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ABSTRAKT

S rostouci spotiebou dribeziho masa ve svété se nabizi moZnosti vyuZiti
kutfecich Zzaludkl na kolagenni produkty. Tyto odpady vznikaji na jatkdch ve
velkém mnozstvi a vzhledem k jejich biologické povaze je nutné s nimi zachazet
tak, aby nedochézelo ke znecistovani zivotniho prostiedi. Kolagen z dribezich
zaludki je perspektivnim surovinovym zdrojem pro vyrobu Zelatin a hydrolyzatt.
Biotechnologickou metodou za pouziti proteolytickych enzyml vyrobenych
submerzni fermentaci geneticky modifikovanych mikroorganismu Ize pfipravit
vysoce kvalitni kolagenni produkty. Dribezi Zelatiny maji podobné
aminokyselinové slozeni jako komer¢ni kolageny, avSak odlisné reologické a
gelové vlastnosti. Volbou vhodnych procesnich podminek Ize dosdhnout na
molekularni trovni kolagenu takovych zmén, které umozni nasledné ptipravit
produkty s cilenymi vlastnostmi pro pokrocilé kosmetické, farmaceutické,
medicinské ¢i potravinaiské aplikace.

Disertacni prace se zabyva inovativni piipravou kolagennich produkti
z netradi¢ni suroviny, a to z kufecich zaludkd zpracovanych enzymatickou
hydrolyzou. V literdrni resersi je zhodnocen soucasny stav feSené problematiky a
moznosti aplikaci kolagennich produktti. Na zaklad¢ reSerSe byly vytyceny cile
vyzkumu 1) za zvolenych procesnich podminek vicestupiiové extrakce
vyextrahovat Zelatiny; ii) pfipravit Zelatiny s pevnosti gelu kolem 150 Bloom; iii)
kolagenni produkty budou vhodné pro aplikaci v potravinaiském a kosmetickém
prumyslu.

Nejprve bylo nutné vyextrahovat modelové vzorky kolagennich produkti,
charakterizovat jejich vlastnosti a dale navrhnout optimalni podminky
zpracovani. Experimenty byly modelovany pomoci Taguchiho designu s 2 faktory
na 3 trovnich. Za faktor A bylo zvoleno mnozstvi ptidaného enzymu (0,10; 0,15
a 0,20 %) a jako faktor B teplota extrakce (55,0; 62,5 a 70,0 °C). Data byla
statisticky zpracovana a analyzovana na hladin¢ vyznamnosti 95 %.

Na modelovych vzorcich kufecich kolagennich produktti byla stanovena 1)
antioxida¢ni aktivita (pomoci DPPH a ABTS); ii) distribuce molekulovych
hmotnosti metodou GPC—RID analyzy; iii) funkéni skupiny a konfigurace
polypeptidovych fetézcli souvisejici s vlastnostmi na molekuldrni twrovni
s vyuzitim FTIR metody; iv) metodou MALDI vyhodnoceny mikrobiologické
vlastnosti na mikrobialnich populacich.

Biofyzikalni ucinnost ziskanych kolagennich produkti byla ovéfovana u
ptipravenych kosmetickych modelovych formulaci in vivo v periorbitalni oblasti
obliceje u souboru dobrovolnic — probandi. Pomoci neinvazivnich



diagnostickych metod byl monitorovan vliv na hydrataci pokozky, fungovani
kozni bariéry, elasticita a reliéf pokozky.

Vyzkum wukdzal, Ze enzymova piredaprava vychozi suroviny je
environmentalné¢ vhodnou alternativou ke kyselému nebo zasaditému zplsobu
vyroby, ktery je tradicné pouzivan pii vyrobé Zelatin. Kolagenni produkty
pfipravené z dritbezich vedlejSich produkti mohou byt vhodnou alternativou
K produktim vyrobenych zhovézich nebo vepfovych kolagennich tkani.
Vysledky provedenych dil¢ich studii naznacuji potencidl pro pokroc€ilé aplikace.
Kolagenni hydrolyzat ovéfovany in vivo studii lze hodnotit jako biokompatibilni
s pokozkou. Béhem provedeného experimentu nebyla evidovdna zadna iritacni
nebo alergicka reakce.



ABSTRACT

With the growing consumption of poultry meat in the world, there are
opportunities to use chicken stomachs for collagen products. These wastes are
generated in slaughterhouses in large quantities and, due to their biological nature,
it is necessary to handle them in such a way that they do not pollute the
environment. Collagen from poultry stomachs is a promising raw material source
for the production of gelatins and hydrolysates. High-quality collagen products
can be prepared by a biotechnological method using proteolytic enzymes
produced by submerged fermentation of genetically modified microorganisms.
Poultry gelatins have a similar amino acid composition to commercial collagens,
but different rheological and gel properties. By choosing suitable process
conditions, such changes can be achieved at the molecular level of collagen,
which will enable the subsequent preparation of products with targeted properties
for advanced cosmetic, pharmaceutical, medical or food applications.

