Zpracovani odpadnich kolagennich tkani
na zelatiny a hydrolysaty

Bc. Anna Skodikova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2022 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi polymerii

Akademicky rok: 2021/2022

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Iméno aprijmeni: B, Anna Skodikova

Osobni islo: T20099

Studijni program: ~ NO722A130001 InZenyrstvi polymerd

Forma studia: Prezendni

Teéma prace: Ipracovani edpadnich kolagennich thani na Zelatiny a hydrolysaty.

Lasady pro vypracovani

1. ¥ literdrni studi se 2améfte ma soudasny stav fesené problematiky a kriticky jej Zhodnafte.

2. Navrinéte technologicky postup Zpracovdni vybramyfoh adpaich tkdni ebsahujicich kolagen ma kolagenn/ produkty (Zels-
timy/fydrodysdty).

3. Vyhodnotte stuperi konverse surovimy na pfipravend produkty. Zaméfie se no charaktensad plipravenych produkid. Novrf-
néte aptimdin procesni podminky zpracowdind odpadni suroviny na Jefatiny, respektive Rydmfysdty.

4. Viysledky méfen( zpracujte vhodmym softwarem, provedte diskusi o Zhodnotte piinos price pro gy a proxd.



Forma zpracovani diplomove prace:  tisténd/elektronicka

Semam doporudené literztury:

Schrieber R.; Gareis H.: Gelatine Handbook. Theory and Industrial Practice. Wiley-VCH, Weinheim 2007.
(ckerman H.W.; Hansen C.1.: Animal By-Product. Processing & Utilizztion. Woodnead Publishing, London 2000.

Sarbon, N_M.; Naziin, F-B.; Howell, K. Preparation and characterisation of chicken skin gelatin as an altemative to mam-
malian gelatin. Food Hydrocoll. 2013, 30, 143-151.

Rammaya, K.; Ying, V.0; Babji, A.5% Physicochemical analysis of gelatin extracted from mechanically deboned chicken
meat (mdcm) residue. Int. J. Food Saf. Nutr. Publ. Health 2012, 5, 147-167.

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

Datum zadani diplomové prace: 1. dnora 2022
Termin odevzdani diplomové prace: 13, kwétna 2022

LS.
prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. v.r. Ing. Jana Navratilova, Ph.0. v.r

dékan Teditel istawu

Ve Zliné dne 1.dubna 2022



PROHLASENI AUTORA
DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, ze:

+ diplomové prace bude ulozena v elektronické podobé v univerzitnim informa¢nim
systému a dostupna k nahlédnuti;

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

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

* podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — diplomovou praci nebo
poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity
Tomase Bati ve Zling, kterd je opravnéna v takovém piipadé¢ ode mne pozadovat
pfiméteny prispévek na uhradu nékladd, které byly Univerzitou TomaSe Bati ve Zling
na vytvoreni dila vynalozeny (az do jejich skute¢né vyse);

+  pokud bylo k vypracovani diplomové prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou
Tomase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucelim
(. k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky diplomové prace vyuzit ke komerénim
ucelim;

+ pokud je vystupem diplomové prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za
soucast prace rovnez i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada.
Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhdjeni prace.

ProhlaSuji,
+ Ze jsem diplomové praci pracoval samostatné a pouZitou literaturu jsem citoval. V
ptipadé¢ publikace vysledkd budu uveden jako spoluautor.

+  ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrand do IS/STAG jsou
obsahové totozné.

Ve Zliné dne:

Jméno a pfijmeni studenta:

podpis studenta



ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva zpracovanim odpadniho kolagenniho separatu z hovézi klizky
na zelatiny a hydrolyzaty. V teoretické ¢asti se zamétuje na chov a produkci skotu domaciho.
jsou uvedeny zelatina a kolagen, jejich vlastnosti a aplikace. Praktickd ¢ast se pak vénuje
ptipravé kolagenu z kolagenni tkdn€ z hovézi klizky a nésledné podminkdm extrakce
Zelatiny, kterd byla pfipravena enzymatickym opracovanim suroviny. Sledovanymi faktory
pfi kondicionovani preciSténého kolagenu byly mnoZstvi enzymu Protamex (0,2-0,3-0,4 %),
doba kondicionovani (24-48-72 h) a teplota kondicionovani (6-12-18 °C). U extrahované
zelatiny byly provedeny analyzy fyzikdlnich a funkénich vlastnosti. Maximalni ucinnost
vyrobenych Zelatin dosahovala 88,5 % a nejvys$si pevnost dosahovala 316 Bloom. Vysledky
analyz byly také srovnany s dal§imi literarnimi studiemi. Bylo prokazéno, Ze za vhodnych

podminek lze ptipravit kvalitni zelatinu z kolagennich tkani hovézi klizky.

Kli¢ova slova: kolagen, Zelatina, enzym, hovézi klizka, jate¢né odpady

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the processing of waste collagen separate from bovine
plywood into gelatin and hydrolysates. The theoretical part focuses on the breeding and
production of domestic cattle. The slaughter of cattle, animal by-products and their use are
described in more detail. The following are gelatin and collagen, their properties and
applications. The practical part is then devoted to the preparation of collagen from collagen
tissue from bovine plywood and subsequently to the conditions of gelatin extraction, which
was prepared by enzymatic treatment of the raw material. The factors observed in the
conditioning of purified collagen were the amount of Protamex enzyme (0.2-0.3-0.4 %), the
conditioning time (24-48-72 h) and the conditioning temperature (6-12-18 °C). The extracted
gelatin was analyzed for physical and functional properties. The maximum efficiency of the
produced gelatins reached 88.5% and the highest gel strength reached 316 Bloom. The
results of the analysis were also compared with other literature studies. It that high-quality

gelatin can be prepared from bovine collagen tissues under suitable conditions.

Keywords: collagen, gelatin, enzyme, slaughterhouse waste, bovine shank
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UvVOD

Celosvétova zivocisna produkce od 60. let minulého stoleti rapidné vzrostla. Produkce
hovéziho masa se vice nez zdvojnasobila. Je odhadovéan nartst poptavky po produktech
zivocisné vyroby minimalné v piistich tiech desetiletich. Pii zpracovani masa jsou vedlejsi
produkty vyuzivany jako surovina pro jiné vyroby. Jedna se zejména o kiize, rohoviny, tuky,
droby, krev, stieva, zlaz, kosti a pefi. Nebyla vSak nalezena Zadna studie, kterd by se
zabyvala vedlej$Simi produkty z primyslové vyrabénych masnych produktii, jako jsou

napiiklad hamburgery.

Jiz vice nez 2000 let se v domacnostech pouzivaji pojivové tkané a vyrobky znich
extrahované jako lepidla. V potravinafstvi je Zelatina jednim z hydrokoloidi, které 1ze pouZit
jako zelirovaci, zahustovaci nebo stabilizacni €inidlo. V soucasnosti se svétova produkce

zelatiny odhaduje na 140 000-160 000 tun rocné.

Diplomové prace pojedndva o zpracovani odpadnich kolagennich tkani na Zzelatiny a
hydrolysaty. Konkrétné byla vybrana kolagenni tkéan z hovézi klizky, kterd je vyuzivana
k vyrobé hamburgerd. Kolagenni tkan zhovézi klizky je separovana a jiz dale
nezpracovavana. Kolagen je hlavni strukturdlni sloZkou vlaken bilé pojivové tkané a je
ptitomen ve vSech tkanich a organech. Tvofti témét 30 % celkové bilkoviny u obratlovet i

bezobratlych.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SKOT DOMACI

Skot domaci je nejrozsifenéjSim a nejbéznéjSim druhem prezvykavcel velkého vzrustu. Je
chovan predevsim pro produkci mléka, masa, kiizi a také pro zajisténi tazné sily, hraje
vyznamnou roli v recyklaci zivin a pfeméfuje rostlinnou hmotu na cenné bilkoviny pro

lidskou spotiebu [1].
1.1 Produkce skotu

1.1.1 Svétova produkce skotu a hovéziho masa

Do zac¢étku 60. let minulého stoleti bylo hovézi maso nejcastéji konzumovanym masem na
svété. Jeho nejvétsimi producenty na svété jsou USA, Novy Zéland, Brazilie, Argentina a
Australie. Svétova populace skotu je asi 1,43 miliard kust a z toho 260 milionti dojnych
krav. Prvni pticku v produkci hovéziho masa pak drzi pravé USA, které vyprodukovaly 12,4
miliont tun. To tvori témer 21 % celosvétové produkee, ktera k roku 2020 ¢ini 60,5 miliont
tun jate¢né¢ho hoveéziho masa. Na druhém misté v produkci hovéziho masa je Brazilie s 10,1
milionti tun jate¢ného hovéziho masa, coz je témér 17 % svétové produkce. V EU se
vyprodukovalo v roce 2020 7,8 miliony tun jate¢ného hovéziho masa, coz je ve srovnani
s USA 0 4,5 milionti tun méné. Na &tvrtém misté je Cina s 6,7 miliony tun jate¢ného masa.
Priimérnd ro¢ni spotieba v rozvinutych zemich svéta se pohybuje kole 85 kg hovéziho masa
na obyvatele. V Kanad¢, Francii, Némecku, USA a Dansku pfevySuje spotieba 100 kg za
rok na obyvatele [2,3,4].

1.1.2 Produkce skotu a hovéziho masa v CR

V Ceské republice se v roce 2020 vyroba jate¢ného skotu pohybovala kolem 165 tisic tun
zivé hmoty. Domaci spotieba hovéziho masa k roku 2020 v CR ¢&inila 133 tisic tun zivé
hmoty. Spotieba hovéziho masa v CR v kilogramech na obyvatele ma kolisavy trend. V roce
1995 to bylo 82 kg za rok, avSak v roce 2005 tato spotieba stoupla na témét 90 kg a poté
klesala az do roku 2013, kdy bylo spotfebovano minimum hovéziho masa, a to 75 kg na
obyvatele. Od roku 2013 trend opét rostl tak, Ze v roce 2016 byla spotfebovano 80 kg
hovéziho masa na obyvatele za rok. Nyni tedy v roce 2022 se udava hodnota 85 kg za rok

na obyvatele a predpokladem je dale vzristajici spotteba [2,5,6].
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1.2 Déleni hovézich tkani

Obréazek 1 Anatomie skotu doméciho [7]

1 - licko 14 - nizky rosténec
2 - Spicka krku 15 - svickova

3 -krk 16 - veverka

4 - podpledi 17 - bok bez kosti
5 - vysoky rosténec 18 - holubicka

6A - Zebro vysoké 19 - kvétova Spicka
6B - Zebro holé 20 - tabulova Spicka
7 - hrudi 21 - ofech

8 - Zebro nizké 22 - spodni 3al

9 - kulata plec 23 - vrchni sal

10 - loupana plec 24 - valecek

11 - velka plec 25 - karabacek

12 - husicka 26 - klizka

13 - klizka 27 - ohanka

Obrazek 2 Popis casti téla skotu domaciho [7]
Hovézi maso délime do ¢tyt jakostnich tiid. Prvni jakostni tfida obsahuje svickovou, kytu,
nizky roS$ténec, spodni a vrchni $4l, maly a velky ofech a Spicku. Do druhé jakostni tfidy
patii vysoké a holé zebro, vysoky rosténec, péro, velka a stfedni plec, pleckovy stitek, kuzel
klin a podpleci. Zebro nizké, hrudni, popek, veverka, oponka a ohaiika patii do 3. jakostni
ttidy. Do posledni, tedy 4. t¥idy, spada krk, pfedni a zadni klizky, podkr¢i a licko [7].

Hovézi klizka je sval nachazejici se na piedlokti skotu a délime ji na pfedni a zadni. Tento
druh svalu mé velmi tvrdou Slachovitou strukturu, jelikoz béhem celého zZivota zvitete nese

celou jeho vahu. Cim je zvife star$i, tim se hovézi klizka stava Slachovitéjsi a tlustsi.

Vzhledem k vysokému obsahu §lach prochazi procesem separace libového masa od vazl a
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Slach a je dale pouzita napiiklad do mletych hamburgerovych smési. Tento proces miize byt
ruéni i mechanicky. Rucni proces je velmi Casové naroCny a také pracny, zatimco
mechanické odstranéni Slach a vazi snizuje néklady na pracovni silu. S témito Slachami a

vazy se Casto zachazi jako s odpady a odvazeji se do kafilerii [9,10,11].

1.3 Slozeni hovéziho masa

Hovézi maso obsahuje 70—75 % vody. Tato hodnota ptirozené vyskytujiciho se obsahu vody
v mase se miiZe liSit dle typu svaloviny, rocniho obdobi, pH masa a stafi zvirete. Obsah
bilkovin v hovézim mase se udava v rozmezi 18-22 %. Maso je velmi dobrym zdrojem
esencidlnich aminokyselin. Aminokyselinové slozeni bilkovin hlavnich druhti masa je
uvedeno v Tabulce 1 Pokud jde o esencidlni aminokyselinu, zda se, ze hovézi maso ma
ponckud vyssi obsah leucinu, lysinu a valinu nez veptové nebo jehnéci maso a nizsi obsah
threoninu. Mohou existovat vyznamnéj$i rozdily mezi konkrétnimi umisténimi svald,
pripadné i plemeno a v&k zvitat maji dilezité vlivy. Bylo popséano, ze obsah argininu, valinu,

methioninu, isoleucinu a fenylalaninu se zvySuje s rostoucim vékem zvitat [12].

Tabulka 1 SloZeni aminokyselin v mase [12]

Aminokyselina | Hovézi [%] | Vepiové [%] | Jehnéci [%]
Isoleucin 5,1 49 4.8
Leucin 8,4 7.5 7,4
Lysin 8,4 7,8 7,6
Methionin 2,3 2,5 2,3
Cystein 1,4 1,3 1,3
Fenylalanin 4.0 4,1 3,9
Threonin 4.0 5,1 49
Tryptofan 1,1 1,4 1,3
Valin 5,7 5,0 5,0
Arginin 6.6 6,4 6,9
Histidin 2,9 32 2,7
Alanin 6,4 6,3 6,3
Kys. asparagova 8,8 8,9 8,5
Kys. glutamova 14,4 14,5 14,4
Glycin 7,1 6,1 6,7
Prolin 5,4 4.6 4.8
Serin 3.9 4,0 3.9
Tyrozin 3,2 3,0 3,2

Obsah tuku se v hovézim mase lisi podle typu svaloviny, staii zvifete a podle mnozstvi
krmiva, jezZ dostavd. V mnoha studiich se udavé obsah tuku 5-19 %. Tuk v mase se nachazi

jak mezi svaly, tak uvnitt svali. Obsahuje také pomérné velké mnoZzstvi mineralnich latek,
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latek, jako jsou vapnik, fosfor, sodik, draslik, chlor, hot¢ik a také mnozstvi stopovych prvkd,

ke kterym patii zelezo méd’, zinek atd [12,13,14].

Tabulka 2 MnoZstvi minerala a stopovych prvkl v mase [12,14]

Mineraly a stopové prvky [mg/100 g]

Na K Ca | Mg | Fe P Cu | Zn
Hovézi maso 69 | 334 | 54 | 245 | 2,3 | 276 | 0,1 | 4,3
Vepi'ové maso 45 | 400 | 4,3 | 26,1 1,4 | 223 | 0,1 | 2,1

1.4 PORAZKA SKOTU

Porazka skotu zahrnuje nékolik fazi. Prvni je manipulace ptfed pordzkou, pak nésleduje
omraceni, samotna porazka jate¢ného zvirete, vykrveni, jateCné opracovani a veterinarni

kontrola. Jde o usmrceni jate¢ného zvifete za i¢elem vyuziti jeho produktt [15].

