou hodnotou, které
nezatézuji zivotni prostiedi a piinasi zpracovateli dalsi zdroje, nejen finan¢nich prostied-
kt. Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo popsat vedlejsi produkty masného pri-
myslu a mozné zpusoby jejich zpracovani. Dale byly uvedeny zplisoby vyroby Zelatiny
z vedlejsich bilkovinnych produktii, znichz jsou nékteré stile intenzivné zkoumany
(napf. odpady ze zpracovani ryb a dribeze), a nékteré oblasti kde je Zelatina aplikovana.
V publikovanych pracich lze nalézt zpracovani riiznych casti driibezich tél na zelatinu
(ktize, béhaky a hlavy), ale zpracovani kufecich zaludkt k témto Gcelim je novinkou,
dosud nikde nepublikovanou, a proto byla tato surovina zvolena pro zpracovani

v experimentalni ¢asti.

Diplomovéa préace se zabyva navrhem technologickych podminek extrakce bilkovinnych
produktt (hydrolyzati a Zelatin), biotechnologickym postupem s vyuzitim enzymatického
opracovani suroviny (kufeci zaludky). Hlavnim cilem byl navrh technologickych podmi-
nek extrakce bilkovinnych produktl, zelatin/hydrolyzath, tak aby byl vysledny vytézek
co nejvyssi. Experimenty byly provedeny s cilem posoudit vliv jednotlivych faktori (déle
uvedenych) na mnozstvi a kvalitu extrahovanych hydrolyzati/zelatin s nésledujici cha-

rakterizaci ziskanych produktd a zhodnocenim vysledkti pro praxi.
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5 MATERIALY, METODY A POSTUP PRACE

Pti zpracovani experimenti byly pouzity nasledujici pfistroje, materidly a postupy.

5.1 Pristroje, pomiicky, chemikalie

Piistroje a pomiicky

Rezac¢ka masa SPAR Mixer SP-100AD-B (TH Industry RD, Taiwan), pH metr WTW pH
526, piistroj extrakéni dle Soxhleta, ruéni ponorny mixér TEFAL (HB711), tfepaci pfi-
stroj LT 2, laboratorni vahy Kern 440-47, analytické laboratorni vahy Kern 770, suSarna
MEMMERT ULP 400, susarna WTB Binder E-28-TB1, topné hnizdo LTHS 250 a 500
(vyrobce Brnénska Drutéva v.a.), topna deska Schott s magnetickym michadlem, Sevens-
LFRA analyzator (pro stanoveni pevnosti gelu), diferencni snimaci kalorimetr DSC1
Mettler Toledo, plastové lahve se Sroubovacim uzavérem o objemu 2 | pro odstranéni
nekolagennich bilkovin, Erlenmayerova baiika 2 1 pro odtu¢néni, Erlenmayerova baiilka
0,5 1 pro enzymatické opracovani, odmérny vélec 25 ml, 250 ml, pipeta 2 ml, Petriho
misky, vaZenky, banka pro stanoveni pevnosti gelu dle Blooma, filtra¢ni papir nizké husto-
ty — KA-1 (Filpap, CR), kovové sitko s rozmérem ok 0,5x0,5 mm, stfi¢ka s destilovanou vo-

dou, ntizky, kiemikovy kelimek, nepfilnavé podlozky pro vysuSeni
Chemikalie

Enzym POLARZYME 6.0 T, 0,05% roztok NaOH, Aceton, 3% roztok HCI, chloroform,

etanol, destilovana voda

5.2 Metodika prace

N 24

citlivd na chybu méfeni, ale poskytuje velké mnozstvi informaci a zahrnuje i mozné in-
terakce mezi podminkami. Cilem je navrhnout uspotadani pokusi, které by co nejlépe
postihlo vliv téchto faktorii popt. i jejich interakce. Uplny faktorovy plan, ktery se pouZi-
va pfi niz§im poctu faktori (optimalni 2 nebo 3), spo¢ivd v postupném otestovani vSech
moznych kombinaci faktorii. Pokud jsou uvazovany dvé urovné faktoru (horni a dolni
hodnota), pouziva se k uréeni mnozstvi pokusti vzorec 2 , kde ,k“ je pocet faktorti. Pi
uplnych faktorovych planech jsou provedeny vSechny mozné kombinace urovni sledova-
nych faktorti. Vzhledem k mnozstvi experimentl se Uplny faktorovy plan zjednoduSuje

riznymi zpusoby, napiiklad vyuzitim jedno faktorového planu nebo ¢astecného faktoro-
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vého planu, ktery navrhuje jen polovinu, ¢tvrtinu nebo osminu pokust oproti Gplnému
faktorovému planu. Dals$i moznosti jsou takzvané smiSené faktorové experimenty. Pfi
jejich planovani je navrzen rtizny pocet urovni pro jednotlivé faktory. Nejsou zde uvazo-
vany pouze dvé hodnoty faktoru (horni a dolni), ale je navrzena zména faktoru v daném
intervalu v né¢kolika urovnich s pravidelnou zménou faktoru. Pro pocet experimentl se

pouzije vzorec j” x k", tj. m faktort je dano o j Grovnich a n faktort o £ urovnich [32].

Ukézalo se, ze koncentrace enzymu a doba enzymatického opracovani v navrhu experi-
mentid nebudou ukazateli, které by ovlivitovaly pfi pouziti maximdlni a minimalni hranice
téchto faktord kone¢né vysledky extrakce. Byly tedy navrzeny u téchto dvou faktorti kon-
stantni hodnoty ve vysi 0,4 % k suSiné suroviny u enzymu (w/w) a doba opracovani en-
zymem byla zvolena konstantné v délce 48 hodin. Faktory, jejichZz hodnoty se ménily,
byla doba extrakce ve dvou trovnich 15 a 60 minut a teplota extrakce v rozmezi

60-72 °C. Teplota byla ménéna v krocich po 3 °C.

5.3 Metody analyzy surovin a produkti

Pro analyzy produktl byly pouZity postupy ,,Standardni testovaci metody pro jedlé Zela-
tiny* (Standard testing method for edible gelatin) [33].