The dissertation deals with the innovative preparation of collagen products
from non-traditional raw materials, namely from chicken stomachs processed by
enzymatic hydrolysis. The literature review evaluates the current state of the
problem and the application possibilities of collagen products. Based on the
research, the research objectives were set i) to extract gelatins under the chosen
process conditions of multi-stage extraction; ii) prepare gelatins with a gel
strength of around 150 Bloom; iii) collagen products will be suitable for
application in the food and cosmetic industry.

First, it was necessary to extract model samples of collagen products,
characterize their properties, and then propose optimal processing conditions.
Experiments were modeled using a Taguchi design with 2 factors at 3 levels. The
amount of added enzyme (0.10, 0.15 and 0.20%) was chosen as factor A and the
extraction temperature (55.0, 62.5 and 70.0 °C) as factor B. The data were
statistically processed and analyzed at a significance level of 95%.

On model samples of chicken collagen products, i) antioxidant activity (using
DPPH and ABTS) was determined; ii) distribution of molecular weights by the
GPC-RID analysis method; iii) functional groups and configuration of
polypeptide chains related to properties at the molecular level using the FTIR
method; iv) microbiological properties of microbial populations evaluated using
the MALDI method.

The biophysical effectiveness of the obtained collagen products was verified
with prepared cosmetic model formulations in vivo in the periorbital area of the
face in a group of female volunteers - probands. Using non-invasive diagnostic



methods, the effect on skin hydration, the functioning of the skin barrier, elasticity
and relief of the skin was monitored.

Research has shown that enzyme pretreatment of the starting raw material is
an environmentally suitable alternative to the acidic or alkaline production
method that is traditionally used in the production of gelatin. Collagen products
prepared from poultry by-products may be a suitable alternative to products made
from bovine or porcine collagen tissues. The results of the sub-studies carried out
indicate the potential for advanced applications. Collagen hydrolyzate verified by
an in vivo study can be evaluated as biocompatible with the skin. No irritation or
allergic reaction was recorded during the experiment.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Dribezaisky primysl je jednim z nejrychleji rostoucich zemédélsko-
potravinaiskych odvétvi na svéteé. Vysledkem tak velkého zpracovani dritbeze na
jatkéach je nékolik vedlejSich odpadt. Driibezi Zaludky jsou v nékterych zemich
svéta povazovany za nevyuzity vedlej$i produkt, ktery ovliviluje znecisténi
zivotniho prostiedi. Jelikoz dritbezi zaludky obsahuji ve své struktufe kolagen
problémi ze strany zpracovatelského priimyslu, je snaha tyto odpady opétovné
vyuzit, napt. na extrakci kolagennich produktt [1-3].

1.1 Biopolymery

Biopolymerem se obecné rozumi latka, ktera vznikla v Zivém organismu
kondenzaci z vice stejnych anebo odlisnych makromolekuldrnich latek. Tyto latky
jsou biodegradabilni a jsou povazovany za nejrozSifenéjSi organické slouceniny
v ekosystému. Z chemického hlediska se jednd o bilkoviny, nukleové kyseliny
a polysacharidy [5-7]. Kolagen patii do skupiny nerozpustnych bilkovin, do tzv.
skleroproteint, a tvoii zakladni stavebni hmotu vSech typti pojivovych tkani [6,7].
Kolagen predstavuje extracelularni nosnou kostru a je zodpovédny za pruznost a
pevnost pojivovych tkani; primarné plni funkci ochrannou a opérnou [4,5].

Pevnostni vlastnosti kolagenu jsou ovlivnény ptivodem a zdrojem [8]. Drubezi
kolagen obsahuje pfevazné kolageny tvorici fibrily typu I a III, které se na
molekularni bazi vyznacuji nepierusenou Sroubovici se stfidajicimi se polarnimi
a nepolarnimi doménami. Stabilita a struktura kolagenu je ovlivnéna vodikovymi
mustky mezi polarnimi zbytky 4—hydroxyprolinu a 5-hydroxylysinu a dale je
stabilita a struktura kolagenu ovlivnéna tvorbou hydrata¢nich siti a
elektrostatickymi interakcemi v molekule kolagenu [4,5,7,8].

1.2 Enzymova hydrolyza

Enzymy jsou bilkovinné makromolekularni latky, které Kkatalyzuji
biochemické pfemény v zivém systému a tim urcuji povahu a rychlost vSech
chemickych reakci. Podle bilkovinné povahy se déli na jednoduché a slozené
[9,10]. Na bilkovinnou ¢ast enzymu jsou navazany dalsi molekuly, tzv. kofaktory.
Kofaktor je k enzymu vétSinou vazan nekovalentni vazbou, ale mlize byt vazan i
vazbou kovalentni; poté se jedna o prostetické skupiny, které maji funkci
prenaSeCe atoml behem chemické reakce. Aktivita enzymu zavisi ptedev§im na
koncentraci substratu, teploté, pH a ptitomnosti aktivatord nebo inhibitora [9—-11].