1.4.1 Omraceni

K omraceni dochazi v omracovacim boxu. K omraceni skotu se vyuzivaji tifi metody:
mechanické, elektrické a chemické. Mechanickou metodou je omraceni penetracnim
upinacim Sroubem, kdy pistole vystieli kovovy Sroub do ¢elni kosti €1 az do mozku zvitete

a okamzité ho omraci, ¢i dokonce usmrti [15].

Druhou metodou je elektrické omraceni, které se nejcastéji pouziva jak u skotu, tak i u telat
a ovci. Elektricky proud prochazi mozkem jate¢ného zvifete pomoci velkych klesti, a tim
dojde k docasné ztraté védomi. N&které systémy mohou prochéazet i srdcem, tudiz je zvite
nejet omraceno ale i usmrceno. RozliSuji se také tfi druhy elektrického omraceni:
elektrokéma, kdy se vyuzivd napéti 70-100 V, elektroSok snapétim 180-220
V a vysokovoltové omraceni s napétim 500-1000 V [15,16,17].

Tteti metodou je metoda chemickd, do niz patfi omraceni zvifete oxidem uhli¢itym. Tato
metoda se povazuje za nejhumannéj$i metodu a spociva v tom, Ze se zvifata nahnana do

omracovaciho boxu omraci se smési vzduchu a 60—-80 % oxidu uhli¢itého [16,17].

1.4.2 Vykrveni

Vykrveni musi probéhnout ihned po omraceni jatecného zvifete. Miize probihat vertikalné
¢i horizontalng. Vertikalni vykrveni je nejhygieni¢téjsi systém, kdy se zvife povési za zadni
koncetiny na hék nebo pohyblivou kolejnici. Poté dojde k profiznuti aorty dutym nozem, coz

umozni vykrveni bez kontaminace krve zrany do zakryté nadoby. Do 10 sekund od
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profiznuti aorty vyteée 40-60 % krve. Horizontalni vykrveni by mélo byt provedeno na
specidlnim a Cistém stole, aby byly zajistény hygienické podminky. Poskytuje rychlejsi
vykrveni. Pokud ma byt krev pouzitd na produkty k lidské spotieb¢, je nutné, aby se nedotkla
vykrvovaciho stolu pfed dosazenim sbérné nadoby [15,16,17,18].

1.4.3 Vnéjsi a vnitini jate¢né opracovani

K vnéjsimu opracovani patii opareni a odstranéni chlupt z kiize. Opateni se provadi vodou
o teploté pfiblizné¢ 60 °C po dobu 6 minut. Tim se uvolni folikuly chlupu a ten se poté
specialné tvarovanou Skrabkou odstrani. Dal§i metodou odstranéni necistot a chluptli je
stazeni jateCného zvifete z kiize. To se vSak provadi, jen pokud je kiize urcena na kozené
zbozi. Zbylé chlupy a necistoty se téZ mohou odstraniovat opalovanim. Pti opalovani dochazi
ke stazeni a zpevnéni pokozky, a vyrazné se tim snizi mnozstvi mikroorganismu na kiizi. Po
opaleni se chlupy odstrani stejn¢ jako po opafeni spolecné s Cernymi usazeninami na kizi,
ktera se nasledné dtikladné ocisti. Mezi vnitini jate¢né opracovani patii tzv. vykolovani, coz
znamena odstranéni vnitinosti a télnich dutin porazeného zvifete. Vykoleni by mélo
prob&hnout maximalné do 45 minut od omréaeni jatecného zvifete, aby se zabranilo
kontaminaci svaloviny mikroorganismy. Déle se télo zvifete rozptli, aby bylo moZné fadné

veterinarni zhodnoceni nezédvadnosti [16,17,18].

1.4.4 Veterinarni prohlidka

Pti veterinarni hygienické prohlidce se hodnoti stav vnitinich organi, miznich uzlin, sristy
plic pohmatem tak i prohlidkou. Kontrola masa je povinna e je tieba zjistit nezavadnost,
bezpecnost a presné oznaceni dodavky masa. Obecné je veterinarni sluzba povinna proveést
prohlidku ptfed pordzkou, posmrtnou prohlidku, opakovanou kontrolu béhem zpracovani,
sanitaci, zafizeni a vybaveni. Na ziklad¢ vysledki prohlidky pak ozna¢i maso danou

skupinou poZivatelnosti a urci dal$i nakladani s masem [16,19].

1.4.5 Zchlazovani masa

Ke zchlazeni masa musi dojit co nejdiive po opracovani téla, aby se zabranilo fermentacnim
procestim a bujeni mikroorganismil. Po porazce se maso musi zchladit na teplotu +5 °C do
12 hodin pfi vlhkosti vzduchu 85 %. Pro dlouhodobé skladovani je nutné zmrazit maso na
teplotu -5 °C po dobu 48 hodin nebo na teplotu -10 °C po dobu 24 hodin. V této teploté musi

byt udrzovano az do opracovani [16,19].
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1.4.6 Vedlejsi ZivociSné produkty

Vedlejsi zivoc¢isné produkty jsou oznaceny odpady, které dale nejsou ureny pro lidskou

spotfebu. Tyto odpady vznikajici pii zpracovani zvitfete jsou velkou c¢asti biologického

-----

-----

porazky zvitete az po findlni zpracovani potravin. Vznikaji pfedevSim pro porazeni zviiete
k lidské spotiebe, vyrobe¢ produktii Zivocisného ptivodu, neSkodnému odstranovani mrtvych
zvifat a provadénim opatieni ke tlumeni ndkaz. Odhaduje se Ze pouze 54 % skotu je vyuZito
k lidské spotiebé a zbytek je povazovano za vedlejsi zivoc¢isny produkt. Je tieba témito
produkty manipulovat oddélené a patiicné je oznaCovat. Odebrani vedlejsich zivocisnych
produkti musi probéhnout neprodlené po jejich vzniku. Velka ¢ast vedlejSich produktl se
dale vyuziva naptiklad v koZed€lném primyslu, farmacii a krmivaiském pramyslu. Vedlejsi

produkty se rozdé€luji do tii kategorii.

Do kategorie 1 jsou zafazeny cela t€la zvifat a vSechny jejich ¢asti podezielych z infekéni
nakazy, pouZzivanych k védeckym pokusiim a téla zvitat obsahujici rezidua, kterd znecist'uji
Zivotni prostfedi, zvifata ze Zoo zahrad a cirkusti. Dale sem patii specifikovany rizikovy
materidl, celd téla tento materidl obsahujici a vedlejsi zivocCisné produkty ze zvitfat
podrobenych nezakonnému oSetieni. Za specifikovany rizikovy material se u skotu povazuje
lebka bez spodni Celisti, mozek, o¢i a micha u zvifat starSich nez jeden rok. Patet kromé
ocasnich obratll, vybeézkil krénich, bedernich a hrudnich obratlt, stfedové hiebene kiizové
kosti véetn€ miSnich nervovych uzlin u zvitat starSich nez 2,5 roku, mandle, ¢ast tenkého
stteva a slepé stfevo. Specifikovany rizikovy material musi byt neprodlené po odebrani
oznacen metylenovou modii. Tento material se dale zpracovava tlakovou sterilizaci a poté

se spali, zahrabe na povolené skladce nebo pfeméni na bioplyn.

Ve 2. kategorii jsou materidly jsou povazovany za rizikové a jejich zpracovani je omezeno.
Patfi sem nemineralizované guano (trus), obsah traviciho traktu a hntij, Zivo¢isné produkty
prohldseny za nevhodné k lidské spotifebé z ditvodu vyskytu cizich téles a které byly
dovezeny ze zemi nespliiujici pozadavky kladeny v EU. Ddle do 2. kategorie spada dribez
odumfela ve vejci, oocyty, embrya a sperma, plody, a uhynuld zvifata jinak nez porazkou.
Materidl z 2. kategorie je mozno odstranit po tlakové sterilizaci spalenim, zahrabanim na
povolené skladce, nebo se da také vyuzit k vyrobé organickych hnojiv, ptdnich ptipravki.
Pokud jde o hniij, mléko a mlécné vyrobky, mleziva ¢i obsah traviciho traktu je mozné tento

material zkompostovat, nebo bez zpracovani aplikovat na padu.
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Do 3. kategorie spadaji nejméné rizikové zivociSné produkty. Patfi sem tedy téla
usmrcenych, ¢i porazenych zvitat vhodnych k lidské spotiebé, avSak z obchodnich hledisek
nejsou k lidské spottebé urceny. T¢la, ktery nejsou vhodna k lidské spotiebe, ale nevykazuji
zadné znamky onemocnéni ani infek¢nosti. Dale to jsou driibezi hlavy, kiize, pefi, vina, rohy
srst, paznehty. Jednodenni kufata usmrcena z divoda obchodniho, odpady ze stravovacich

zafizeni a vadné zZivocisné vyrobky [19,20,21].

Kazda z kategorii musi byt jednoznacné a zieteln€ identifikovatelna a umoznit tak oddélenou
manipulaci. K identifikaci prvni kategorie vedlejSich zivocisnych produkti, tedy produktii
s nejvyssi rizikovosti, se vyuziva napis ,,pouze k neSkodnému odstranéni* v ¢erné barve. U
druhé kategorie se vyuziva barva zlutd s napisem ,,neni uréené ke krmeni zvitat™ a posledni
kategorie tedy tfeti kategorie je vyznacena napisem ,,neni urceno k lidské spotieb&* v zelené

barvé [19,21].

1.4.7 Vyutziti vedlejSich Zivo¢iSnych produkti

Zaméteni na vedlejsi produkty je povazovano za velmi dilezité. Z celkové zivé hmotnosti
skotu je az 56 % nevyuZivanych masnych i nemasnych slozek. VétSina z téchto sloZek je
vSak naprosto vhodna pro lidskou spotiebu, jelikoz obsahuje vysoké mnoZstvi bilkovin,
esencialnich aminokyselin, minerald, vitamint, antioxidantti a bioaktivnich peptida. Je stale

vvvvvv

masa bude do roku 2050 az o 200 milionti tun vyssi [22,24.25].

Se stale pfisn€j$imi standardy a omezenimi, jak mohou byt odpady zlikvidovany jakoZz i
s urovni znecist'ujicich latek, které jsou v pfijimajicim prostfedi povazovany za pfijatelné,
¢eli mnoho zpracovatelii masa vyzve, jak zlepSit nakladani s odpady nékladové efektivnim
zpusobem [22,23,24]. K tomu potiebuji vyvinout strategie nakladani s odpady zalozenou na
nasledujici hierarchii:

1.pfedchazeni vzniku odpadu a jeho sniZzovani u zdroje

2. vyuziti, opétovné pouziti a recyklace odpadu

3. zpracovani a likvidace odpadu

Anaerobni mikrobialni rozklad biomasy, ktery se obvykle nazyva ,,anaerobni digesce®,
se pouziva pro upravu organickych odpadi a odpadnich vod. V tomto procesu
mikroorganismy degraduji organickou hmotu a produkuji smésné plyny, jako jsou methan a

oxid uhli¢ity v neptitomnosti kysliku. Vzhledem k tomu, ze metan je uzitecny obnovitelny
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zdroj energie, vénuje se anaerobni digesci velkd pozornost jako technologie nejen pro
zpracovani organickych odpadd, ale také pro pfeménu biomasy na energii. Anaerobni traveni
je technologicky jednoduché, dokaze preménit organické materialy (cukry, bilkoviny, lipidy,
xenobiotika atd.) z Siroké Skaly organickych odpadi véetné odpadnich vod, pevnych odpadt
a biomasy na metan. Odpad z jatek je idealnim substrdtem pro anaerobni digesci a lze
dosdhnout eliminace vice nez 90 % chemické spotieby kysliku. Lipidy ptedstavuji dilezitou

¢ast organické naplné v odpadech z jatek [23,24,26].

Kompostovani je oblibend metoda stabilizace odpadnich pevnych latek ze zpracovani masa.
V procesu kompostovani bakterie a houby oxiduji biologicky odbouratelné slouceniny, jako
jsou tuky a bilkoviny a oxid uhli¢ity, ¢imz zanechdvaji stabilni organicky zbytek ve formé
kompostu. Proces urychluji vysoké teploty a vlhké aerobni podminky v kompostovaci
hmoté. Vysoké teploty, které se pohybuji od 50 °C do 80 °C, dosazZitelné¢ bchem
kompostovani, zabijeji patogeny a pomahaji zajistit bezpecny produkt. Kompostovani k
vytvoreni vyzralého produktu vyzaduje n€kolik tydnti nebo mésicii v zavislosti na pouzitém
procesu. Z kompostu z odpadu pii zpracovani masa lze vyrobit rGzné produkty, od

zakladniho ptidniho substratu az po vysoce kvalitni substrat [22,26,27].

Vyroba kolagenu, hydrolyzatu a Zelatiny. Kolagen z odpadu je stale vice zajimavy kvuli
svému mnoZstvi v mnoha vedlejSich produktech. Namisto vyroby krmiva pro doméci zvifata
s vyuzitim téchto odpadi je zajimavé premenit je na krmivo s vysokym obsahem bilkovin
pro lidskou spotiebu. KiiZze savci, kosti, pojivova tkan a rybi kosti, ploutve a Supiny jako
hlavni slozky vedlejSich produkti zivoc¢isného plivodu mohou slouZit jako slibné zdroje
kolagenu a Zelatiny. Zelatinu Ize ziskat ¢aste¢nou hydrolyzou kolagenu. V tomto ohledu
pfeména kolagenu/Zelatiny na potravinaiské ptisady s vysokou piidanou hodnotou, napf.
kolagenové hydrolyzaty nebo peptidy s potencidlnimi bioaktivitami slozkami, si ziskaly

velkou pozornost [28].
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2 KOLAGEN A ZELATINA

2.1 Kolagen

2.1.1 SlozZeni kolagenu

Sklada se z 20 aminokyselin. Z deviti aminokyselin esencidlnich pro lidsky organismus je
pritomno velmi malo methioninu a zcela chybi tryptofan. Neni to jednotna latka, ale spise
rodina proteind. K dne$nimu dni je zndmo 28 typi kolagenu. Kolagen typu I je nejvice
rozsahly kolagen, ktery se nachazi v kostech, Slachach, kiizi, vazech, rohovce, plicich,
cévach a v mnoha dalSich tkanich kromé hyalinni chrupavky a mozkového sklivce. Kolagen
typu II je prevladajici slozkou hyalinni chrupavky a nachézi se také ve sklivei, rohovkovém
epitelu a meziobratlovych ploténkach. Kolagen typu III je pfitomen v relativné elastickych
tkanich, jako je embryonalni kiize, plice a krevni cévy, a je Siroce rozsifen ve tkanich
obsahujicich kolagen I kromé¢ kosti. Je také dilezitou slozkou ve tkénich plic, jater, sleziny,
cév atd. Kolagen typu V se nachdzi ve spojeni s kolagenem typu I v malych mnozZstvich v
kostich matrix, jatrech, plicich a placenté. Také se nachazi ve zvlasté vysokych mnozstvich
v rohovce. Kolagen typu XI se nachazi v malych mnozZstvich v kloubni chrupavce ve spojeni
s kolagenem II. Tyto klasické fibrilarni kolageny maji dlouhé nepterusené pisobisté, kterym
je trojitd Sroubovice. Vzhledem k tomu, Ze tyto kolagenové fibrily jsou pfitomny témért vSude
v lidskych tkanich, vyzaduji riizné genové produkty kolagenu, které vedou ke kvalitativné
odlisSnym fibrilarnim formam, coz ma za nasledek rizné vlastnosti. Ackoli vSechny
kolagenové fibrilové struktury obsahuji 300 nm trojSroubovicovou strukturu, vyskytuji se
urcité odchylky ve velikosti a sloZitosti koncli molekuly a interakci mezi kolageny ovliviiuji

mechanické vlastnosti [29,30,32].