Stanoveni obsahu suSiny

Stanoveni suSiny bylo provedeno u odtu¢néné suroviny a vysledek byl pouZit pro vypocet
mnozstvi pfidaného enzymu v g (w/w) podle faktoru A. Byla provedena 2 stanoveni, ze
kterych se poté vypocital primér. Do predsusenych misek byl na analytickych vahach
navazen piiblizn€ 1 g suroviny s piesnosti na 4 desetinnd mista. Poté byly misky vloZeny
do susarny a suSeny pii 103+1 °C po dobu 3 h. Nasledné byly misky vloZeny do exsikato-
ru a po vychladnuti zvdZeny na analytickych vahach, opét s pfesnosti na 4 desetinna mis-

ta.

Vypocet susiny byl proveden podle nasledujiciho vztahu:

my
S=—.100 [%]
my

S...obsah susiny ve vzorku [%]
mj...hmotnost vzorku po vysuSeni [g]

my...hmotnost vzorku pied vysuSenim [g]
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Stanoveni obsahu popelovin

Obsah popelovin byl stanoven ze vzorkti pro stanoveni suSiny vzdy 2% pro kazdy vzorek.
Do vyzihaného kelimku bylo navazeno 0,5 g vzorku s presnosti na 4 desetinnd mista.
Poté byl vzorek v kelimku spalovan nad kahanem v digestofi po dobu pfiblizn¢ 1 hodiny.
Nasledné byl kelimek umistén na dobu 3 hodin do muflové pece, pfedem vyhiaté na 600
°C. Po zchlazeni pii laboratorni teploté byl vzorek vloZen do exsikatoru, kde vychladl a

byl zvazen, opét na analytickych vahéch.

Vypocet obsahu popelovin byl proveden podle nasledujiciho vztahu:

my
P=—.100 [%]
my

P...obsah popelovin ve vzorku [%]

m;...hmotnost kelimku se vzorkem po spéleni [g]
mo...hmotnost kelimku se vzorkem pted spalenim [g]
Stanoveni pevnosti gelu dle Blooma

Metoda stanoveni pevnosti gelu dle Blooma se provadi vtlacovanim véle¢ku o priméru
12,7 mm za pfesné definovanych podminek do ptipraveného gelu. Ke stanoveni je pfi-
praven gel o koncentraci zelatiny 6,67 % (w/w), tj. 7,5 g zelatiny a 105 g destilované vo-
dy. Ten je skladovan 16-18 hodin pfi teploté 10 °C. Nasledné je gel podroben zkousSce.
Vysledkem méfeni je hodnota Bloom (gram), kterd urcuje zatéz (silu v gramech) potieb-
nou ke stla¢eni gelu o 4 mm. Cim vét§i hodnota Bloom je naméfena, tim kvalitngjsi je
Zelatina (gel). ProtoZe v experimentech nebylo vyextrahovano dostatecné mnoZzstvi Zela-
tiny pro stanoveni pevnosti dle Blooma, bylo pouZito mensSich navazek Zelatiny, do nadob
o men$im objemu nez standardni nadoby. Nésledné byl pouzit pfepocitavaci koeficient,

aby vysledky odpovidaly vysledkiim dosazenym za standardnich podminek. Piedepsané

(metoda A) a upravené (metody B a C) podminky jsou zaznamenany v Tab. 1.
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Tab. 1. Stanoveni pevnosti dle Blooma

Navazka | v, v sska Prepotitavaci
Metoda | Zelatiny Nadoba P
vody [g] faktor
[g]
vngjs$i pramer 66 mm, vniti- B
A 7,50 105 ni 59 mm a vyska 85 mm
vnéjsi pramer 50 mm, vniti-
B 3,00 42 ni 44 mm a vyska 50 mm 1,26
C 1,50 1 vngj$i praméer 40 mm, vniti- 1.64
’ ni 35 mm a vyska 50 mm ’

Stanoveni kinematické viskozity

Viskozita byla stanovena méfenim doby pritoku, 17 ml roztoku zelatiny v destilované
vod¢ o koncentraci 6,67 % (w/w), Ubbelohdeho viskozimetrem pfi teploté¢ 60 °C. Namé-
fenéd doba pritoku byla prepocitdna na viskozitu dosazenim do nize uvedeného vzorce.

B
v=k.t— —
t

v...kinematicka viskozita [mm?/s]

B...konstanta ke korekci na kinetickou energii urend z rozméri viskozimetru (2,8)

k...konstanta viskozimetru zjiSténa ovéienou kalibra¢ni kapalinou (0,5)
t...aritmeticky prumér zmétenych pritokovych dob [s]
Stanoveni Cirosti Zelatiny

Cirost 6,67% zelatinového roztoku se stanovi pii 45 °C méfenim transmitance pies kyve-

tu 1 cm pfi vinové délce 640 nm (kalibrace na destilovanou vodu).
Stanoveni teploty tani Zelatinového gelu

Pro stanoveni teploty tani gelu Zelatin byla pouzita metoda diferencni snimaci kalorime-
trie. Vzorek gelu (v mnozstvi 30-50 mg), po méfeni pevnosti gelu, byl navazen do Al
vzorkovnice pro méfeni DSC a hermeticky uzavien. Vzorek byl umistén do méfici cely
spolu s referenci, doslo k jeho ochlazeni na 5 °C, které trvalo 15 min a méfeni tepelného
toku poté probihalo s rychlosti zahfevu 5 °C/1 min. Po zahtati na teplotu 50 °C, byl vzo-
rek opét zchlazen na 5 °C, rychlosti 5 °C/1 min. Ziskana data byla zpracovana

v tabulkovém procesoru a vyjadiena graficky.
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5.4 Bilan¢ni rovnice

Zde jsou uvedeny rovnice pouzité pro bilanci a hodnoceni stupné konverze vychoziho

materidlu (zaludky) na produkt (zelatina/hydrolysat).