2.1.2 Aplikace kolagenu

Kolageny maji obrovské priimyslové vyuziti, z nichz pfevazna cast je v biomedicinském,
potravinaiském a kosmetickém primyslu. Kolagen byl povazovan za vynikajici biomaterial
pro vyvoj obvazovych systémi na rany a pro vyvoj konstrukci ve tkanovém inzenyrstvi diky

své vyjimecné biokompatibilit¢ a nizké antigenni schopnosti.

Kolagen Ize pouzit jako potravinatrskou ptisadu ke zlepSeni kvality potravin pii zpracovani.
Kolageny se pouzivaji jako potravinarské aditiva pro zlepseni reologickych vlastnosti uzenin
nebo jako zajisténi dostateného mnozstvi zivit v krmivech pro zvifata. Maso obsahujici

kolagen také zlepSuje technologické vlastnosti a kvalitu produktd. Tepelné stabilni
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kolagenova vladkna mohou byt pfirozenou alternativou misto syntetickych emulgatort v
kyselych potravinach a napojich. Déle se v potravinafstvi pouzivaji k potahovani produktt
kolagennimi filmy jako membrana proti kysliku, vlhkosti, ¢imz poskytuji strukturalni
celistvost a delsi trvanlivost. Kolagen je také pouzivam pro vyrobu stiivek na klobasy a jiné

pochutiny [32,34].

Kolagen v kosmetickych aplikacich. Kolagen ptedstavuje jednu z hlavnich slozek
kosmetickych piipravka pro své hydratacni, regeneracni a filmotvorné vlastnosti. Vyborna
schopnost vazat vodu poméha udrzovat spravny obsah vody v pokoZce béhem dne. Pokozka
je zvlhéena a zjemnéna. Kromé toho, ze je kolagen ptirodni zvlhcovadlo, jeho filmotvorné
vlastnosti snizuji transepidermalni ztratu vody. Vyzkumy prokazaly, Ze kolagen urychluje
hojeni ran a napomdahé regeneraci tkané. Proto je kolagen Siroce pouzivan v kosmetické
oblasti. Lze jej pouzit jak k péci o plet, tak i na vlasy. Kolagen je také hlavni slozkou
nékolika hydrogelt, které 1ze pouzit jako takzvanou ,,masku krasy*. Tento druh kosmetiky

by mél obnovit pruznost pokozky a podporovat uc¢inek proti starnuti [30,35].

Kolagen v biomedicinském priimyslu je hojné uzivan v 1é€be infekce tkani, jako je naptiklad
infekce rohovky, rakovina jater ¢i jako nosic¢ 1é¢ivych latek naptiklad antibiotik. V tkanovém
inZenyrstvi se vyuziva kolagenovych scaffoldli jako matrice pro doasnou mechanickou
oporu pro migraci kostnich bun€k a diferenciaci do skeletu, ¢imZ je podporovéana
osteointegrace s hostitelskou tkani. Kolagen je proto vybornym materidlem, jelikoz je
biokompatibilni a biologicky odbouratelny. Je Siroce vyuZivan pii dodavani 1€kt diky své
dostupnosti, biokompatibilité a biodegradabilité. Bohaté zdroje extrahovaného Zivo¢isného
kolagenu byly uspésn¢ formulovany do mnoha materiald pro aplikace 1ékt, vcetné
mikroc¢astic, povlaka, filmt, hydrogel, pelet a houbicek. Nekteré priklady bezné
pouzivanych aplikacnich nositelli na bazi kolagenu zahrnuji kapsle vyrobené z Zelatiny,
injektovatelné hydrogely naplnéné ristovym faktorem, kolagenové houbic¢ky na popaleniny
a chronické rany, rohovkové §tity, formulace nanocastic pro dodédvani gent a antibiotické
obvazy. LéCebna Cinidla, kterd jsou doddvana, se pohybuji od malych chemickych molekul
pfes DNA, proteiny, a dokonce i buriky. Vé&tSina soucasnych aplikaci vyuziva kolagen jako
transportni prostfedek nebo biomateridl a vyuziva jeho strukturalnich vlastnosti. Kromé toho
muze byt kolagen atraktivnim mistem pro cileni 1ékli, protoze je s nim nadmérné
exprimentovano pii béznych chorobnych procesech, jako je fibroza plic a jater, sklerodermie

a lupenky [30,35,36,37].
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2.2 Zelatina

Zelatina je piirodni polymer, ktery je vyroben z &asteéné hydrolyzovaného kolagenu.
V primyslu je z 85 % zastoupena vyroba z vepiovych a hovézich kiizi, kosti a vazovic. Je
povazovana za specidlni a jedine¢ny hydrokoloid, ktery plni mnoho funkci a ma velmi
sirokou $kalu aplikaci. Zelatina je lehce stravitelna &ista bilkovina, jenz se sklada z 18
aminokyselin.  Nejvetsi zastoupeni v zelatin€ maji aminokyseliny Glycin, Prolin a
Hydroxyprolin, ostatni aminokyseliny jako je kyselina glutamova a asparagova, alanin,
arginin, lysin, serin, leucin, valin, fenylalanin, threonin, isoleucin, histidin, hydroxylysin,
methionin a thyrosin jsou v Zelatiné v men$im mnozstvi. Kromé tryptophanu obsahuje

zZelatina vSechny esencidlni aminokyseliny [38].

2.2.1 Vlastnosti Zelatiny

Jednou z nejzajimavéjSich vlastnosti zelatiny je schopnost tvofit gel. Nékolikaprocentni
roztok zelatiny ve vod¢ vytvaii pii teplotdich pod 35 °C prthledny elasticky gel, ktery
zpusobuje uspofaddani nativniho kolagenu tvoficiho sit' kolagenovych vldken schopnych
zabudovat do své struktury velké mnoZzstvi vody. Fyzikéalné-chemické vlastnosti Zelatiny
mohou byt ovlivnény mnoha faktory, v€etné typu tkané, véku a druhu zvitete, pouzité
metody predupravy a podminek extrakce. Pevnost Zelatinového gelu, reologické vlastnosti,
tepelna stabilita a kone¢na aplikace souvisi se sloZenim aminokyselin, mikromorfologii a
nanostrukturou. Zakladnimi fyzikalnimi vlastnostmi Zelatiny jsou prusvitnost, bezbarvost,
kiehkost, neutralni chut’ a zapach. Tato vlastnost ¢ini Zelatinu jedine¢nou, pokud jde o jeji
senzorické aspekty. Transformace mezi roztokem a gelem je termo reverzibilni a Zelatinovy

gel ma jedine¢nou schopnost rozpoustét se v Ustni dutin€ [39,40]

2.2.2 Vyroba Zelatiny

Zelatinu je mozno vyrobit tfemi zptisoby. Prvni zptisobem je kysela preduprava. Druhym

zpusobem zasadita preduprava. Tretim zplisobem je enzymatické opracovani.

Kysela predidprava se provadi pii pH mezi hodnotami 1,5-3,0. Nakréjené kiize se namoci
na 18-30 hodin do kyselého roztoku v zavislosti na tloust’ce a velikosti suroviny. Timto
zpisobem se vyrabi Zelatiny Typu A, kterd ma izoelektricky bod pti pH 6 az 9. tento typ
predupravy se nejcastéji pouziva pro méné kovalentné zesitény kolagen nachazejici se v kiizi

prasat a ve veprovych a hovézich kostech [41].
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Zasadita prediprava se provadi pii pH mezi 12—13. Nakrdjené kize jsou proprany a
namaceny ve vapenném mléce 2—4 mésice pii teploté pod 24 °C. Tento proces obnasi zniceni
rohovinové vrstvy, které by mohly ovlivnit naslednou vyrobu zelatiny a musi také dojit ke
zmydelnéni tuki. Diky vysokému pH dochazi k likvidaci mikroorganismu a ke konzervaci

suroviny. Typ B je alkalick4 Zelatina, kterd ma izoelektricky bod pti pH 5 a Ize ji aplikovat

vvvvvv

Enzymatické opracovani Vyuziti enzymu pii vyrobé Zelatiny ze surovin obsahujicich
kolagen je jednou z nadé&jnych cest ke zlepSeni technologického procesu. Enzymy maji diky
své specificnosti cilené G€inky na urcité vazby v molekule kolagenu a pomdhaji zvysit
rychlost opracovani. Nejrozsifenéjsi jsou komercni proteazy z rostlinnych zdroju jako je
papain a protedzy z zivoc¢isného puvody jako je pepsin a trypsin. Také se pouzivaji enzymy
mikrobidlniho ptivodu, které maji oproti enzymiim Zivoc¢isného ¢i rostlinného pivodu vyssi
uroven katalytické aktivity SirSi pracovni rozsah pH a teploty, pii kterych zlstava enzym
stabilni. Nepfedstavuje riziko pro Zivotni prostiedi, jelikoz enzymy neobsahuji zddné toxické
latky. Diky enzymatickému opracovani dochézi ke zkraceni doby pfedipravy piiblizné na
jeden den oproti alkalickému zpiisobu, ktery mlze trvat az né€kolik mésict. Na rozdil od

alkalického zptsobu nepotiebuje enzymaticka prediprava zadnou tipravu vodného roztoku.

Obecné se tedy zelatina vyrabi pomoci alkalické, kyselé nebo enzymatické predipravy
suroviny s naslednou extrakci ve vodé pfi teplotdch od 50 °C do 100 °C. ZvySeni teploty
extrakce a prodlouzeni doby extrakce béhem procesu vyroby Zelatiny obecné vede ke
zvySeni vytézku procesu, doprovazenému zhorSenim zelirovacich vlastnosti. Proto by mély
byt podminky extrakce, jako je teplota a €as, optimalizovany, aby se dosahlo jak vysokého

vytézku procesu, tak kvality Zelatiny [37,40,42].

2.2.3 Alternativni zdroje k vyrobé Zelatiny

Jiz od 80. let 20. stoleti je snahou nalézt alternativni zdroje k vyrobé Zelatiny. Prvni diivodem
bylo propuknuti bovinni spongiformni encefalopatie tedy nemoci Silenych krav. Dalsi
divody pro hledani alternativnich zdroji jsou problémy vznikajicich a lukrativnich
vegetaridnskych, halal a koSer trhii. Zelatiny byla v poslednich letech velkym problémem

kvtli vznikajicim a lukrativnim vegetarianskym, halal a koSer trhtim [37].

Kufreci vedlejsi produkty. Kufeci hlavy, které obsahuji kiizi, hfeben, prouti, chrupavky a
kosti, maji vysoky obsah kolagenu. Na rozdil od jinych vedlejsich produktti z driibeze, jako

jsou kufeci nohy a kufeci kiZze, nejsou kufeci hlavy Zzadanou surovinou pro jiné
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potravinaiské aplikace. Dritbezatsky primysl ¢asto vyhazuje kuteci hlavy nebo je pfeménuje
na krmivo. Kufeci kize je hlavnim zdrojem zbytkt vedlejSich produkti ze zpracovani
dritbeze, s obecn¢ silngjsi gelovou pevnosti a vyssi tepelnou stabilitou nez hovézi zelatina,

coz z ni ¢ini dobrou potencidlni nahradu za Zelatinu na bazi savct [43].

Zelatina z ryb. Odpad ze zpracovani ryb po filetovani mize tvofit az 75 % celkové
hmotnosti tlovku. Asi 30 % takového odpadu tvoii klize a kosti s vysokym obsahem
kolagenu, ktery Ize pouzit k vyrobé rybi Zelatiny. Extrakce zelatiny byla hlaSena u tresky
obecné, Stikozubce, hrudkovité, megrim a tilapie. VytéZznost a kvalita Zelatiny je ovlivnéna
nejen druhem nebo tkani, ze které je extrahovana, ale také extrakénim procesem, ktery mize

zaviset na pH, teploté a dob¢ jak pfi predupravé, tak pii extrakei [43].

Hmyzi Zelatina miZe poskytnout alternativni zdroj, ktery je pfijatelny pro produkty
muslimi. V Sudéanu je konzumovéno velké mnozstvi hmyzu zejména sarance poustni, které
jsou v mnoha ¢astech zemé povazovany za nejslavnéjsi vedle Aspongopus viduatus (Plostice
melonova) a Agonoscelis pubescens (plostice ¢irokova). V nékterych oblastech Stidanu byly
sesbirani brouci extrahovany a ziskany olej byl pouZit k vateni a nékterym lécebnym uceliim.
Bilkoviny téchto broukii obsahovaly 16 znamych aminokyselin, v€etné vSech esencialnich
aminokyselin. Ve srovnani s aminokyselinovym profilem doporu¢enym FAO/WHO byla
hmyzi bilkovina stfedni kvality diky obsahu esencidlnich aminokyselin. K extrakci Zelatiny
z Aspongopus viduatus (PloStice melonova) a Agonoscelis pubescens (Plostice ¢irokova)
byly pouzity tii rizné metody extrakce, metoda extrakce mirnou kyselinou a destilovanou
vodou, metoda extrakce destilovanou vodou a extrakce horkou vodou. Nejvyssi vysledky
pevnosti gelu byly extrakci Zelatiny horkou vodou, kdy pevnost Zelatinového gelu z A.

viduatus poskytl vysoky vytézek 293 Bloom nasledovany A. pubescens, 263 Bloom [43,44].

Dal§im alternativni zdrojem Zelatiny je velbloudi kiize. Zelatina z velbloudi kiize byla
vyrobena zésaditym zplsobem a poté byla testovana. Pevnost gelu této zelatiny odpovidala

340 Bloom, coZe je podobna hodnota jako u Zelatin z veptovych kazi [45].

Mimo vySe zminéné alternativni zdroje pro vyrobu zelatiny maji vysoky obsah kolagenu
také vedlejSi produkty z jatek skotu domaciho. K tomuto zdroji vSak prozatim neexistuje
zadna studie zabyvajici se pojivovymi tkdnémi z hovezich produktl. Proto cilem této prace

bylo ovétit moznost vyroby kolagenu a néasledné extrakce zelatiny z hovézi klizky.
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2.2.4 Aplikace Zelatiny

Zelatina je diilezity materidl, ktery nasel uplatnéni v riiznych primyslovych odvétvich. Je
mozna jednou z nejuniverzalnéjSich ptisad. Pouziva se v potravinarském pramyslu k
ovlivnéni texturnich vlastnosti produktu. Zelatinové gely, které obsahuji nizkou koncentraci
zelatiny, jsou pouzivany k ptipravé filmt ¢i povlaka diky svym funkénim a reologickym
vlastnostem. Zelatinové gely s vysokou koncentraci Zelatiny se pouzivaji v tkafiovém a
materidlovém inZenyrstvi diky jejich vysokym mechanickym vlastnostem. Zelatina je
vysoce stravitelna s nizkym obsahem kalorii, proto se vyborn¢ hodi k doplnéni bilkovin
v kulturistice, nebo ke snizeni sacharidi pii 1€cbé cukrovky ¢i jako lékové a genové

transportni systémy [37,43].