Konverze na hydrolyzat (po neutrdlnim opracovani vychoziho materidlu enzymem —

1. stupen)
H = |(E—H) x 100
$s
Konverze na Zelatinu/hydrolyzat (extrakce zelatiny — 2. stupeii)
7/H = |<i)| x 100
$s

Celkova ucinnost extrakce
Saon = [(£2-5) 10
$s
Bilan¢ni chyba
B.CH.= |100 — (¢4 + &5 + NP)|
&y...mnozstvi extrahovaného hydrolyzatu
&...mnozstvi extrahované zZelatiny
&s...mnoZstvi suSiny odtuénéné a vycisténé suroviny

NP...nerozlozeny podil

5.5 Postup zpracovani kuiecich zaludku

Jako vedlejsi bilkovinny produkt jatecniho pramyslu byly zvoleny kuieci Zaludky. Suro-
vinu dodala RACIOLA Uhersky Brod, spol. s r.0. SloZeni vstupni suroviny bylo nasledu-
jici: obsah suSiny: 19,1+0,05 %; v suSin€ bylo stanoveno: celkovy obsah bilkovin:
75,6%0,8 %, z toho podil kolagenu v bilkovinach: 98,5+0,1 %, obsah tuku: 21,7+0,01%,
minerdlni latky: 3,9+0,005 %. Kufeci Zaludky byly rozmélnény na ¢astice o velikosti cca
3 mm pomoci upravené fezacky masa (dvoufazovy proces mleti a homogenizace surovi-
ny: v prvnim stupni mleti pouzita fezna desku ve tvaru ledviny a v druhém stupni ve tva-

ru kruhu o priméru 5 mm) a poté zamrazeny pro dal$i zpracovani na FT Univerzity To-
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mase Bati ve Zliné. Déle je uvedeno blokové schéma zpracovani (Obr. 9) a fotografie

detailu feznych desek (Obr. 7 a 8).

Obr. 7. Detail fezné desky tvaru ledviny

Obr. 8. Detail fezné desky s kruhovymi otvory 5 mm
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Rozemleté surové
kufeci Zaludky

sskladovany pii: -18°C
=rozmrazeny v lednicce (24 h) pii: 6°C

U

Odstranéni nekolagennich
bilkovin
ssmiseni s 0,05% NaOH 1:5 (22 °C; 3 x 45 min)
=promyti + tiepani ve vodé 30 min (22 °C)

U

Odtuénéni

ssmiseni s acetonem1:9 (w/v)
sttepani ve 4 cyklech (58 h)

U

Extrakce Zelatiny
I. Neutralni opracovani suroviny enzymem
stiprava pH 7,5+0,3
»piidavek Polarzyme 6.0 T (0,4 %) a tfepani (48 h)
I1. Extrakce Zelatiny

=promyty material smiSen s destil. vodou (1:17)
sextrakce dle faktori A a B se zvySovanim teploty
po Y2 h (40°C;50°C; extrakeni teplota dle A)

U

Filtrace
Zelatina/hydrolyzat NerozloZeny podil
vysuseno pii 45 °C vysu$eno pii 103 °C
analyza kvalitativnich parametrt

Obr. 9. Blokové schéma zpracovani kufecich zaludkl na Zelatiny/hydrolyzaty
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5.5.1 Priprava odtu¢nénych a preciSténych zaludku
Odstranéni nekolagennich bilkovin

Opakované 3x po sobé bylo provedeno smiSeni suroviny s 0,05 % NaOH v poméru
1:5 (w/v), tj. 200 g navazky suroviny a nasledn¢ tfepani 45 min pii pokojové teploté. Poté
byla surovina smichéna s vodou v poméru 1:5 (w/v) a tfepana dalSich 30 min pii pokojo-
vé teploté. Nasledovala filtrace na kuchynském sitku a promyti vodou. Surovina byla
poté rozprostiena na plechu na nepftilnavou folii a vlozena do suSarny s cirkulaci vzdu-
chu, kde se susila pfi teploté 35 °C cca 48 hodin. Po ususeni byla surovina pomoci ru¢ni-

ho ponorného mixéru rozmélnéna na mensi (cca 2—4 mm) ¢astice.
Odtucénéni

PfesuSend surovina byla smiSena s acetonem v poméru 1:7 (w/v) v Erlenmayerové batce
(bylo pouzito 50 g suroviny). Smés byla tfepana pii pokojové teplote, na tiepacce po do-
bu 58 hodin. Byly provedeny 4 navazujici tiepaci cykly (vzdy s novym rozpoustédlem),
vymeéna rozpoustédla probéhla po 6, 18, 10 a 24 hodinach tfepani. Po ukonceni odtu¢no-
vani byla po filtraci odtu¢néna surovina rozprostfena na plech a ponechéna cca 30 minut
v digestofi pro odpateni zbylého rozpoustédla a pak byla jesté nechana volné leZet k do-

suSeni. Odtu¢néna surovina byla skladovana v uzaviené nadob¢.

5.5.2 Extrakce Zelatiny
Neutralni opracovani vychoziho materialu enzymem (1. stupeit)

Pro neutralni opracovani enzymem byl pouZit nasledujici postup. Surovina + destilovana
voda byla smichana v poméru = 1:12 (bylo pouzito 15 g suroviny). Po cca 15 minutich
ttepani bylo upraveno pH na 7,5 = 0,3 pomoci 3% roztoku HCI. Byl pfidan enzym
v mnozstvi 0,4 % — mnozstvi enzymu je vztazeno na suSinu suroviny. Déle pokracovalo
trepani pii pokojové teploté po dobu 48 hodin. Po uplynuti 48 hodin byla provedena fil-
trace pfes kuchynské sitko, které bylo opatfeno jesté 3 vrstvami PA tkaniny, a ta byla
vysusena s nerozlozenym podilem. Prefiltrovana kapalina byla vylita na neptilnavou pod-
loZzku a vysuSena (tento vyextrahovany podil byl oznacen jako ,,Hydrolyzat*). Material
zachyceny na kuchynském sitku byl dikladné promyt béznou vodou z kohoutku, aby se

odstranil veskery enzym.
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Extrakce Zelatiny (2. stupert)