Potravina¥sky primysl. Zelatina je jedine¢nym Zelirujicim &inidle. PouZiva se nejen pro
svou termoreverzibilni Zelatinaci, ale také jako pénotvorné a emulzifikaéni vlastnosti a jako
stabilizator. Je také schopna fidit krystalizaci. Tyto vlastnosti jsou pouzivany v
cukrarenském pramyslu pii vyrobé extrudovanych, lisovanych ¢i rekrystalizovanych
marshmallows, naplni do oplatek, zvykacek a nugat. Pfi vyrobé marshmallows sniZuje
povrchové napéti cukrové hmoty a tim usnadniuje tvorbu a stabilizaci pény. Mckkeé
karamelové Zvykacky, nugat, a karamelové napln€¢ v bonbonech jsou vyrobeny z
emulgovaného tuku v roztoku cukru. Zelatina se v tomto piipadé pouziva ke snizeni
viskozity a ke zlepSeni Zvykatelnosti bonbontl, ke kontrole rekrystalizace a ke zlepSeni
emulzifikace a péno tvornosti. Koncentrace Zelatiny pro takové pouziti se udava v rozmezi
0,5-2,5 %. Zelatina se také vyuziva v tenkych filmech jako preduprava, ¢i adhezni vrstva pro
dalsi vrstva naptiklad ¢okolady. Pro tuto aplikaci se vyuZiva vysoce viskozni Zelatiny s

formotvornymi vlastnostmi.

V mlécnych vyrobceich dochdzi k procesu, kdy je z kaseinového gelu vytlacena syrovatka v
diisledku teplotnich vykyvil pii skladovani nebo nasledné pasterizace. Zelatina snizuje
povrchové napéti vodné faze, nahrazuje emulgator kasein a funguje také jako stabilizator,
vaze syrovatku a vytvaii texturu mlénych vyrobku jako jsou jogurty, tvarohy, smetanové
syry a dal$i. Ve zmrzliné Zelatina ovliviiuje velikost a distribuci ledovych krystalli, které se
zde tvofi. Pro stabilizaci pény v nadychanych dezertech se pouZzivad Zelatina s vysokou
pevnosti gelu, nejcastéji zelatina typu A, a s velmi dobrou péno tvornosti. Koncentrace
zelatiny byva od 0,3 % do 1,0 %. PouZiva se taktéZ ke stabilizaci smetany. K tomuto ucelu
je pouzivéna zelatina se stfedni pevnosti gelu v koncentraci 0,3-0,5 %. Diky tomu lze

naslehat smetanu s 20 % tuku stejné dobie jako 30% smetanu. Zelatina se také vyuziva k
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vyrobé nizkotuénych mléénych vyrobkl. Je nutné pii vyrobé nizkotuénych vyrobkl snizit
obsah tuku, ktery je nahrazen vodou. Zelatina tedy slouzi k navazani vody. Zelatina je viak
tukovy emulgator, coz také zlepSuje konzistenci a zvyraziuje strukturu. ZlepSuje takeé
roztiratelnost sendvi¢ovych pomazanek. Koncentrace a sila gelu Zelatiny urcuji také kvalitu
kone¢ného produktu. Tyto parametry se mohou pohybovat v rozmezi 100280 Bloom a 0,1—

5 % hmotnosti.

Farmaceuticky priamysl. Pro farmaceutické aplikace je Zelatina vyuzivana zejména pro své
technologické a biofarmaceutické vlastnosti. Je pouzivana jako zahustovadlo v kapalnych
1ékovych formach, pro zvySeni pfilnavosti a viskozity potahovanych tablet a gelotvorna
slozka v zubnim lékatstvi. Velmi casto se také pouziva v Iékarskych aplikacich diky jeji
fyziologické kompatibilité. Také se pouziva v urgentni medicing jako ndhrada krevni plazmy

a pii velkych operacich. Zelatina se vyuziva také k mikroenkapsulaci vitamini A, D a E.

Tvrdé zelatinové kapsle se skladaji ze dvou valcovitych ¢asti na jednom konci uzavienych.
Tyto ¢asti do sebe zapadaji a vytvaii tak hermeticky uzavienou tobolku. Vyroba kapsle
spocivd v namaceni 28-35 % roztoku Zelatiny na kovové hroty, kde se vytvoii tenky
zelatinovy film, ktery se po vytazeni z roztoku vysusi. Po vysuSeni jsou kapsle sefiznuty na
pozadovanou velikost a ob¢ ¢asti jdu spojeny tzv. ,,pre lockem* do¢asnym uzavienim. Tyto

kapsle neni nutné plnit ihned.

M¢ekke Zelatinové kapsle jsou zcela uzaviené tobolky. Mohou byt bezeSvé ¢i opatieny
podélnym Svem. Jsou vyrobeny a naplnény zejména kapalinami ¢i pastami v jednom kroku.
Oznaceni mekkeé tobolky znamend, ze obal kromé Zelatiny obsahuje také zmékcovadlo. Jako
zmekcovadlo se pouziva zejména Glycerol, Sorbitol ¢i jejich kombinace. Je vSak nutné, aby
nedochdzelo k interakci mezi €innymi latkami a zmékcovadlem.

Zelatina se pouziva mimo jiné jako lepidlo pfi implantaci v mikrochirurgii &i k 16¢b&
neprichodnosti stiev. Dale se pouzivaji ve stomatologicky aplikacich Zelatinové houby jako
hemostaticka Cinidla, jelikoZ mohou absorbovat az 50nasobek své hmotnosti. Houby jsou

poté télem zcela absorbovany.

Fotografie a tisk. JelikoZ jsou Zelatinové roztoky transparentni a bezbarvé, skvéle se hodi
pro fotografické aplikace. Pisobi jako pojivo a brani koagulaci svétlo citlivych halogent
sttibra. Mimo jiné je dtlezitou slozkou pro stabilizaci emulzi voda/olej a barevnych ¢inidel

pro obrazotvorné vrstvy v barevné fotografii. Stejn¢ dilezitou schopnosti je kontrolované
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bobtnani zelatiny, a tim mozné reprodukovatelné vyvolavani fotografii. Pro fotografie je

vhodna Zelatina s pevnosti gelu 260-280 Bloom a standardni viskozitu vy$si nez 5 mPa-s.

Kosmeticky prumysl. V kosmetickém primyslu je Zelatina vyuzivana k pasivni korekcim
barev a k aktivni ochrané a vyzivé pokozky a vlast. Uziva se taktéz k oralnim aplikacim,
jelikoz strava obsahujic zelatinu zlepSuje strukturu a vzhled nehtt, vlasa a pokozky. ZlepSuje
schopnost pokozky vazat vlhkost. Ve srovnani s nativnim rozpustnym kolagenem,
hydrolyzaty zelatiny jsou polypeptidy s kratkym fetézcem, které v zavislosti na pouzitém
zpisobu vyroby mohou mit rizné molekulové hmotnosti. Bylo védecky prokazano, ze kdyz
jsou hydrolyzaty zelatiny aplikovany na pokozku, vnéjsi vrstva pokozky pojme vice vlhkosti
a je schopna ji 1épe vézat. Zelatinové hydrolyzaty nejsou Siroce pouzivany pouze v
kosmetickych a dermatologickych ptipravcich pro své pifimé Gcinky na pokozku a vlasy.
Pouzivaji se zejména v ptipravcich na €iSténi pokozky a vlast jako ochranné koloidy ke

zlepseni snaSenlivosti povrchovée aktivnich latek [31].

Technické aplikace. Technicka zelatina nemusi splilovat pfisné regulaéni pozadavky jako
Zelatina farmaceutickd, potravinarska ¢i kosmetickd. VyuZiva se k vyrobé¢ riiznych druht
lepidel jako jsou nehoflava lepidla, pénova lepidla ¢i pevna lepidla. V obuvnictvi se
naptiklad vyuzivaji Zelatinové valecky k nanéaseni lepidel. Podobné valecky se vyuzivaji
k nanaSeni tiskatskych barev na bazi organickych rozpoustédel, jelikoz Zelatina dobie
odolava agresivnim rozpoustédlim. Uplatiluje se také pii vyrobé hlavicky zapalek, kdy se
diivko od zapalky namoc¢i do chemické smési s napénénou Zelatinou a suSenim se pak

vytvoii charakteristika zapalka.

Zelatina je taktéZ vhodna pro oddaleni tuhnuti a tvrdnuti sadry, kdy se absorbuje na povrch
krystali a méni jejich velikost a tvar a tim zlepSuje 1 lesk povrchu pfii suSeni. Technicka

Zelatina reguluje viskozitu nizkoteplotnich smési cementu a sadry

Dalsim technickym uplatnénim Zelatiny je zpracovani papiru a lepenky. Zelatina se pouziva
jako lepidlo pfe restaurovani knih, opravé prasklin papiru nebo pielepovani. K opravé
historickych textli, pergamenu a obrazii. Mimo jiné je vyuzivana jako ochranny potah proti
korozim. Tvofi ochranny plast’ kolem kovu a snizuje stupen oxidace. JelikoZ je Setrna vuci

Zivotnimu prostiedi, Casto je pouzivana pfi geotermalnim vrtani [31,44,46].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 ZHODNOCENI LITERARNI STUDIE A CILE PRACE

Literarni studie byla zaméfena na produkci hovéziho dobytka ve svété a v Ceské republice
a na jeho produkci jatecného vedlejsiho odpadu. Dle konceptu cirkularni ekonomiky, je
snaha vyuzit co nejvice Casti téla porazeného zvitete. VéEtsina jate¢ného odpadu je spalovano
v kafileriich, ackoliv obsahuje velké mnozstvi kolagennich tkani, které by se dale vyuzily
k ptipraveé kolagenu. Doposud neni znama literarni studie zabyvajici se hovézim masem jako
vedlejsim zivoc¢isSnym produktem. Konkrétné hovézi klizka obsahuje nejvice pojivovych
tkani, jelikoz je nejvice zatézovanou Casti téla zvitete. Byl kladen diiraz na mozné vyuziti
téchto kolagennich tkani pro vyrobu zelatiny a na jeji dalsi aplikace s ohledem na vysledné
vlastnosti. Cilem experimentalni prace bylo posoudit moZznosti extrakce kvalitnich Zelatin
z kolagennich separath hovézi klizky. Vstupni surovina byla pteciSténa od doprovodnych
nekolagennich slozek a tuku, nasledné zpracovana podminkami podobnymi v prumyslové
vyrobé zelatin. Byly studovdny podminky kondicionovani suroviny jako je mnozstvi
enzymu, doba a teplota kondicionovani a byla navrzena jejich pfipadna optimalizace.
K planovéani a vyhodnocovani experimentli byla vyuzita metoda faktorovych pokusii 2
uroviiovy faktorovy design tedy tii faktory na dvou turovnich sjednim stfedovym

experimentem. Dale byly provadény charakterizace Zelatin a navrzeni jejich aplikaci.
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4 MATERIALY A METODY PRACE

4.1 Priprava suroviny

Surovéa hovézi klizka byla rozemleta v mlynu na maso se separacni hlavou viz Obrazek 3,
kterd zaroven caste¢né odd¢lila kolagenni tkan od masné slozky. Tento mlynek se sklada ze
Sneku, dvou kotouct s ledvinovymi prifezy, které byly oddéleny nerezovym nozem, dalsiho
nerezového noze a v neposledni fadé pratlaény kotou¢ o velikosti oka 3 mm. Uprostied
kotouci vsak nebyl trn jako tomu byva u klasického mlynku na maso, av§ak nachéazel se tam
dal$i menSi Snek, ktery vytlacel kolagenni tkan separovanou ledvinovymi kotouci viz
Obrazek 5. Kolagenni tkan byla rozemleta na velikost Castic cca 3 mm a byla taktéz
zhomogenizovand. Dale se separovana kolagenni tkan rozdélila a po 1 kg se rozdélila do

vakuovych sacki, byla za vakuovana a pote zmrazena.

Obrazek 5 Mlyn na maso vytlacujici Obrazek 4 Separacni hlava do mlynu ze
masnou slozku kolem trubky s predu
kolagenni tkani
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Material byl den pied zahdjenim méteni vytazen z mrazdku a nechan pozvolna rozmrazovan
po dobu 24 hodin v lednici. Dale se udélaly analyzy vstupni suroviny. Hodnoty ze vstupni

analyzy muzeme vidét v Tabulce 3.

Tabulka 3 Vysledky analyzy vstupni analyzy
Obsah Obsah Obsah Obsah ¢istych Obsah
suSiny [%] popela® [%] | tuku* [%] | bilkovin* [%] | dusiku* [%]

27,2 2,89 7,21 89,79 14,37

*pfepocteno na susinu
4.2 Laboratorni pomiicky, chemikalie a pristroje

Pouzité pristroje — Termostat ob&hovy C10-P5U, susarna Venticell, mraznicka Zanussi,
chladnicka Elektrolux, Spektrofotometr Helios, Odstiedivka Hettich EBA 20 vcetné rotoru,
Termostat BSK ET618, Laboratorni tfepacka LT3, Sestava vati¢e a magnetického michadla
IKA C-MAG HS7, digitalni tfepacka IKA-HS 501, michacka magneticka 2002 LED IDL,
laboratorni vdha ,pH metr WTW 526, Topné hnizdo LTHS 250, mixér Tefal BL435831,
Analyzator LFRA Textury 1000, SuSarna Binder E28-TB1, SuSarna Memmert ULP 400,
Topna deska CERAN 93020, Mlynek Braher P22/82 meat mincer, Homogenizator IKA T
25 digital Ultra-Turrax (IKA-Werke Ltd., Staufen im Breisgau, Ger-many) Muflova
pec Labotherm L9/11, véha analytickd Kern 250-4A, analytickd vaha 770-14, plynovy

kahan, exikator.

Chemikalie-enzym Protamex [pfiloha], destilovana voda, petrolether/ethanol, ethanol,
chloroform, 0,2 M NacCl, 0,03 M NaOH, koncentrovand H>SO4, smésny katalyzator, 2 %
roztok H3BOs3, 30 % roztok NaOH, Tashirtv indikator, 0,02 M H2SO4, s6jovy ole;.

Laboratorni sklo a pomiicky - Kuchynska sita, plastova nadoba o objemu 10 1, plechy,
kadinky 10 — 800 ml, odmérné valce 10 ml — 1 1, pipety 5 — 50 ,l, vazenky, destilacni
aparatura, Soxhletova aparatura, destilacni pfistroj na stanoveni dusiku podle Parnase-
Wagnera, Ubbelohdeho viskozimetr, Petriho misky, filtracni papiry, nalevky, nasypky,
polyamidova tkanina, kozeluzské misky s vicky, sklenéné tyCinky, kovové 1zicky, pinzety,
sirky, Erlenmayerovy banky, navazovaci lodicky, krystalizacni misky, Sklenéné a plastové
zkumavky o priméru 1 cm, Zihaci kelimek, Pasteurovy pipety, triangl na zihaci kelimek,
lopatky, laboratorni tfinozka, sitky na kahan, laboratorni stojany, drzaky a klesté, zatky,

pipetovaci balonky, stopky.
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4.3 Faktorové planovani experimenti

Ugelem faktorového planovani experimentt je stanoveni, ktery z vlivii ma nejvétsi vyznam
v piisobeni na dany experiment. Experimenty jsou uspotfadany tak, ze se sleduje vice faktort
pusobicich na vysledek pokusu a provadi se pokusy pro vSechny mozné varianty kombinaci.
Pro ptehlednost se nejcasteji voli experimenty s faktory o dvou trovnich tedy experimenty
2", kde n je pocet faktori. Uplné faktorové experimenty jsou ty, u kterych byla provedena
celd Skala kombinaci. V této diplomové praci se budeme zabyvat faktorovym planovanim

experimentii na 2 Grovnich se 3 faktory + 1 stfedovy, tedy 23+1 [47,48].

Tabulka 4 Schéma experimentil faktorového planovani

Experiment Faktor A Faktor B Faktor C
& MnozZstvi enzymu | Doba kondicionovani | Teplota kondicionovani
[Y0] [h] [°C]
1 0,2 24 6
2 0.2 24 18
3 0,2 72 6
4 0,2 72 18
3 0,4 24 6
6 0,4 24 18
7 0,4 72 6
10 0 48 12

Dle hypotézy mnozstvi enzymu, doba kondicionovani a teplota kondicionovani mohou mit
vyznamny vliv na extrakci zelatinovych gelu jak z kvantitativniho, tak z kvalitativniho

hlediska.
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4.4 Analyza produktii a vstupnich surovin

Stanoveni obsahu suSiny — Obsah suSiny byl stanoven u vstupni suroviny. Do kozeluzské
misky bylo navdzeno 20 g suroviny. Misky se vzorkem se poté umistily do pfedem vyhiaté
suSarny na teplotu 103 °C, kde se nechaly susit po dobu 2,5 hodin. Po uplynuti této doby se
misky vlozily do exikatoru, kde se nechaly ochladit na laboratorni teplotu. Po vyrovnani
teplot se misky se vzorkem zvazily hodnoty se zaznamenaly. Poté se misky se vzorkem opét
vratily do susarny. Tento proces se opakoval dale jen po 20minutovych intervalech, dokud

nebyly hodnoty konstantni.
Obsah susiny v % se pak vypocetl podle vzorce:

m
S =—-100 [%]

mg
S...... obsah susiny [%]
mo...... hmotnost vzorku pfed vysusenim [g]
m...... hmotnost vzorku po vysuSeni [g]

Stanoveni popelovin — Stanoveni obsahu popelovin se provadélo u suSiny ze vstupni
suroviny a také u 2. frakce experimentu ¢. 1 a &.8. Zihaci kelimek byl nejprve vyzihan bez
ptidavku vzorku v Muflové peci pii teploté 650 °C po dobu 1 hodiny. Poté byl kelimek
z pece vytazen na keramickou desticku, kde byl schlazen a poté byl pfesunut do exikatoru.
Zde byl ponechan, aby se snizila jeho teplota na teplotu laboratorni. Poté do n¢j byl navazen
1 g dané¢ho vzorku. Kelimek se vzorkem byl déale zihan nad kahanem, cca 45 minut a poté
byl vlozen do vyhtaté Muflové pece na 650 °C. Po hodin¢ byl kelimek se vzorkem vytazen
na keramickou desticku, poté do exikdtoru, zvazen a hodnota hmotnosti popela byla
zaznamenana. Tento proces se opakoval déle jiz jen po 20minutovych intervalech, dokud

nebyla hmotnost popela konstantni.
Obsah popela v % se pak vypocetl dle vzorce:

m
P =—"-100 [%]
mo

P...... obsah popela [%]
mo...... hmotnost navazky vzorku [g]

m...... hmotnost zpopelnéného vzorku [g]
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Stanoveni tuku — Obsah tuku byl stanoven ze suSiny vstupni suroviny. Destilace byla
provedena ve dvou dnech, kdy prvni den se pouzilo jako rozpoustédlo chloroform a druhy
den se pouzil ethanol. Destila¢ni banka o objemu 250 ml byla zvazena spolu s varnymi
kaminky a bylo piidano 150 ml chloroformu. Do extrakéni patrony bylo navazeno 5 g vzorku
a patrona byla utésnéna vatou. Tato patrona byla poté vlozena do extrakéni aparatury.
Extrahovani tuku chloroformem probihalo 8 hodin, poté bylo C¢isté rozpoustédlo
predestilovano a banka s extrahovanym tukem zazatkovana. Druhy den se do destilacni
bariky s tukem piidalo 150 ml ethanolu a opét se zpustilo extrahovani tuku na dobu 7 hodin.
Nasledné se oddestilovalo ¢isté rozpoustédlo a destilacni baiika s tukem se umistila do
susarny vyhtaté na teplotu 103 °C, kde se odpatil zbytek rozpoustédla. Poté se baiika umistila

do exikatoru a po ochlazeni se zvazila.

Vysledné mnozstvi tuku bylo pfepoc¢teno na procentualni obsah tuku ve vstupni suroving dle

VZOrce:
m
T = —-100 [%)]

T...... obsah tuku [%]
mo...... hmotnost navazky vzorku [g]

m...... hmotnost vzorku po extrakei [g]

Stanoveni celkového obsahu dusiku a distych bilkovin — Obsah dusiku se stanovil
metodou podle Kjeldahla. Do mineraliza¢ni batiky byl navaZen 1 g vzorku suSiny ze vstupni
suroviny a bylo pfiddno 12 ml koncentrované H2SO4 spole¢né se smésnym katalyzatorem.
Mineraliza¢ni banka se smési byla vloZzena do mineraliza¢ni aparatury vyhiaté na 450 °C.
Mineralizace probihala do vyceteni kapaliny. Ke zkraceni doby mineralizace byl pouZit
33 % peroxid vodiku. Obsah mineraliza¢ni baniky byl poté smichan s destilovanou vodou
v odmémé 100 ml baiice po rysku a byl tak vyroben mineralizat. Do ptfedlohy pfedem
vyhtatého Parnas-Wagnerova pfistroje byl vlit 2 % roztok H3BOs, mineralizat byl vlit do
nalevky a nasledoval ho 30 % roztok NaOH. Dochézelo k destilaci amoniaku vodni parou
do ptedlohy. Po skonceni destilace byl do pfedlohy pfidan Tashirtv indikator a tato smé&s

byla titrovana 0,02 mol-1"! roztokem H>SO4 do slabé réizové zbarveni [49].
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Obsah organického dusiku v % byl vypocten dle vzorce:

Vi 0,0014-100 V,

- 7 f (%]
Vi...... objem odmérného roztoku H>SO4 spotifebovany na titraci [ml]
Vo...... celkovy objem mineralizatu [ml]

Vi...... objem mineralizatu pipetovany na stanoveni [ml]

| T piepocitavaci faktor odmérného roztoku H>SO4 (¢ = 0,05 mol-1-1)
n......... navazka vzorku [g]

N.o........ Obsah organického dusiku [%]

Obsah cistych bilkovin v % byl pak vypocten dle vzorce:

B =N"F [%]
B.... Obsah cistych bilkovin [%]
F......... Univerzalni pfepocitavaci faktor (F= 6,25)
N......... Obsah organického dusiku [%]

Stanoveni pevnosti gelu — Podle zvolené metody bylo navaZzeno dané mnozstvi Zelatiny do
stanovené nadoby a bylo pfidano odpovidajici mnozstvi destilované vody. Zelatina poté
bobtnala 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla Zelatina rozpusténa za
stalého michani pfi teploté + 45 °C ve vodni lazni. Nasledné byl Zelatinovy roztok ponechan
asi 30 minut pfi laboratorni teploté¢ a poté vloZzen do lednice o teplot¢ 10 °C. Pokud se
Zelatinovy roztok po 16—18 hodinach pteménil v Zelatinovy gel bylo provedeno méteni na
pfistroji STEVENS-LFRA texture analyser. Byla zjiStovana sila potfebnd k penetraci
povrchu zelatinového gelu sondou do hloubky 4 mm rychlosti 1 mm/s. Namétena hodnota

se udava v jednotkach Bloom ¢i gram.

Tabulka 5 Prepocitavaci faktory pro stanoveni pevnosti gelu Zelatinového gelu

Navazka Navazka Prepocitavaci ,
Metoda Zelatiny [g] vody [g] If)aktor Nadoba
A 7,5 104,5 1 Standardni nadoba
B 3,0 42,0 1,263 Nadoba o 1/2 objemu
C 1,5 21,0 1,637 Nadoba o 1/4 objemu
D 0,9 13,0 2,530 Nédoba o 1/8 objemu
E 0,7 10,7 2,757 Nadoba o 1/16 objemu
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Stanoveni viskozity — Byla méfena viskozita Zzelatinového roztoku o koncentraci
6,67 hm.%. Mc¢éfeni bylo provedeno pomoci Ubbelohdeho viskozimetru. Nadoba
s zelatinovym gelem po méfeni pevnosti gelu byla rozpusténa ve vodni lazni pii teploté
+45°C. Tento roztok byl poté umistén do Ubbelohdeho viskozimetru temperovaného
v termostatu na teplotu 60 °C. Roztok se nechal 5 minut taktéz temperovat na stanovenou
teplotu. Po vytemperovani se zacal méfit pratok 100 ml Zelatinového roztoku ve

viskozimetru a zaznamenavana doba tohoto pratoku [50].

Poté se vypocetla kinematicka viskozita dle vztahu:

B
v=K-t—? [mm?/s]

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

K.... konstanta viskozimetru zji§téna ovefenou kalibra¢ni kapalinou (0,5)

too... aritmeticky primér zmétenych pratokovych dob [s]

B..... konstanta ke korekci na kinetickou energii uréena z rozmért viskozimetru (2,8)

A zni pak viskozita dynamicka dle vztahu:

n=v-p[mPa-s]

1N ... dynamicka viskozita [mPa - s]
v ... kinematicka viskozita [mm?/s]

p ... hustota Zelatinového roztoku (1,005 g/cm?)

Stanoveni &irosti — Cirost Zelatinového roztoku byla stanovena na spektrofotometru pro
roztok Zelatiny o koncentraci 6,67 hm.% pii teploté 45-50 °C. VInova délka pro toto méteni
byla stanovena na 640 nm a pfistroj byl kalibrovan na destilovanou vodu. Vzorek
zelatinového roztoku byl vlit do 1 cm kyvety, vlozen do kalibrovaného pfistroje s nastavenou

vlnovou délkou 640 nm.

Stanoveni teploty tani — Po stanoveni pevnosti gelu byl do kapilary o priméru 2—4 mm
odebran zelatinovy gel o vySce sloupce 0,5 — 1 cm. VysSka sloupce se zaznalila fixem,
kapilara se ulozila do lednice na Petriho misce a nechala se chladit pti 5 °C. Na topné desce
byla nachystana kadinka o objemu 150 ml s magnetickym michadlem. Do drzédku na topné

desce se umistila velka sklenénd zkumavka a zapustila se do kadinky. Do kadinky
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1 zkumavky se vlila destilovana voda. Teplotni ¢idlo bylo provlec¢eno kartonovym ¢tvercem,
ktery predstavoval drzdk na kapilaru. Kapilara se umistila do kartonového Ctverce a do
zkumavky spolecné s teplotnim ¢idlem. Zpustilo se zahtivani topné desky na 50 °C a taktéz
se uvedlo do pohybu magnetické michadlo. V moment, kdy dojde k pohybu Zelatinového
sloupce v kapilafe se odecte teplota na teplotnim cidle a zaznamena se teplota tani

zelatinového gelu [51,52].

Stanoveni teploty tuhnuti — Zelatinovy roztok po stanoveni viskozity byl umistén do Gzké
sklenéné zkumavky a umistén do drzédku na topné desce. Na topné desce byla kadinka o
objemu 150 ml, do které se nasledn¢ zkumavka s zelatinovym roztokem a teplotnim ¢idlem
umistila. Jakmile klesla teplota na teplotnim ¢idle na 30 °C do kadinky, v niz byla ponotfena
zkumavka, studenou vodu. Ve chvili, kdy se studena voda dotkla stén zkumavky, bylo
zapocato méteni teploty tuhnuti Zelatinového gelu. Do zelatinového roztoku byly vhazovany
kovové kulicky o hmotnosti 0,1 g a v okamziku, kdy kuli¢ka uvizla v zelatinovém gelu, byla
zaznamenana teplota na teplotnim c¢idle. Tato teplota byla teplota tuhnuti Zelatinového gelu

[53].

Stanoveni vodu zadrZujici kapacity (WHC) - Do plastové zkumavky bylo navaZeno 0,5 g
vzorku zelatiny spolu s 12,5 ml destilované vody. Zazatkovana zkumavka se dukladné
protiepala po dobu 5 minut pii teploté 25 °C. Daéle bylo vlozena do odstedivky a pti 5 000
otackach za minutu se nechala odstfedit po dobu 30 minut. Po odstfedéni byl ze zkumavky

odpipetovan supernatant, ktery se zvazil a odpocitala se absorbované voda [54].

m
WHC = —-100 [%]
my

WHC...... vodu zadrzujici kapacita [%]
mg...... celkova pavodni hmotnost [g]

m...... hmotnost absorbované vody [g]
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Stanoveni tuk vazaci kapacity (FBC) - Bylo navazeno 0,1 g vzorku Zelatiny a 10 g
sojového oleje. Zkumavka se zazatkovala, dikladné protiepala a nechala se odstat po dobu
30 minut pii teploté 25 °C. Nasledné byla odstiedéna pii 2 500 otackach za minutu po dobu
30 minut. Po uplynuti této doby byl odpipetovan supernatant, ktery se dale zvazil a odpocital

se absorbovany olej [55].

m
FBC = —-100 [%]
my

FBC...... tuk zadrzujici kapacita [%]
mo...... celkova ptivodni hmotnost [g]

m...... hmotnost absorbovaného oleje [g]

Stanoveni pénotvorné kapacity (FC) a stability pény (FS) - Do vysoké 50 ml kadinky
bylo navazeno 0,5 g vzorku Zelatiny spole¢n¢ s 25 ml destilované vody. Nasledné byla
kadinka zahfivana ve vodni lazni o teplot¢ 60 °C za stdlého michani, aby se Zelatina
rozpustila a vytvofila homogenni Zelatinovy roztok. Po rozpousténi byla kadinka s roztokem
umisténa do aparatury. Homogenizator se umistil pod hladinu roztoku a zapocalo se §lehani
pii 10 000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Po ukonceni §lehani byl zméfen objem v ml
a byla vypoctena pénotvorna kapacita. Roztok se nasledné nechal odstat po dobu 30 minut a

op¢t se zmétil objem v ml. Poté byla vypoctena stabilita pény [56].