Promyty material byl smiSen s destilovanou vodou v poméru = 1:17 (pocitalo se s 15 g
vychozi tkdn€). Smes byla zahiata na teplotu 40 °C a po dosazeni této teploty se michala
30 minut (magnetické michadlo), byl zaznamenan cas, za ktery bylo dosazeno teploty
40 °C. Nasledné byla teplota smési zvysena na 50 °C a po dosazeni této teploty se micha-
la 30 minut (magnetické michadlo) a opét byl zaznamenan cas, za ktery bylo dosazeno
teploty 50 °C. Nakonec byla smés zahtata na kone¢nou extrak¢ni teplotu podle Faktoru B
(. 60, 63, 66, 69 nebo 72 °C) a po dosazeni této teploty byla extrahovana Zelatina podle
faktoru A (15 nebo 60 minut za michani magnetickym michadlem). Thned po uplynuti
Casu extrakce byla provedena filtrace a piefiltrovana kapalina byla zahtata k varu a pfti
této teploté se udrzovala 3 minuty (je to z diivodu inaktivace zbytkli enzymu). Roztok byl
nalit na plech o plose 600 cm? s nepfilnavou folii a vysusen pti 45 °C, cca 2 dny a vysu-
Seny film byl zvazen. Nerozlozeny podil byl vysusen pii 103 °C a nasledné zvazen spolu
s tkaninou pouzitou pii filtraci (PA tkanina pouzitd k filtraci na sitku byla zahrnuta do
hmotové bilance). U nékterych experimentl byla zkuSebn& provedena jesté 2. extrakce
z nerozlozeného podilu po 1. extrakci (extrakéni doba 15—60 min, extrakéni teplota 80—
100 °C). Nakonec byla provedena hmotova bilance (suSiny) a vypoctena ucinnost extrak-

ccC.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujicich kapitolach 6.1 a 6.2 jsou zhodnoceny vysledky provedenych experimentii

a naslednych analyz ziskanych Zelatin/hydrolyzata.

6.1 Vysledky experimentii

V pribéhu experimentli bylo pfipraveno 11 Zzelatin/hydrolyzata dle rozpisu, tak jak je
uveden v tabulce €. 2 na str. 37. Mnozstvi hydrolyzatu ziskaného po enzymatickém opra-
covani v 1. stupni se pohybovalo mezi 2,26-4,23 %. Vytézek zelatiny/hydrolyzatu byl
5,94-24,75 %. U nékterych experimenti byla po 1. extrakci provedena jesté 2. extrakce,
u niz byl vytézek Zelatiny/hydrolyzatu 3,22—-7,08 %. MnoZstvi nerozloZzené¢ho podilu po
extrakci se pohybovalo mezi 62,47—-88,50 %. Celkova ucinnost extrakce byla 9,86-32,84
%. Pevnost gelu zelatin/hydrolyzati byla namétena v rozmezi od 16 do 162 Bloom, ne
vSechny piipravené vzorky vSak vytvoftily gel (ve vysledcich je u takovychto vzorki uve-
dena pevnost gelu Bloom = 0). Obsah popelovin byl stanoven v rozmezi hodnot 1,22—
6,61 %. Naméfené hodnoty viskozity byly 0,57—1,94 mm?/s. Nékteré vzorky nebyly mé-
feny z divodu malého mnozstvi vyextrahovanych Zzelatin/hydrolyzati pro které nemohl
byt pfipraven roztok o piedepsané koncentraci (minimalni potfebné mnozstvi roztoku je
16 ml a ve vysledcich je u takovychto vzorkl uvedena viskozita = 0). Namétené hodnoty
pH se pohybovaly v rozmezi 6,8-7,4. SuSina u odtucnéné suroviny byla stanovena
v rozmezi 93,11-94,82 % a zbytkovy tuk odtucnéné suroviny byl stanoven v mnoZstvi
9,55 %. Méfenim transmitance 6,67% roztoku Zelatin/hydrolyzat byly zjistény hodnoty
0,9-2,5 %. Vysledky experimenti byly zpracovany pomoci software MiniTab 15, ktery

slouZzi pro statistické zpracovani dat.
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Tab. 2. Rozpis experimentt s technologickymi podminkami, charakterizaci procesu a charakterizaci pfipravenych zelatin/hydrolyzati

) Technologické podminky Charakterizace procesu Charakterizace ptipravené Zelatiny

>Q

|5 s s oo Celkova | .. . . 1

£ | Faktor A Teplota | Faktor B Vytézek Vytézek | MnoZstvine- | .. Bilan¢ni | Pevnost |  Obsah | .. . .

-2 . . , y . v ucinnost Viskosita Susina

g5 extrakce zelatiny | Doba ex- hydrolyzatu | zelatiny rozlqzeneho extrakce chyba gelu popela [mm?/s] pH %]

s [°C] trakce [min] [%] [%] podilu [%] %] [%] |[Bloom]| [%]

1 60 15 3,15 8,06 85,3 11,21 3,5 0 3,23 0,00 |6,8|94,43
2 60 60 3,66 5,13 84,7 14,65 6,5 0 6,61 0,00 |7,0] 94,22

3 63 15 3,69 7,23 87,6 10,91 1,5 0 3,31 0,00 |69 94,46
4 63 60 3,30 21,98 62,5 31,87 5,7 77 1,49 1,30 |7,1] 94,61

5 66 15 2,26 7,60 88,5 9,86 1,7 0 3,43 0,00 |6,8| 94,14

6 66 60 3,69 18,44 69,0 29,20 5,4 0 2,20 0,57 |7,1] 93,11

7 69 15 3,69 7,37 83,4 16,00 3,2 0 3,55 0,00 |7,0]93,61

8 69 60 3,12 24,75 67,1 32,84 1,0 162 1,22 1,94 |74 94,32
9 72 15 4,23 5,94 79,8 16,85 10,0 0 2,83 0,00 |7,1]93,20
10 72 60 3,66 16,12 70,9 26,67 6,0 16 1,94 0,57 |7,31]93,47
11?» 66 40 4,1 11,50 83,4 18,32 1,5 0 2,29 0,00 |7,0] 94,58

1) % v susiné produktu

2) Referen¢ni experiment bez enzymatického opracovani suroviny
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6.1.1 Mnozstvi vyextrahovanych Zelatin/hydrolyzati
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Obr. 10. Mnozstvi vyextrahované zelatiny/hydrolyzatu v zavislosti na teploté¢ a dobé ex-
trakce

Z grafu €. 10 je patrné, Ze nejvysSiho vytézku Zelatiny/hydrolyzatu bylo dosazeno pfi ex-
trakei trvajici 60 minut pfi teploté 69 °C. To odpovidéa pozorovani v pribéhu provadénych
extrakci, kdy pti ptekroceni teploty 65 °C doslo k redukci objemu ¢astic suroviny a ke
zméneé jejich zabarveni (z lehce nazloutlé se zménila na svétle hnédou). Zaroven je z grafu
vidét, Ze pti zvySeni teploty extrakce na 72 °C doSlo ke snizeni mnozZstvi extrahované Zela-
tiny/hydrolyzatu o 35 %. Z grafu dale vypliva, Ze pfi extrakci trvajici 15 minut nema teplo-
ta na vytézek témet zadny vliv, a pfi piekroceni teploty 70 °C, pii takto kratké extrakci,

dochazi k poklesu vytézku zelatiny/hydrolyzatu.
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6.1.2 Pevnost gelu Zelatin
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Obr. 11. Pevnost gelu v zavislosti na teploté a dob¢ extrakce

Z grafu €. 11 je patrné, ze kvalita pfipravenych zelatin/hydrolyzati byla nizka. Nekteré

vzorky netvofily gel ani pii 10 °C v lednici (extrakce provedend pfi teploté 60 a 66 °C,

v délce 15 minut 1 60 minut). U ostatnich teplot pii dob¢€ extrakce 15 minut vzorky téZ ne-

tvotily gel, ale pii prodlouzeni extrakéni doby na 60 minut, jiz k tvorbé gelu dochazelo.

Nejnizsi hodnotu mél vzorek extrahovany pii 72 °C a to 16 Bloom. Vyssi hodnotu pevnosti

gelu mél vzorek extrahovany pii 63 °C a to 77 Bloom. Nejvyssi pevnost vykazoval vzorek

extrahovany pii 69 °C s hodnotou 162 Bloom.
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6.1.3 Viskozita Zelatin/hydrolyzata
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Obr. 12. Viskozita v zavislosti na teploté a dob¢ extrakce

Z grafu ¢. 12 vypliva, ze pti kratké dobé extrakce, nema teplota zadny vliv na viskozitu
ziskanych Zelatin/hydrolyzata a jeji hodnoty jsou velmi nizké. To se zménilo pfi prodlou-
zeni extrakéni doby. Pfi prodlouZeni extrakéni doby a zvySeni extrakéni teploty na 69 °C,
vykazovala Zelatina nejvyssi hodnotu 1,94 mm?/s. Zelatina extrahovana pii vyssi teploté

méla ale opét hodnotu viskozity nizsi, a to 0,57 mm?/s.
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6.1.4 Obsah popela

Teplota [°C]

20 30 40 50 60
Doba extrakce [min]

Obr. 13. Obsah popelovin v zavislosti na teploté¢ a dob¢ extrakce

Z grafu ¢. 13 vypliva, Ze obsah popelovin byl v extrahovanych Zelatinach/hydrolyzatech
zna¢né variabilni a v mnoha ptipadech vyrazné piekraCoval maximalni hodnotu povolenou
pro jedlé Zelatiny. Nejvyssi obsah popelovin, pfekracujici tuto hranici vice jak trojnasobné,

byl zjistén u zelatin/hydrolyzat extrahovanych pti nizkych teplotach po delsi dobu.
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6.1.5 Teplota tani Zelatinovych geli
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Obr. 14. DSC kiivka — urceni teploty tani Zelatinového gelu (experiment €. 8)

Jak je patrné z grafu ¢. 14, méfenim DSC na pftistroji Metler Toledo pro experiment €. 8
(0,4 % enzymu w/w — vztaZzeno na suSinu suroviny; opracovani 48 h; doba extrakce 60
min; teplota extrakce 69 °C), byla stanovena teplota tani Zelatinového gelu 36,6 °C.

VSechny métené vzorky mély teplotu tani gelu v rozmezi 35-37 °C.
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6.2 Faktorové pokusy 2¥

Po provedeni experimentii podle schématu navrzené¢ho jako faktorové pokusy smisené,
byly provedeny jesté extrakce podle schématu 2X. Postupné byly navrzeny tfi schémata
experimentl, vzdy se tfemi faktory. Ve vSech byla faktorem A zvolena koncentrace enzy-
mu pro opracovani suroviny pied extrakci (0,1-0,9 % w/w, vztaZzeno na suSinu odtu¢néné
suroviny). Faktorem B byla doba enzymatického opracovani (16-48 h). Faktorem C byla
nejprve, v prvnim schématu, zvolena teplota extrakce zelatiny (60—80 °C), a na tuto teplotu
byl systém ohfivan stejné jako ve smiSenych experimentech. Nejprve probéhl co nejrych-
lejsi ohtev na 40 °C, poté udrzovani této teploty po dobu 30 min a nasledny ohtfev na 50 °C
s opetovnym udrZzovanim teploty po dobu 30 min. Pak byl proveden ohfev na extrakcni
teplotu a vlastni extrakce probihala po dobu 30 min. V dalSich dvou schématech byla fak-
torem C zvolena doba extrakce (40200 min pii 80—85 °C) a systém byl na extrakéni teplo-
tu ohfivan ihned. Vzhledem k ¢asové naro¢nosti provedeni experimentd podle kompletnich
schémat, byly zvoleny tzv. nelplné faktorové experimenty. Zvoleny byly vzdy okrajové
podminky, pro ovéteni predpokladanych vysledki, vzhledem k provedenym smisenym
experimentim. Je to jedna z moznosti, kterd se vyuzivad v ramci faktorového planovani

experimentd.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

52

6.2.1 1. série 2K

Tab. 3. 1. &ast 2X faktorovych pokusti — rozpis experimenti s technologickymi podminkami, charakterizaci procesu a charakterizaci pfipravenych

zelatin/hydrolyzata

DTechnologické podminky

Charakterizace procesu

Charakterizace pripravené Zelatiny

" Faktor B Faktor C
~ | Faktor A Mnozstvi | Celkova

5 Doba enzy- Teplota Vytézek Vytézek ) Pevnost | »Obsah | Visko- "
E Ptidavek _ _ tuhého | Ucinnost _ Susina
5 matického extrakce | hydrolyzatu | zelatiny gelu popela zita pH

S enzymu . podilu | extrakce [%]
0 opracovani zelatiny [%] [%] [Bloom] [%] [mm?/s]

[70] [70] [70]
[h] [°C]