Vi =V
FC = - 100 [%]
0
FS = 100 [%]
0
FC...... Pénotvorna kapacita [%]
FS...... Stabilita pény [%]
Vo...... Pivodni objem roztoku [ml]
Vi...... Celkovy objem po naslehani [ml]

Va.o..... Celkovy objem po 30 minutach stani [ml]
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Stanoveni emulzifika¢ni kapacity (EC) a stability emulze (ES) - Zelatina o hmotnosti
0,05 g spole¢né s 5 ml destilované vody byly ptidany do plastové zkumavky a ditkladné
protfepany. Poté se ptidal s6jovy olej o objemu 5 ml, zkumavka se zazatkovala a dikladné
protfepala po dobu 1 minuty. Poté byla zkumavka umisténa do odstfedivky a po dobu 5
minut byla odstfed’ovana pii 1 000 otackach za minutu. Po odstfedéni se pravitkem zméfila
vyska emulze a celkového obsahu zkumavky a vypocetla se emulzifikaéni kapacita.
Nasledné¢ se zkumavka umistila do vodni 1azn€ a pfi teploté 55 °C se zde ponechala po dobu
5 minut. Po zahtati se opét zkumavka odstiedila pii 2 000 otackach za minutu po dobu 5

minut. Posléze se opét pravitkem zméfila vyska emulze a vypocetla se stabilita emulze [57].

EC =—-100 [%]
Vo
[
ES =—-100 [%]
U1
EC...... emulzifika¢ni kapacita [%]
ES...... Stabilita emulze [%]
Voo.... vyska emulze [mm]
VO euennn vyska celkového obsahu [mm)]
VI eeenen vyska emulze pred ohfati a odstiedéni [mm]

V2. vyska emulze po ohfati a odstiedéni [mm]
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5 POSTUP PRACE PRIiPRAVY ZELATIN

Postup prace se skldda ze dvou cCasti. Prvni ¢ast byla ptiprava piecisténého kolagenu a

z né¢jak pak druha cast priprava hydrolyzatu a zelatin.

5.1 Priprava preciSténého kolagenu

f i’ '\ '\
- . 3 Opracovani v
VYCht?ZI Promyti studenou rosmku 0.2 M
surovina vodou NaCl L
- o o o Opracovani v
roztoku 0,03 M
— " " " NaOH
C |sty Odtuénéni gistého Presuseni | |
kolagen kolagenu suroviny i
\ ", ", ",

Obrazek 6 Schéma piipravy precisténého kolagenu
Promyti ve studené vodé

Rozmrazena surova kolagenni tkan z hovézi klizky byla vloZzena do kuchyniského sita a
promyvana studenou vodou z kohoutku po dobu cca 2 minuty. Poté byla vloZena do plastové
kyblu se studenou vodou a ponechana ve vod¢ alespoil 5 minut. Po této dob¢& byla opét
promyta na kuchyiiském situ studenou vodou po dobu alespoil 2 minut. Timto procesem se

odstranily albuminy

Opracovani tkané v roztoku 0,2 M NaCl

Tkén se smichala s 0,2 M roztokem NaCl v poméru 1:6 v plastovém kyblu a s obasnym
promichénim byla opracovavana po dobu 1,5 hodin pii pokojové teploté v laboratofi. Po
uplynuti této doby byla surovina ptefiltrovana pies sito a opét promyvana studenou vodou.

Timto se odstranila ¢ast globuling.

Opracovani tkané v 0,03 M roztoku NaOH

Na opracovani chloridem sodnym bylo navazano opracovani v 0,03 M roztoku hydroxidu
sodného, coz mélo za nésledek odstranéni dalsi ¢asti globulinli. V tomto procesu byla tkan
vlozena opét do plastového kyblu s roztokem 0,03 M NaOH v poméru 1:6 a za ob¢asného
michani byla opracovavana po dobu 45 minut. PO této dob¢ se surovina piefiltrovala pies
sito, promyla se studenou vodou z kohoutku a smichala se s erstvym roztokem 0,03 M

NaOH. Cely tento postup se opakoval celkem tfikrat. Po poslednim cyklu se surovina
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prefiltrovala pies sito s jednou vrstvou tkaniny a byla opét promyta studenou vodou nejméné

5 minut.

PresuSeni suroviny

Surovina se po fadném odstranéni albumint a globulinG umistila do susarny s cirkulaci

vzduchu a pfi teploté¢ 45 °C byla vysuSena.

Odtuénéni ¢istého kolagenu

Rozpoustédla petrolether a ethanol byla smichana v poméru 1:1. Tato smés byla pak
spolecné s kolagenni tkani vlozena do Erlenmayerovy baiky v poméru 1:6 (tkan:
rozpoustédlo) a umisténa na tfepacku. Odtu¢néni probihalo pii pokojové teploté cca 2 dny
tak, Ze rano, odpoledne a vecer bylo rozpoustédlo vzdy vyménéno za Cerstvé. Po ukonceni
odtucnovacich cyklu byla suroviny prefiltrovana, rozlozena na plech a ponechana v digestoii
k vysuseni. Po vysuSeni se Cisty kolagen rozemlel na velikost Castic pfiblizn¢ 3 mm a

uschoval v temnu a suchu.

U precisténého kolagenu se stanovil obsah susiny, jenz ¢inil 86 %. Tento parametr je velmi
dalezity, nebot’ se na néj vypocitalo mnozstvi enzymu potiebného ke kondicionovéni

suroviny.

Obrazek 7 Ptecistény a odtucnéni kolagen
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5.2 Extrakce Zelatin

Extrakce zelatiny probihala dle uvedeného schématu na Obrazku 8.

Cisty
kolagen

Hydrolyzat

Kondiconovani
Suroviny

Suseni 70°C

Opracovany kolagen

|
[ 1. frakce ]

Roztok Zelatiny

v

Zahiati
(85°C, 6minut)

Podchlazeni
(5°C, 30 minut)
Suseni
(65°C, 8hodin)
Dosudeni
(45°C, 24hodin)

Roztok Zelatiny

l { & minut, 60°C) J

!

v

2. frakce

Zahrati
(85°C, Bminut)

Zelatina

Roztok Zelatiny

<

MerozloZeny material

(45 minut, 70°C)

!

v

3. frakes

Roztok Zelatiny

Klin

MerozloZeny material

(45 minut, 30°C)

Y

v

4 frakce

MerozloZeny material

(45 minut, 90°C)

!

v

5. frakee

NerozloZeny zbytek

(120 minut, 87°C)

Suseni
{103°C)

Obrazek 8 Schéma piipravy zelatiny

!

NerozloZeny zbytek
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Kondicionovani suroviny

Pro ptipravu zelatiny byl ¢isty kolagen kondicionovan pti pH 6,5 — 7,0 v destilované vod¢
s ptidavkem proteolytického enzymu Protamex 0,2 — 0,4 hm. % na suSinu (faktor A). Tato
sm¢s se nechala tiepat na tfepacce po dobu 24—72 hodin (faktor B) pfi teploté 6—8 °C (faktor
C). Jelikoz optimalni pH pro spravnou funkci enzymu je v rozmezi 6,5-7,0, byla provadéna
prubéznd kontrola pH v dob¢ kondicionovani. Po uplynuti doby kondicionovéni (faktor B)
byla smés piefiltrovana pfes sito, kapalina (hydrolyzat) byla rozlita na plech a vysuSena pii
70 °C. Material zachycen na situ byl dikladné promyt studenou vodou pro odstranéni co

mozna nejveétsiho mnozstvi enzymu.

Extrakce 1. frakce Zelatiny

Promyty material byl smichdn s vodou v poméru 1:10 a extrahovén pfi teploté 60 °C po dobu
5 minut a intenzivné michan. Po uplynuti doby extrakce byl material ptefiltrovan pies sito
se ttemi vrstvami tkaniny. Kapalina byla dale jest¢ zahtata na teplotu 85 °C po dobu 6 minut,
dale byla rozlita na plech a vysuSena v susarné nejprve pii teploté 65 °C po dobu 8 hodin a

poté na 40 °C do uplného vysuSeni.

Extrakce 2. frakce Zelatiny

NerozloZeny materidl po prvni extrakci byl smichan s vodou v poméru 1:10 a extrahovan pii
teploté 70 °C po dobu 45 minut. Po extrakci byla smés piefiltrovana pies sito se tfemi
vrstvami tkaniny. Kapalina byla dale zahtata na teplotu 85 °C po dobu 6 minut. Nasledné
byl zZelatinovy roztok rozlit na plech a suSen v suSarné nejprve pii teploté 65 °C po dobu 8

hodin, poté se teplota snizila na 40 °C a Zelatina byla susena do sucha.

Extrakce 3. frakce Zelatiny

Nerozlozeny materidl z extrakce druhé frakce Zelatiny se smichal s destilovanou vodu
v poméru 1:10 a byl extrahovan pfi teplot¢ 80 °C po dobu 45 minut. Po extrakci byl
Zelatinovy roztok opét pfefiltrovan pies sito se tfemi vrstvami tkaniny, na niz se uchytil
nerozlozeny material a Zelatinovy roztok ptelit na plech a dan susit nejprve pii teploté 65 °C

po dobu 8 hodin a poté pii teploté 40 °C.

Extrakce 4. frakce Zelatiny

Nerozlozeny material po extrakci z tfeti frakce byl smichadn s destilovanou vodou v poméru

1:10 a extrahovan pfi teploté¢ 90 °C po dobu 45 minut. Po extrakci byla sem pfefiltrovana
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ptes sito se tfemi vrstvami tkaniny a zelatinovy roztok byl pfelit na plech a vysusen stejné

jako ptredchozi frakce.

Extrakce 5. frakce Zelatiny (Klih)

Nerozlozeny zbytek z extrakce Ctvrté frakce byl opét smichan s destilovanou vodou
v poméru 1:10 a extrahovan pfi teploté 97 °C po dobu 120 minut. Po uplynuti této doby byla
smés naposled prefiltrovana ptes sito se tfemi vrstvami tkaniny a klih byl ptelit na plech a
vysusen pii teploté 65 °C po dobu 8 hodin a poté byla teplota sniZzena na 45 °C pro uplné
vysuseni. Nerozlozeny zbytek byl vysusen pii 103 °C. Pfipravend Zelatina z kazdé¢ frakce

byla rozdrcena a uschovana pro dalsi charakterizaci.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vlastnosti Zzelatin

Bylo provedeno 9 experimentii dle metodiky faktoru 2°+1 stiedovy. Mnozstvi enzymu,
faktor A, byl stanoven v rozmezi 0,2—0,3—-0,4 %. Dale byla stanovena doba kondicionovani,
jako faktor B, ktera byla 24—48-72 hodin. Tietim faktorem, tedy faktor C, byla dana teplota
kondicionovani 6-12—18 °C. Taktéz byl proveden slepy pokus tedy experiment bez pridavku

enzymu pii dobé€ kondicionovani 48 hodin a teploté 12 °C.

Tabulka 6 Vysledné vytézky dil¢ich frakci véetné bilance hmotnosti

Experiment ¢
Faktor A — MnoZstvi enzymu [%]
Faktor B — Doba kondicionovani [h]
Faktor C — Teplota kondicionovani
[°C]

Vytézek hydrolyzatu [%)]
Vytézek 1. frakce Zelatiny [%]
Vytézek 2. frakce Zelatiny [%]
Vytézek 3. frakce Zelatiny [%]
Vytézek 4. frakce Zelatiny [%]

Vytézek 5. frakce klihu [%]
Celkova ucinnost [%]
NerozloZeny zbytek [%]
Bilan¢ni chyba [%)]

[
S
N
[\
N
(=)}

50 | 10,1 | 37,0 |34 | 5,0 | 11,5 | 72,0 | 25,7 | 2,4

%)
&
&)
)
=

18 | 34 |16,2 1299 |47 57 | 144 | 743 | 20,8 | 49

3102 | 72 6 52 | 6,8 1224 48| 51 | 157 | 599 | 380 | 2,1

4 102 72 | 18 | 50 | 7,2 [289|6,1| 33 | 178 | 683 | 293 | 23

5104 24 6 4,8 | 10,5 30,7 |46 51 | 133 | 68,9 | 28,6 | 2,5

6 | 04 24 | 18 | 74 | 257 21,1 54| 53 | 11,1 | 759 | 20,6 | 3,5

7004 72 6 6,9 | 344 28,0 32 42 | 11,9 | 88,5 9,9 1,6

8104 72 | 18 | 85 |31,030,0|3,5| 1,5 | 13,0 875 | 10,7 1,8

9103 48 | 12 | 43 | 6,0 | 64 | 9,1 | 47 | 157 | 463 | 514 | 24

10 0 48 | 12 | 25 | 1,3 | 1,0 | 1,9] 58 | 22,2 | 34,7 | 64,0 1,3
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Muzeme si povSimnout z Tabulky 6, Ze nejnizsi vytéznost hydrolyzatu, prvni, druhé i treti
frakce byla u experimentu 10, coz byl slepy pokus bez pouziti enzymu. Tento experiment
mél nejvétsi vytéznost u 4. frakee (5,8 %), 5. frakce neboli klihu (22,2 %) a u nerozloZeného
zbytku (64,0 %). Nejvétsi vytézek hydrolyzatu bylo u experimentu 8, ktery ¢inil 8,5 %,
s extrakénimi podminkami faktor A-0,4 %, faktor B-72 hodin a faktor C—18 °C. Vytézek 1.
frakce byl nejvétsi u experimentu 7, kde se podatilo vyextrahovat 34,4% zelatiny. Jesté o
néco vyssi vytézek byl experimentu 1, avSak to jiz byla druha frakce. Vytéznost této frakce

byla 37 %. Experiment 9 mé&l nejvétsi vytéznost ve 3. frakei a to 9,1 %.

7 we

6.2 Extrakc¢ni ucinnost
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Obrazek 9 Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a doby
kondicionovani na celkovou a¢innost

Z Obrazku 9 je patrné, ze pfi snizujicim mnozstvim enzymu a dels$i dobé kondicionovani se
celkova ucinnost snizuje. Pti pouziti 0,2 % enzymu a dobé kondicionovani 72 hodin byla
ucinnost tedy nejnizsi, zatimco pii zvySovani mnozstvi enzymu a delsi dob¢ kondicionovani
tedy pii pouziti 0,4 % enzymu po dobu kondicionovani 72 hodin byla celkova extrakce

Zelatin nejvyssi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

46
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Doba kondicionovani [h]
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Obrazek 10 Vrstevnicovy graf vlivu mnoZstvi enzymu a teploty
kondicionovani na celkovou u¢innost
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Obrazek 11 Vrstevnicovy graf vlivu doby kondicionovani a teploty
kondicionovani na celkovou u¢innost
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Vrstevnicovy graf vlivu faktoru mnozstvi enzymu (faktor A) a teploté¢ kondicionovani
(faktor C) na celkovou ucinnost extrakce zelatiny zndzoriiuje Obrazek 10. Lze pozorovat
nejniz§i ucinnost pii teploté kondicionovani (faktor C) 6 °C a mnozstvi enzymu 0,2 %.

Nejvyssi u€innost byla opét pti pouziti 0,4 % enzymu, avSak pii teploté pouhych 6 °C.