1 0,3 16 60 2,21 10,32 87,0 12,54 9 2,21 1,3 7,1 | 93,1

2 0,9 48 80 6,68 8,57 83,5 15,25 20 2,46 1,3 7,1 | 93,1

3 0,6 32 70 0,74 32,67 61,7 33,41 61 1,32 1,3 7,0 | 94,9

1) konstantni doba extrakce 30 min

2) % v susing produktu

V této sérii experimentli byly zvoleny okrajové podminky a jeden centralni experiment. Probihal zde ohfev systému v n¢kolika Grovnich, stejné

jako u smiSenych experimenti. Z vysledku je patrné, ze maximalni hodnoty faktori nepfinesly maximalni hodnoty vytézku a kvalitativnich pa-

rametrti. LepSich hodnot doséhl stitedovy experiment, pouze vytézek hydrolyzatu byl vyznamné niZsi.
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6.2.2 2. série 2K

Tab. 4. 2. &ast 2X faktorovych pokusti — rozpis experimenti s technologickymi podminkami, charakterizaci procesu a charakterizaci pfipravenych

zelatin/hydrolyzata

DTechnologické podminky Charakterizace procesu Charakterizace pripravené Zelatiny

" Faktor A Faktor B Faktor C v M Celk

- aktor sy yte- nozstvi elkova

g Doba enzy- Doba ex- Vytézek 4 Pevnost | » Obsah Visko- ..
E Ptidavek ‘ , zek tuhého | Ucinnost _ Susina
5 matického trakce hydrolyzatu . gelu popela zita | pH

3 enzymu o . Lt zelatiny | podilu | extrakce . [%]
m opracovani zelatiny 0 0 mm-/s

[%] . R N I I I I OV R H
[h] [min]

1 0,3 16 40 2,97 4,45 89,9 7,42 68 2,69 0,00 | 7,1 | 94,7
2 0,9 48 200 5,94 17,82 73,1 23,76 150 1,28 1,94 | 7,0 | 94,7

1) konstantni teplota extrakce 85 °C

2) % v susiné produktu

Ve druhé sérii 2* experimentt byly zvoleny pouze okrajové podminky a zménil se faktor C z teploty extrakce na dobu extrakce. Z vysledkd je

vidét, ze sice poklesl vytézek Zelatiny, ale pevnost gelu se vyznamné zvysila. Zde uz nebyl provadén postupny ohfev jako u smisenych experi-

mentd, ale systém byl ohfivan na extrakéni teplotu co nejdiive s rychlosti 6 °C/min.
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6.2.3 3. série 2k

Tab. 5. 3. ¢ast 2* faktorovych pokusii — rozpis experimenti s technologickymi podminkami, charakterizaci procesu a charakterizaci pfipravenych

zelatin/hydrolyzata

DTechnologické podmink Charakterizace procesu Charakterizace pripravené Zelatiny
g p y p

. Faktor B <
2 | Faktor A Faktor C Mnozstvi | Celkova ‘ Susi-
5 Doba enzy- Vytézek Vytézek Pevnost | 2 Obsah | Visko- na
= Piidavek Doba ex- tuhého | ucinnost ‘
5 matického hydrolyzatu | zelatiny gelu popela zita pH

23 enzymu trakce zela- podilu | extrakce [%]
0 opracovani . . [%] [%] [Bloom] [%] [mm?/s]

[“o] tiny [min] [“o] [“o]
[h]
1 0,1 16 30 5,16 15,52 76,7 20,67 0 1,62 0,00 | 7,1 | 93,22
2 0,4 48 150 8,2 23,76 65,0 31,96 202 1,61 2,53 6,6 | 92,83

1) konstantni teplota extrakce 80 °C
2) % v susiné produktu

Rovnéz ve tieti sérii 2 experimentii byly zvoleny pouze okrajové podminky, mirné se ale snizila teplota extrakce Zelatiny/hydrolyzati na 80 °C.
Jako maximalni hodnoty faktorit A a B byly zvoleny hodnoty shodné se smiSenymi experimenty. V porovnani s 2. sérii se mirn€ snizila doba
extrakce. Vytézek se proti 2. sérii zvysil a zvysila se 1 pevnost gelu s maximalni hodnotou 202 Bloom. Za zna¢nou variabilitou vysledkl experi-
mentil stoji s nejveétsi pravdépodobnosti plisobeni enzymu, ktery zvySuje obsah peptidovych fetézcl s nizsi My, a ty poté vyrazné ovliviuji vy-

sledné vlastnosti produktt.
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7 ZHODNOCENI VYSLEDKU PRACE A NAVRH PRO
POKRACOVANI

V této kapitole je uvedeno zhodnoceni vysledkii prace ve srovnani se studiemi, které se
zabyvaly zpracovanim vedlejSich produktl z jatecného opracovani driibeze.

Vytézek Zelatiny

Abedinia a kol. [19]dosahl pfi zpracovani kachnich béhaka vytézku zelatiny 12,76 %,
11,39 % a 17,94 % pro kysely, zésadity a enzymaticky zptisob opracovani suroviny pted
extrakci. I kdyz dosahl biotechnologickym postupem nejvyssiho vytézku, je to i tak méné,
nez 24,75 % v této praci. Sarbon a kol. [20], ktery zpracovaval kufeci klize, dosahl vytézku
16 %, coz je také mensi hodnota. Sdm vSak uvedl, ze divodem mensiho vytézku by mohl
byt nevhodny zpisob opracovani, kombinovanym alkalicko — kyselym zpiisobem. Ve stu-
dii Dua a kol. [34], ktery zpracovaval kriti a kufeci hlavy, byl vytézek 37,97 % pro kriti a
31,21 % pro kuteci hlavy, coZ je u obou surovin vyznamné vice nez v této praci. Druh, vék
zvirat, blizkost slozeni a obsah kolagenu, stupeni jeho zesiténi v surovinach, a zptsob ex-

trakce zptsobuji rozdily mezi procenty vytézku ziskané zelatiny z rtiznych zdroju.
Pevnost Zelatinovych geld

Pevnost gelu ve studii Dua a kol. [34], byla pro Zelatinu extrahovanou z kritich hlav 368
Bloom a pro Zelatinu z hlav kutecich 248 Bloom, coz jsou v porovnani s nejvyssi hodnotou
z této prace ve vysi 162 Bloom, hodnoty vyznamné¢ vyssi. RovnéZ ve studii kde Sarbon a
kol. [20], zpracovéaval kufeci klize, bylo dosazeno vyssi pevnosti gelu a to 355 Bloom. Vy-

borné hodnoty u pevnosti gelu dosahl Rafieian a kol. [21], s pevnosti gelu 520 Bloom.
Obsah popelovin

Obsah popelovin stanoveny Duem a kol. [34], byl 0,03-0,06 %, coz je fadové mén¢ nez
obsah zjistény v této praci, ktery se pohyboval v rozmezi 1,22-6,61 %. I Sarbon a kol.
[20], dosahl vyznamné nizSiho obsahu popelovin s hodnotou 0,37 %. V Zzelatin€, kterou
extrahoval Rafieian a kol. [21], byl stanoven obsah popela ve vysi 4,41 %, coz je vice nez

2 % pro jedl¢é zelatiny.
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Teplota tani Zelatiny

Pokud jde o teplotu tani zelatiny ur€enou Duem a kol. [34], jeji hodnota byla 33,7 az
34,2 °C. Je to o néco mén¢ nez teplota 36-37 °C, urcena méfenim pomoci DSC v této pra-
cl.

Extrakéni podminky

V této préci byl pouZit pro opracovani suroviny biotechnologicky zptsob s konstantni kon-
centraci enzymu 0,4 % (w/w) a dobou enzymatického opracovani 48 h, ktera byla téz kon-
stantni. Faktory u nichZ se hodnoty ménily, byla teplota v rozmezi 60—72 °C a doba ex-
trakce 15—-60 min. Ve studii Abedinia a kol. [19], ktery pouzil mimo alkalického a kyselé-
ho i1 enzymaticky zpisob opracovani suroviny pepsinem, byla doba opracovani 3 h
s koncentraci enzymu 15 jednotek enzymu/g suroviny, 0,05 M CH;COOH a 0,1 M NaOH.
Extrakce byla provedena pfi teploté¢ 65 °C po dobu 12 h. Rafieian a kol. [21], pouzil pro
opracovani rtizné koncentrace HCI s konstantni dobou opracovani 24 h a riznou teplotu
extrakce s odliSnou dobou extrakce. Pfi vyhodnoceni byly stanoveny jako optimalni pod-
minky koncentrace HC1 6,73 %, 86,8 °C pro teplotu extrakce a 1,95 h pro dobu extrakce.
Due a kol. [34], pouzil pro opracovani 0,1 M NaOH v poméru 1:10 (w/v) po dobu 6 hodin
pii teploté 4 ° C. Po promyti destilovanou vodou déle 0,05 M roztok CH;COOH v poméru
1:10 (w/v), po dobu 18 hodin pii 4 °C. Zelatina byla extrahovana pti 50 °C po dobu 18
hodin. Sarbon a kol. [20], pouzil k opracovani kombinaci 0,15% (v/v) H2SO4 a 0,7% (w/v)
CsHsO7 po dobu 2 h. Extrakce Zelatiny probihala pies noc pii 45 °C.

Mimo jediné studie (Abedinia a kol.), pouzivali vSichni autofi k opracovani tradi¢ni zptiso-
by alkalické nebo kyselé. Né&kteti zvolili pomérné kratkou dobu opracovani a delsi dobu
extrakce, u nékterych byly tyto doby srovnatelné a n€ktefi pouzili schéma, které je vyuZito
1 v této praci, tzn. konstantni dobu opracovani po nekolik desitek hodin a néaslednou ex-
trakei, ktera trvala vyrazné krat§i dobu. Metoda prace pouzitd k experimentim je tedy
srovnatelna s dostupnymi zdroji, nicméné vysledny produkt nedosahuje kvalitativnich pa-
rametrQi pro jeho plné vyuZiti v béznych aplikacich Zelatiny. Bude potteba se zaméfit na
upravu podminek a provedeni extrakce, tak aby plisobenim enzymu nedochézelo ke sniZo-

vani My, a tim ke zhorSovani kvalitativnich parametra vyslednych produktu.
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ZAVER

Diplomova prace se zabyvala zpracovanim vedlejSich jatecnych odpadi, vznikajicich pii
jate¢ném zpracovani zvitecich tél, se zamétenim na odpady ze zpracovani dribeze. Téchto
odpadt vznikd vzhledem k ro¢ni produkei dritbeze velké mnozstvi a mnoho z nich obsahu-
je znacnou c¢ast kolagenu (béhaky, hlavy, kiize, zaludky) a jsou tedy vhodnym alternativ-

nim zdrojem kolagenu.

V teoretické ¢asti byly shrnuty poznatky ze zpracovani vedlejSich produktt jate¢niho pri-
myslu s jejich klasifikaci a moznymi zplisoby zpracovani. Dalsi ¢ast byla vénovana zpra-
covani na zelatiny se zplisoby opracovani a aplikacemi v riznych odvétvich primyslu od

potravinaistvi, pies medicinské aplikace az po technické vyuziti.

V praktické ¢asti byly zpracovavanou tkani kuteci zaludky a pro opracovéni suroviny pted
extrakci zelatin/hydrolyzatt byl zvolen biotechnologicky postup (POLARZYME 6.0 T).
Byly navrzeny faktorové pokusy podle smiseného schématu, kdy byly sledovany dva fak-
tory s riznym poctem urovni (faktor A — teplota s péti trovnémi 60—72 °C a faktor B —
doba extrakce s dvéma trovnémi 15 a 60 min). V prib¢hu experimentu byly nejprve z ro-
zemletych kuiecich zaludki (velikost Castic 3 mm) odstranény nekolagenni bilkoviny a
pigmenty pomoci roztoku NaOH, nésledovalo rozemleti ususené suroviny a jeji odtu¢néni
v acetonu. Odtu¢néna surovina byla pred extrakci Zelatin/hydrolyzati opracovana pomoci
enzymu a poté probéhla vlastni extrakce v horké vodé podle faktorii A a B. Extrahované
zelatiny/hydrolyzaty byly vysuSeny v tenkém filmu a nésledn€ podrobeny analyze pro po-

souzeni vlivu procesnich parametrii na u¢innost extrakce a kvalitu ziskanych produkti.