Na Obrazku 11 lze pozorovat, ze pii teploté kondicionovani cca 8 °C je pro 70% ucinnost
potiebna doba kondicionovani 70 hodin. Pokud se vSak teplota zvysi na 18 °C, pak je mozné

dosahnout 70% ucinnosti jiz po 50 hodinach kondicionovani

Rovnice tucéinnosti:

Ut¢innost [%] = 53,1 + 0,057 Faktor C + 0,068Faktor B + 57,9 Faktor A

Dale byly vyjadieny tzv. p-hodnoty. Pro mnozstvi enzymu, faktor A, byla p-hodnota rovna
0,161, pro faktor B 0,652 a pro faktor C 0,924. JelikoZ ani jedna hodnota nebyla nizsi nez
0,05 lze konstatovat maly vliv faktori na pevnost gelu. Vyznamnost faktorli byla
zhodnocena dle p-hodnot. Faktory s p-hodnotou nizsi nez 0,05 maji markantné;jsi vliv na

vlastnosti gelu s 95% pravdépodobnosti [40].
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Vyextrahovand zelatina byla dale charakterizovana zékladnimi charakteristikami a
potravinarskymi charakteristikami. Jednotliva stanoveni byla provedena u 1. frakce i 2.
frakce zelatinového gelu. Mezi zakladni charakteristiky patii stanoveni pevnosti gelu,
stanoveni viskozit zelatinového roztoku, stanoveni teploty tuhnuti Zzelatinového gelu,
stanoveni teploty tani Zzelatinového gelu a stanoveni Ccirosti. Do potravinarskych
charakteristik, které byly provedeny pouze u 2.frakci zelatin, byla zatazena vodu zadrzujici
kapacita (WHC), tuk vazaci kapacita (FBC), pénotvorna kapacita (FC), stabilita pény (FS),
emulzifikacni kapacita (EC) a stabilita emulze (ES). Pfesny popis téchto analyz byl popsan

vyse.
Zelatina
Wodu zadrZujici
Pevnost gelu = Kapeicik
F R r T k ' ] N
: : uk vazaci
Viskozita €= —> fepai
N I L 7
’ | Zaklad P k ( P 1
= akladni otravinarske énotvorna
S = charakteristiky charakteristiky B kapacita
\\ r L 7
Teplota tani (€ —» Stabilita pény
Teplota tuhnuti €= —» Stabilita emulze
i = | r Emulzifik 1
tanoveni mulzifikacni
popelovin B 2 kapacita
r L 7

Obrazek 12 Schéma stanovovanych charakteristik Zelatin
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Tabulka 7 Souhrn zakladnich charakteristik 1. a 2 frakci Zelatin

= —_ —
8 | E£w | g2 | & _ = £
88  £& 835  2E g | 3¥
) 2 E L £ = £ 2
g ER S -
Experiment 1
1. frakce - 0,91 - - 0,81 -
2. frakce 87 1,63 15,3 27,5 0,87 0,23
Experiment 2
1. frakce - 0,83 - - 0,95 -
2. frakce 288 2,83 19,9 29,9 0,94 -
Experiment 3
1. frakce - 0,68 - - 0,97 -
2. frakce 204 2,09 18,1 28,3 1,48 -
Experiment 4
1. frakce - 0,78 - - 0,45 -
2. frakce - 1,10 - - 1,07 -
Experiment 5
1. frakce - 0,71 - - 0,88 -
2. frakce 125 1,72 13,0 28,7 1,03 -
Experiment 6
1. frakce - 0,71 - - 0,48 -
2. frakce 23 1,32 8,1 25,9 1,23 -
Experiment 7
1. frakce - 0,88 - - 0,87 -
2. frakce 198 2,06 14,8 28,0 1,89 -
Experiment 8
1. frakce - 1,26 - - 0,64 -
2. frakce - 0,88 - - 0,68 0,20
Experiment 9
1. frakce 254 6,11 17,6 31,4 2,17 -
2. frakce 275 5,48 20,0 31,8 1,33 -
3. frakce 316 8,06 20,7 32,9 0,56 -
4, frakce 197 5,69 19,6 29,8 1,95 -
5. frakce - 0,88 - - 9,35 -

V Tabulce 7. si miiZzeme povSimnout, ze témet Zadna zelatina 1. frakce, kromé experimentu
9, nevytvortila gel. Nejvyssi hodnoty pevnosti gelu vykazovaly frakce experimentu 9. Jako u
jediného experimentu vytvofila gel i zelatina z 1. frakce a to 254 Bloom. Zelatina z 2. frakce
téz vytvorila gel s o néco vyssi pevnosti 275 Bloom a uplné nejvyssi pevnost vytvorila 3.
frakce a to 316 Bloom. Zelatina 4. frakce sice gel vytvofila, aviak méla téméF dvakrat mensi
pevnost gelu nez zelatinovy gel z 3. frakce. Mzeme tedy konstatovat, ze pti 3. frakci
dosahla kvalita zelatiny svého maxima a dale klesala. Analyzy dalSich frakci experimenti

nebyly provedeny z casovych divodi.
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6.2.1 Pevnost gelu
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Obrazek 13 Vrstevnicovy graf vlivu mnoZstvi enzymu a doby
kondicionovani na pevnost Zelatinového gelu
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Obrazek 14 Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a teploty
kondicionovani na pevnost Zelatinového gelu
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Obrazek 15 Vrstevnicovy graf vlivu doby kondicionovani a teploty
kondicionovani na pevnost Zelatinového gelu

Na Obrazku 13 je patrné, ze nejvyssi pevnost gelu odpovida centralnimu (sttedovému)
experimentu s mnozstvim enzymu 0,3 %, a dobé kondicionovéani 48 °C. Tento trend se
opakuje 1 na Obrazku 14, kde je vrstevnicovy graf zavislosti mnoZstvi enzymu na teploté
kondicionovani. I zde mizeme pozorovat nejvyssi pevnosti gelu u centralniho (sttedového)

experimentu pfi teploté kondicionovani 48 hodin s mnozstvim enzymu 0,3 %.

Vrstevnicovy graf vlivu faktoru B a faktoru C na pevnost Zelatinového gelu je na Obrazku
15. Pevnost gelu je nejvyssi v oblasti doby kondicionovani od 42 hodin do cca 58 hodin a

v oblasti teploty kondicionovani od 7,2 do 13 °C.

Rovnice pevnosti gelu:
Pevnostgelu [Bloom] = 324 — 6,31Faktor C — 0,63 Faktor B — 291 Faktor A
Déle byly vyjadteny tzv. p-hodnoty. Pro faktor A byla p-hodnota rovna 0,537, pro faktor B

0,745 a pro faktor C 0,429. Jelikoz ani jedna hodnota nebyla nizsi nez 0,05 Ize konstatovat

maly vliv faktor( na pevnost gelu.
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6.2.2 Teplot tuhnuti
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Obrazek 16 Vrstevnicovy graf vlivu mnoZstvi enzymu a doby kondicionovani
na teplotu tuhnuti Zelatinového gelu
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Obrazek 17 Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a teploty kondicionovani
na teplotu tuhnuti Zelatinového gelu
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Obrazek 18 Vrstevnicovy graf vlivu mnozZstvi enzymu a teploty kondicionovani
na teplotu tuhnuti Zelatinového gelu

Vliv mnoZstvi enzymu a doby kondicionovani na teplotu tuhnuti, jenZ vidime na Obrazku
16, mé trend klesajici teploty tuhnuti s prodluzujici se dobou kondicionovani. Nejvyssi
hodnoty teploty tuhnuti se nachédzeji v hodnotach centralniho experimentu s dobou extrakce
48 hodin. Mnozstvi enzymu ma podobny trend jako doba kondicionovani, tedy se zvySujicim
se mnozstvi teplota tuhnuti lehce klesa. Nejvyssi hodnoty teploty tuhnuti jsou pfi mnozstvi
enzymu 0,3 %. Velmi podobny trend miZzeme také vidét na Obrazku 17, kde je vrstevnicovy
graf vlivu mnoZzstvi enzymu a teploté kondicionovani na teploté tuhnuti. Nejvyssi hodnoty
teploty tuhnuti se nachdzeji opét ve sttednich hodnotach teploty kondicionovani tedy pii
teploté 12 °C a poté teplota tuhnuti pozvolna klesa. V neposledni fad¢ 1ze na Obrazku 18
pozorovat vliv doby kondicionovdni a teploty kondicionovani na teploté¢ tuhnuti
zelatinového gelu. Nejvyssi teplota tuhnuti byla pti dobé kondicionovani 45-60 hodin pii

teploté 6-13 °C.
Rovnice teploty tuhnuti:

Teplota tuhnuti [°C] = 32,7 — 0,690 Faktor C — 0,122 Faktor B — 21,6 Faktor A
Pro faktor A byla p-hodnota rovna 0,419, pro faktor B 0,287 a pro faktor C 0,153. Jelikoz

ani jedna hodnota nebyla nizsi nez 0,05 Ize konstatovat maly vliv faktorti na tepotu tuhnuti

zelatinového gelu.
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6.2.3 Teplot tani
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Obrazek 19 Vrstevnicovy graf vlivu mnoZstvi enzymu a doby kondicionovani
na teplotu tani zelatinového gelu
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Obrazek 20 Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a teploty kondicionovani
na teplotu tani Zelatinového gelu
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Obrazek 21 Vrstevnicovy graf vlivu doby kondicionovani a teploty kondicionovani na
teplotu tani zelatinového gelu

Na Obréazku 19 je vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a doby kondicionovani na
teploté tani. Nejvyssi teplota tani byla v rozmezi doby kondicionovani 32-52 hodin pfi
mnozstvi enzymu 0,21-0,38 %. Vliv teploty kondicionovani na teplotu tani zelatinového
gelu je znazornén na Obrazku 20. Je patrné Ze nejvyssi teplota tani byla v rozmezi teploty

cvwr

°C a nejvyssi teploté kondicionovani 18 °C, coz mizeme pozorovat na Obrazku 21.

Rovnice teploty tani:
Teplota tani[°C] = 51,5 — 1,183 Faktor C — 0,290 Faktor B — 4 Faktor A
Pro faktor A byla p-hodnota rovna 0,913, pro faktor B 0,104 a pro faktor C 0,099. Jelikoz

ani jedna hodnota nebyla nizsi nez 0,05 Ize konstatovat maly vliv faktorii na tepotu tuhnuti

zelatinového gelu.
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6.2.4 Dalsi vlastnosti

Tabulka 8 Souhrn potravinaiskych zkousSek 2. frakci zelatin

@) q —
o 3 g 2 08 ¥ B
— [T ©
-] b= w © p - wn
S 8 ¢ £ &2 5 2
= Q S @ @ Q <
g = £ 2 8 g g
= s $ f: < ~g ©
o > S ‘G £
S S £ S g 5 =
i = o \(C \(G 2 ©

o 8 > > o &

2 | 5 3 | 5| 5

uEJ g - a
1 53,33 59,38 60,24 9,70 40 0
2 50,00 59,38 62,43 10,39 52 0
3 52,42 58,46 64,36 10,58 32 0
4 50,00 56,67 52,74 6,23 4 0
5 51,61 59,38 59,93 5,48 32 0
6 54,10 63,64 52,39 7,56 24 4
7 55,00 60,61 60,86 6,82 36 0
8 53,28 64,62 53,64 4,27 16 4
9 55,08 55,38 71,31 4,22 36 24

V Tabulce 8 jsou uvedeny vysledky potravinaiskych zkousek 2. frakci Zelatin. Jako prvni je
uvedena emulzifikacni kapacita (EC). Nejvyssi hodnotu emulzifikac¢ni kapacity 55,08 %
vykazuje Zelatina experimentu 9, ktery byl kondicionovan pii stiednich podminkach tj.
0,3 % enzymu, dobé kondicionovani 48 hodin a teploté 12 °C. Tento vzorek mél nejvyssi
hodnotu také u vody vézaci kapacity (WHC) 71,3 % a stability pény (FS) 24 %. Nejvyssi
stabilitu emulze (ES) vykazovala Zelatina experimentu 8 a to 64,6 %. Tento vzorek byl
kondicionovan po dobu 72 hodin pii teploté 18 °C s mnozstvim enzymu 0,4 %. Co se tyce
tuk vazaci kapacity (FHC), tak nejvys§i hodnotu, tedy 10,6 %, vykazovala
Zelatina experimentu 3, jenz byl kondicionovan po dobu 72 hodin pii teplot¢ 6 °C
s mnozstvim enzymu 0,2 %. A posledni potravinaiskou zkouSku, pénotvornou kapacitu
(FC), vykazovala Zelatina experimentu 2 vyrobeného pti podminkéach kondicionovani 0,2 %
enzymu, dobu kondicionovani 24 hodin pii teploté kondicionovani 18 °C. Potravinarskeé

zkousky byly provedeny pouze u 2. frakci Zelatin z ¢asovych divodu.
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6.3 NavrZeni optimalnich procesnich podminek

Cilem této diplomové prace bylo rovnéz navrzeni optimalnich podminek pro ptipravu zelatin
s co mozna nejvyssi kvalitou. Podle zvolené faktorové metodiky bylo provedeno 9
experimentl. Tyto experimenty se liSily v pouziti mnozstvi enzymu, faktor A (0,2-0,3-0,4
%), dobou kondicionovani, faktor B (24—48-72 hodin), a teplotou kondicionovéani, faktor C
(6-12—18 °C). Byly zkoumany vlivy téchto faktori na pevnost gelu, uCinnosti extrakce,
teploté tani a tuhnuti, viskozité, Cirosti, vodu vazaci kapacite, tuk vazaci kapacité, péno
tvornosti, stabilit¢ pény, emulzifika¢ni schopnosti a stabilité¢ emulze. Kvalita zelatiny je

vétSinou urcovana dle pevnosti gelu, poptipadé dle teploty tani zelatinového gelu.

Pevnost gelu byla nejvyssi u 3. frakce experimentu 9 s0,3 % enzymu a dobou
kondicionovani 48 hodin pfi teploté 12°C. Tato pevnost gelu ¢inila 316 Bloom. Velmi dobré
kvality Zelatiny bylo dosazeno také u 1. frakce experimentu 9 (pevnost gelu 254 Bloom),
2. frakce experimentu 9 (pevnost gelu 275 Bloom). Dal§im experimentem s velmi dobrou
kvalitou Zelatinového gelu byl experiment 2, konkrétné 2. frakce, s mnozstvim ptidaného
enzymu 0,2 %, dobou kondicionovani 24 hodin pfti teploté 18°C. Pevnost gelu 2. frakce
experimentu 2 byla 288 Bloom. Teplota tani byla nejvyssi u 3. frakce experimentu 9, ktera
¢inila 32,9 °C. Prvni i druha frakce experimentu 9 mély taktéz pomérné vysokou teplotu tani

ato 31,4 °C pro prvni frakci a 31,8 pro druhou frakci.

Dle grafického znazornéni vyse lze stanovit optimalni podminky pro nejvyssi pevnost
zelatinového gelu. Optimalni mnozstvi enzymu (faktor A) je v rozmezi 0,23-0,31 %, doba
kondicionovani (faktor B) byla optimalni od 40 do 59 hodin a teplota kondicionovani od 9,8-
14 °C. Pro teplotu tani zelatinového gelu pak byly optimalni podminky mnozstvi enzymu

0,21-0,38 %, doba kondicionovani 31-53 hodin a teplota kondicionovani 8,5-13 °C.

Nejvyssi hodnota extrakéni ucinnosti byla 88,5 % pro experiment 7 s procesnimi
podminkami 0,4 % enzymu, doba kondicionovani 72 hodin a teplota kondicionovani 6 °C.
Tento trend odpovida i grafickému zndzornéni optimdlnich podminek pro extrakcni
ucinnost. Optimélni mnozstvi enzymu bylo 0,35-0,4 %, doba kondicionovani 50-72 hodin.