Pti experimentech bylo dosazeno vytézku hydrolyzatu v rozmezi 2,26 az 4,23 %. MnoZstvi
extrahovanych Zelatin/hydrolyzati bylo v rozmezi 5,13 (pfi teploté 60 °C a dobé& extrakce
60 min) az 24,75 % (pfi teploté¢ 69 °C a dobé extrakce 60 min). Pevnost gelu u vzorki,
které jej tvotily, byla v rozsahu 16 Bloom (pfi teploté¢ 72 °C a dobé extrakce 60 min) az
162 Bloom (pii teploté 69 °C a dob¢ extrakce 60 min). Obsah popelovin se pohyboval me-
zi hodnotami 1,22 (pfi teploté 69 °C a dobé extrakce 60 min) az 6,61 % (pfi teploté 60 °C a
dob¢ extrakce 60 min). Teplota tani Zelatinovych gelt se pohybovala mezi 36 a 37 °C.
Cirost 6,67% roztoki Zelatin/hydrolyzatii (méfeno pfi A=640 nm) byla stanovena v rozmezi

0,9-2,5 %. Hodnota pH se pohybovala od 6,8-7.4.

Béhem ¢&asteénych faktorovych pokusi podle schématu 2* bylo dosazeno vytézku Zelatiny

v rozsahu 4,45-32,67 % pti€emz hydrolyzatu po 1. stupni bylo 0,74-6,68 %. Pevnost gelu
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se pohybovala od 9 Bloom do 202 Bloom a kromé jednoho, v§echny vzorky gel vytvofily.
Obsah popela byl v rozmezi 1,28-2,69 % a pH bylo od 6,6 do 7,1.

Zpracovani kufecich zaludkt, biotechnologickym postupem na Zelatiny/hydrolyzaty, bylo
zkoumano jako vhodny postup pro zpracovani tohoto vedlejSiho bilkovinného produktu
z porazky dribeze. Nejenze se jedna o zpracovani pomoci moderniho postupu s omezenim
mnozstvi pouzitych chemikalii, Setficiho zivotni prostiedi, ale zaroveinl lze ziskat produkt
s vysokou ptfidanou hodnotou. Pokud je dodrzen nizky obsah popelovin (napt. experi-
ment &. 8 nebo experiment &. 2 z 3. série 2X experimentll), lze takto pfipravené Zelatiny

pouzit v potravinafstvi nebo farmacii.

Vysledky ziskané v této praci nejsou zatim optimalni pro maximalni vyuziti vstupni suro-
viny. V dalSich experimentech navrhuji zaméfit se na Gpravu technologickych podminek
pro maximalizaci vytézku extrakce a zvySeni kvalitativnich parametrii Zelatin (pevnost
gelu). Zde by bylo vhodné pfidrzet se podminek ze schématu 2, ktery je zminén v zavéru
prace a pouzit jej pro dal$i experimenty. Surovina i zvoleny biotechnologicky postup zpra-

covani jsou vhodnou alternativou pro vyrobu Zelatiny z netradi¢nich zdrojt.
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PRILOHAPI:

Fotografie z opracovani suroviny a méieni pevnosti Zelatinovych gelu

Vstupni surovina (vlevo) a surovina po opracovani NaOH pied suSenim a odtu¢nénim

(vpravo)

Ususena surovina pied odtu¢nénim (vlevo) a po odtuénéni (vpravo)

Zelatinové gely pfipravené pro méfeni pevnosti podle

Blooma
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Produktovy list POLARZYME 6.0 T

Product Data Sheet

X
novozymes

Rethink Tomarrow

1of1

Valid from 2014-03-19

Polarzyme®
6.0T

In this product the key enzyme activity is provided by
serine endoprotease that hydrolyzes internal peptide bonds

PRODUCT CHARACTERISTICS/PROPERTIES SAFETY AND HANDLING PRECAUTIONS

Declared enzyme Protease (Subtilisin} Enzymes are proteins. Inhalation of dust or aerosols may induce sensitization
Declared activity & KFPU/g and may cause allergic reactions in sensitized individuals. Some enzymes may
Colar Offowhite irritate the skin, eyes, and mucous mErr!branes J.DUH pmlo.ngeu cmlad..;ee
the MSDS or Safety Manual fer further information regarding safe handling
Physical form Granulate of the product and spills
Properties Freeflowing
Cdor Slight fermentation cdor COMPLIANCE
Solubility Readily soluble in application-relevant solutions at all Kosher certificate is available from the Customer Center or sales
levels of concentration, temperature and pH which may representative
occur in normal usage.
< CERTIFICATIONS

PRODUCT SPECIFICATION Novozymes is a signatory to United Nations Global Compact, United Nations

Convention on Biclogical Diversity and report on our sustainability
performance through Global Reperting Initiative (GRI). See all our
Polarzyme Protease Unit KPPU & g commitments under sustainability on www novozymes.com

Bulk density 1.0 13 a/ml

Laser diffraction <150 micron 05 ¥

Laser diffraction >1230 micron - 3 k]

Folarzyme elutriation dust - 85 ngfg ’ ,‘ ’
Total viable count - 10000 /g o w 0 ‘m‘

The enzyme analytical method is available from the Customer Center or sales ‘S \5
representative.

Lower Limit | Upper Limit | Unit

COMPOSITION
PACKAGING

The product is available in different types of packaging. Please contact the
sales representative for mare information:

The granulate contains enzyme concentrate, inorganic salt,
binder and coating matenials.
GM STATUS
This product is not a GMO.

The enzyme product is manufactured by fermentaticn of a micro crganism that
is not present in the final product. The production organism and the enzyme
effectiveness are improved by means of modem biotechnology.

STORAGE CONDITION

Recommended storage: 0-25 °C (32-77 °F)

Packaging must be kept intact, dry, and away from sunlight. Please follow the
recommendations and use the product before the best before date to avoid

the need for a higher dosage.

Best before: You will find the best before date in the certificate of analysis o

on the product label.

‘When stored as recommended. the product will maintain its declared activity up
1o its best-before date.

Novozymes guarantees delivery at least 3 months prior to the best-before date.

Novozymes AT For more information. or for mare office addre:
Krogshoejvej 36
2880 Bagsvaerd

N _NOVOZYIMES COMm

Denmark Laws, regulations andior third party rights may prevent customers from importing. using. processing andfor
Tel. +45 4446 0000 reselling the products described herein in a given manner. Without separate, written agreement between the
Fax +45 4445 9299 customer and Novozymes to such effect, this document does not constitute a representation or warranty of any

kind and is subject to change without further notice. © Novozymes ASS