Optimalni teplota kondicionovani byl v rozmezi 6-12 °C.
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7 DISKUZE

Zhang a kol. testovali extrakci zelatin ze Supin Amura bilého. Jejich vyzkum spocival
v enzymové piedipravé kolagenu s mnozstvim enzymu Protedza 0,22 %, dobé
kondicionovani 5,5 hodin a teploté 30 °C. Nasledné byla Zelatina extrahovana pti 60 °C po
dobu 6 hodin. Vyextrahovana zelatina méla pevnost gelu 276 Bloom, teplotu tani 26,9 °C a
teplota tuhnuti Zelatinového gelu pak 20,8 °C [58].

Dalsi studie se zabyvala extrakci Zelatin z kutfecich kizi. Kondicionovani suroviny
probihalo nejprve v roztoku hydroxidu sodném po dobu 2 hodin a nasledné v roztoku
kyseliny citronové také po dobu 2 hodin. Extrakce byla provedena pfi teploté 45 °C pies
noc. Vytézek extrahované Zelatiny ¢inil 16 %. Ackoliv vytéZznost byla pomérné nizka,
pevnost Zelatinového gelu byla vyznamné vyssi a to 355 Bloom. Teplota tani pak odpovidala

hodnoté 33,5 °C a teplota tuhnuti 24 °C [59].

Wen-Gan a kol. se zabyvali extrakci zelatin z kize Velemloka c¢inského (Andrias
davidianus). Po pfedipravé nejprve hydroxide sodnym a poté kyselinou octovou byl vytézek
zelatiny extrakci horkou vodou o teploté 60 °C po dobu 8 hodin pouze 17,63 % Zelatina
vykazovala termoreverzibilni vlastnosti s pevnosti gelu 192,5 Bloom, teplotou gelovaténi

4,98 °C a teplotou tani 18,04 °C [60].

Byla také provedena studie, kterd se zabyvala extrakci Zelatin z kiize velblouda. Této studii
se vénoval Al-Hassan. Zelatina byla extrahovana z kiizi velbloudii za pouziti zah¥ivani a
zasadité predupravy. Proces extrakce byl proveden naméacenim pokozky v 1,3 M hydroxidu
vapenatém po dobu 48 hodin pfti teploté¢ mistnosti (25 °C), nasledovanym promytim vodou,
neutralizaci 4% siranem amonnym a poté extrakci destilovanou vodou pfi teploté 75 °C po
dobu 3 h, poté 90 °C po dobu 2 h. Vytezek zelatiny byl 39,6 % s vlastnostmi jako pevnost
gelu 97,5 Bloom, bod tani 19,8 °C a bod gelovaténi 13,15 °C [61].

Dalsi studie se zabyvala extrakci Zelatiny z kachnich nohou. Kachni nohy byly nejprve
odtu¢nény v butanolu. Po procesu odtucnéni byl vzorek promyvan po dobu asi 5 minut, aby
se odstranil veskery zbyvajici butanol. Pomleté kachni nohy byly oSetfeny v kyselém
roztoku, coz byla 0,1 M kyselina octova. Poté byl pted extrakénim procesem neutralizovan
tekouci vodou z vodovodu. Zelatina byla extrahovana v destilované vodé pii 75 °C po dobu
2 hodin. Vytézek zelatiny z Zelatiny kachnich nohou je 3,97 %. Pevnost gelu Zelatiny byla
334,17 Bloom [62].
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Tabulka 9 Porovnani zelatinovych vlastnosti s ostatnimi literarnimi studiemi

E — | O
Q g & =
= s S = = =
= = g < - £ =
: : £ OE 3 2 &
S ; = >E o0 S =
a > g S | =
z | = | £
A =
DP Enzym
Hovézi klizka 88,5 275 31,8 | 20,0
2. frakce Protamex
Enzym
[58] Kiaze Amura bilého - 276 26,9 20,8
Prote4za
NaOH pak
[59] Kufreci kuize ‘ 16,5 355 33,5 24
Kys. cit
Kuze Velemloka NaOH pak
[60] 17,63 192 | 18,04 | 4,98
¢inského Kys. octova
[61] Kuze velblouda Ca(OH)2 39,6 98 19,8 | 13,15
[62] Kachni nohy Kys. octova | 3,97 334. - -

V Tabulce 9 je patrné, Ze nejveétsi vytéznost zelatiny bylo z hovézi klizky z této DP 88,5 %

nejméné Zelatiny z kachnich nohou jeji pevnost gelu byla pomérné vysoka celych 334
Bloom. Pevnost Zelatinového gelu z hovézi klizky, ktery €inila 275 Bloom, by se dala
srovnat s pevnosti zelatiny z kiize Amura bilého, jenz byla 276. NejvySsi pevnost z vysSe
uvedenych zelatin méla Zelatina z kufecich kazi, kterd vykazovala pevnost 355 Bloom.
Teplota tani Zelatiny z kuteci klize byla nejvyssi a to 33,5 °C, avSak teplota tani zelatin
z hovézi klizky byla pouze o 1,7 °C nizsi. Zelatina z hovézi klizky ztuhla pti 20,0 °C, coZ je

cvwvr

z kuize Velemloka ¢inského.
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8 VYZNAM VYSLEDKU PRO PRAXI

8.1 Zhodnoceni technologického procesu

Tato diplomova prace se zabyvala ptipravou kolagenu a extrakci zelatiny z hovézi klizka.
Kondicionovani jiz ptecisténého kolagenu probihalo enzymatickym opracovanim. Bylo
pouzito mnozstvi enzymu 0,2-0,3-0,4 %, doba kondicionovani byla stanovena 24-48-72

hodin a teplota kondicionovéni 6-12-18 °C.
K hlavnim vyhodam enzymatického opracovani patfi:

e Zkraceni doby zpracovani (alkalickd pteduprava trva i n€kolik mésicl, zatimco

enzymatickd pouze den)

e Snizeni mnoZstvi vody pii zpracovani, jelikoz nepotiebuje zddnou upravu vodného

roztoku
o Setrngjii k zivotnimu prostiedi (biotechnologie), neobsahuje Zadné toxické latky
o Vyssi vytéZzek
e Extrakce péti frakci Zelatin

e Pomérné rozsahly pocet pouzitelnych druhti enzymi (trypsin, pepsin, proktaza,

neutrasa)

e Potiebna nizsi teplota k opracovani [40]

8.2 Navrh na vyuziti Zelatiny

Lze pfipravit Zelatiny o Ctyfech jakostnich tfidach: 0-100; 100-200; 200-300; 300 a vice

Bloom.

8.2.1 Potravinarsky primysl

Zelatina o pevnosti gelu 0-100 Bloom, ¢i hydrolyzaty se mohou pouZivat ke sniZeni
kalorické hodnoty, avSak ponechani mnozstvi bilkovin, u potravin uréenych jako nizko

kalorické. Tyto potraviny s oblibou vyuzivaji lidé se zdmérem sniZeni hmotnosti.

Zelatina o pevnosti gelu 100-200 Bloom se pouziva do nizko tuénych mléénych vyrobk
kde je nutnd absorpce prebytku vody. Jen diky vodu vazaci kapacité zelatiny je mozna

vyrobu syrt o nizkém obsahu tuku.
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Zelatina o pevnosti gelu 200-300 Bloom se pouziva ve zmrazenych kolagich v koncentraci
0,25 % a také do zmrzliny do 0,5 % ke stabilizaci emulze. Také se pouziva ke stabilizaci
peny v pénovych dezertech. Mimo jiné se osvédcila k piipraveé aspikli a naplni do peciva a

sladkych kolaci.

8.2.2 Farmaceuticky prumysl

Zelatina o pevnosti gelu 100-200 Bloom se vyuziva predeviim k vyrobs m&kkych 1ékovych

kapslich a Zelatina o pevnosti gelu 200-300 Bloom se pouziva k vyrob¢ tvrdych kapsli.

Zelatina o pevnosti gelu 300 a vice Bloom se vyuziva k biotechnologiim jako je napiiklad
3D tisk. 3D tisk se stale vice pouziva k vytvareni biostruktur v oblasti tkanového inzenyrstvi,
predevsim pro kosti a ortopedické tkané, stejné¢ jako krevni cévy, srdecni chlopné,
muskuloskeletalni tkdné, jatra, nervy a kizi. Bioinzenyrské zelatinové scaffoldy umoznuji

kontrolované uvoliiovani Siroké skaly biomolekul [3].

8.2.3 Kosmeticky prumysl

Hydrolyzat a Zelatina o pevnosti gelu 0-100 Bloom se adsorbuji na keratin vlast, tento
efekt se zesili, kdyz jsou vlasy poskozené. Filmotvorné hydrolyzaty také vytvareji ochrannou
vrstvu kolem jednotlivych vlasii. Proteinové povrchové aktivni latky vyrobené z hydrolyzatu
Zelatiny a rostlinnych mastnych kyselin, jako je kokosovy olej, kombinuji optimalni

dermatologickou kompatibilitu s vynikajicimi Cisticimi vlastnostmi.

8.3 Navrh na pokracovani vyzkumu

Pokracovani vyzkumu extrakce Zelatiny z hovézi klizky by mohlo byt zaméfené na Gprave
extrakénich podminek. Dale by bylo vhodné rozsifit charakterizaci vlastnosti vyrobené
zelatiny naptiklad zjiSt€énim aminokyselinového spektra, nebo stanoveni senzorickych
zkousek jako je lepivost, zdpach a elasticita. V zavislosti na pevnosti gelu by bylo dobré také

udé¢lat zkouSky v poloprovozu.
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ZAVER
Diplomova prace na téma Zpracovani odpadnich kolagennich tkani na Zelatiny a hydrolysaty

byla rozd¢lena na teoretickou a experimentalni ¢ast.

Teoreticka &ast je zaméfena na vyvoj chovu a produkce skotu domaciho ve svété a v Ceské
republice, déleni hovéziho masa a jeho slozeni. Déle je detailné popséana porazka skotu od
omraceni az po vyuziti vedlejSich zivociSnych produktl. Posledni kapitola teoretické ¢asti
je zamé&fena na kolagen a Zelatinu. Jsou detailnéji popsany vlastnosti kolagenu a Zelatiny a
jejich aplikace. Nejvétsi diraz byl kladen na vyuziti zelatiny a kolagenu v oblasti

potravinafstvi a farmacie.

V experimentalni ¢asti byl kladen diiraz na posouzeni moznosti extrakce kvalitnich Zelatin
z kolagennich separatl kolagenni klizky. Byly sledovany tii procesni faktory, faktor A,
mnozstvi enzymu (0,2-0,3-0,4 %), faktor B, doma kondicionovani (24-48-72 hodin) a faktor
C, teplota kondicionovani (6-12-18 °C). Kvalita Zelatina byla posuzovana dle pevnosti gelu,

celkové ucinnosti extrakce hydrolyzata, Zelatin a kliht.

K planovéni a vyhodnocovani experimentii byla vyuzita metoda faktorovych experiment 2
uroviiovy faktorovy design tedy tfi faktory na dvou turovnich sjednim stfedovym
experimentem. Dale byly provadény charakterizace zelatin a navrzeni jejich aplikaci.
Metodika prace pojedndvala o Uplném faktorovém pokusu o tfech faktorech na dvou

tirovnich s jednim stfedovym experimentem. Tedy 2°+1 centralni experiment.

Hovézi klizka byla nejprve nakrijena a na masovém mlynu se specialni separacni hlavou
byla odseparovana kolagenni tkan od masné hmoty. Kolagenni ¢ast pak byla promyvana ve
studené vodé¢, aby se odstranily albuminy a ddle opracovavana roztokem NaCl o koncentraci
0,2 mol/l pro odstranéni globulini. Dalsi ¢ast globulini byla odstranéna opracovani
kolagenni tkané roztokem NaOH o koncentraci 0,03 mol/l. Nasledn¢ byl kolagen odtu¢nén
smési rozpoustédel petroether/ethanol. Dale byl kolagen kondicionovan s mnozstvim
enzymu podle faktoru A, doby kondicionovani faktoru B a tepoty kondicionovani faktoru C.
Nasledné doslo k extrakei Zelatiny, kterd obnasela zahtivani Zelatiny ve vodé¢ v teplotnim
rozsahu 60-97 °C. Dale byly Zelatinové frakce podrobeny analyzam jako je pevnost gelu,
viskozita, Cirost, teplota tani, teplota tuhnuti, vodu zadrzujici kapacita, tuk zadrzujici
kapacita, pénotvorna kapacita a stabilita pény, emulzifikani kapacita a stabilita emulze

zelatinového gelu.
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Bylo provedeno celkem 9 experimentt, u kterych celkova tuéinnost extrakce Zelatin byla
v rozmezi od 7,2 % (0,2 % mnozstvi enzymu Protamex,72 h doby kondicionovéani, 18 °C
teploty kondicionovani) do 34,4 % (0,4 % mnozstvi enzymu Protamex, 72 h doby
kondicionovani, 6 °C teploty kondicionovani). Pevnost Zelatinového gelu se pohybovala
v intervalu od 23 Bloom (0,4 % mnozstvi enzymu Protamex , 24 h doby kondicionovani
18 °C teploty kondicionovani) do 316 Bloom, coz byla 3. frakce experimentu 9 (0,3 %
mnozstvi enzymu Protamex , 48 h doby kondicionovani 12 °C teploty kondicionovani).
Viskozita byla nejvyssi u 3. frakce experimentu 9 s hodnotou 8,1 mPa-s. Nejvyssi teplotu

tani (32,9 °C) a teplotu tuhnuti (20,7 °C) vykazovala opét 3. frakce experimentu 9.

vvvvv

Dle programu Minitab 21 byly stanoveny optimalni podminky kondicionovéni suroviny pro
dosazeni maximdlni vytéznosti, které byly ndsledovné: optimélni mnozstvi enzymu je
v rozmezi 0,3-0,4 %, doba kondicionovani v intervalu 48-72 hodin a teplota kondicionovani
v rozmezi od 6-13 °C. Témto podminkdm vyhovuje experiment 7, ktery mél vytéznost
88,5 %. Avsak pevnost gelu byla optimalni v intervalu mnoZstvi enzymu Protamex od 0,23
do 0,33 %, v rozmezi doby kondicionovéani 40-59 hodin a teploty kondicionovéani od 10 do
14 °C. Témto optimalnim podminkam vyhovuje experiment 9 o pevnosti gelu 3. frakce

zelatin 316 Bloom.

V této diplomové praci bylo prokazano, Ze za danych optimalnich technologickych
podminek je mozné z kolagenniho separatu z hovézi klizky, jakoZto vedlejsi produkt pii
pfipravé masa na hamburgery, vyrobit kvalitni Zelatinu se Sirokou Skéalou uplatnéni od

potravinarského primyslu pte farmaceuticky az po technicky primysl.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

S

WHC

FBC

FC

FS

EC

ES

Obsah susiny [%]

Obsah popela [%]

Obsah tuku [%]

Obsah organického dusiku [%]
Obsah ¢istych bilkovin [%]
Obsah organického dusiku [%]
Kinematicka viskozita [mm?/s]
Dynamicka viskozita [mPa - s]
Vodu zadrzujici kapacita [%]
Tuk zadrzujici kapacita [%]
Pénotvorna kapacita [%]
Stabilita pény [%]
Emulzifika¢ni kapacita [%]

Stabilita emulze [%]
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