Enzymy pracuji na principu snizeni aktivacni energie systému. V prvnim
kroku dojde k vytvotfeni komplexu enzym—substrat (E-S). JelikoZ je substrat
v mimotadné reaktivni form¢, probihd reakce velmi rychle a je reverzibilni.
V druhém kroku se vychozi substrat za katalyzy pomoci enzymu piemeéni
v konecny produkt. Z komplexu E-S tak vznika komplex enzym—produkt (E—P),
ktery se rozpada za uvolnéni produktu a enzymu. Soucasné dochazi 1 ke snizovani
aktivacni energie potfebné na preménu substrdtu. Reakce E—P je pomala
a ireverzibilni [12,13]. Aktivani energie potiebnd k vytvofeni kazdého
meziproduktu a k nasledné pfeméné komplexu E-S na komplex E-P je niz$i nez
pfi pfimé pfeméné substratu na produkt bez pouziti enzymu, piestoze celkova AG
obou reakci je stejna [14,15].

Enzym Protamex® je komplex Bacillus protedzy, komplex proteazy
bakteridlniho pivodu. Jak jiz bylo feceno, tepeln¢ denaturovany kolagen lze
hydrolyzovat enzymy pepsin nebo trypsin, ale také enzymem Protamex®
[16,17,18,19]. V prvni fazi dochazi k naruseni molekul kolagenu v kolagenové
siti (pomoci enzymu a teploty) a k pferuSeni vazeb mezi polypeptidovymi fetézci.
V druhé fazi dochazi k uvolnéni molekul tropokolagenu do vodného roztoku a tim
vznika SOL rozpustné Zelatiny. Pfi ochlazeni se ndhodné obnovuji a agreguji
vazby mezi plivodnimi fetézci, které zachycuji znaéné mnozstvi vody a tim vznika
zelatinovy GEL indukovany iontovymi a vodikovymi vazbami [20,21]. Na Obr.
1.1 mizeme pozorovat enzymovou hydrolyzu tepelné denaturovaného kolagenu
[21].
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Obr. 1.1: Enzymova hydrolyza tepelné denaturovaného kolagenu [21]
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Hydrolyza je rozklad vazeb chemické latky pomoci vody. Jedna se o skupinu
solvolytickych reakci, které funguji jako inverzni reakce, a dochdzi u nich ke
kondenzaci (spojovani dvou a vice molekul za odstépeni nizkomolekularniho
produktu ve formé vody). Hydrolyza proteini zahrnuje st€peni peptidovych vazeb
za vzniku peptidii riznych velikosti a rizného aminokyselinového slozeni. Pfi
enzymatické hydrolyze enzymy katalyzuji Stépeni chemickych vazeb (zejména
C-C, C-0O a C—N) za tcasti vody. Reakéni mechanismus je zaloZen na pfenosu
radikalu z hydrolyzovaného substratu na vodu. Enzymy tedy ptisobi na specifické
peptidové vazby a dochazi ke vzniku jednodussich latek [12,13,16,17].

Rychlost a stupeint hydrolyzy zavisi na mnozstvi vody v systému, katalyzatoru
a pH reak¢ni smési. V kyselém prostiedi se predpoklada elektrofilni mechanismus
hydrolyzy a v alkalickém prostfedi nukleofilni mechanismus hydrolyzy [18].
Standardné Ize tepelné denaturovany kolagen hydrolyzovat enzymy trypsin nebo
pepsin. Molekuly tropokolagenu se uvolni do vodného roztoku za Zelatiny.
Dochazi k naruSeni nekovalentnich vazeb v materidlu a nasledné k rozvinuti
proteinovych struktur. Po strukturni strance dochazi k ptfechodu ze slozité spiraly
na civku. Pfi nizsi teploté jsou obnovovany nékteré vazby mezi fetézci za vzniku
zelatinového gelu. Enzymaticka hydrolyza kolagenu je ekologické vii¢i Zivotnimu
prostiedi, nedochazi k naruseni kolagenu pomoci silnych kyselin a zasad, které
agresivné zasahuji do ekosystému. Soucasn¢ pii enzymové hydrolyze zlstavaji
neovlivnény vlastnosti hydrolyzatu [16—18].

1.3 Princip vyroby Zelatin

Pti zahtati hydratovaného kolagenu na teplotu > 60 °C dochazi k vyraznym
strukturnim zménam, jednd se o transformaci prvniho ftadu, tj. pfeménu
krystalické modifikace biopolymeru (uspoifadana struktura) na modifikaci
amorfni (neuspotfadand struktura) [22]. Dochazi ke vzniku funkcnich polymert,
tzv. kolagennich hydrolyzati. Vyroba Zelatiny zahrnuje tii kroky zpracovani:
preduprava suroviny, proces tepelné extrakce a regenerace. Vytézek zelatiny
zavisi na zdroji kolagenu a poctu kovalentnich zesitovanych vazeb. Kvalita je
pot¢ ovlivnéna druhem, vékem, pohlavim Zivo¢iSného zdroje a také
technologickymi podminkami piipravy — teplotou a pH reak¢éni smési. Pfi
komer¢ni vyrob¢ se provadi kysely (typ A) a zasadity (typ B) proces extrakce
s hodnotou izoelektrického bodu zelatiny 7-9 (obsahuji v molekule navic dalsi
aminovou skupinu, vétSinou AMK lysin, arginin a histidin), resp. 4,7-5,4
(obsahuji v molekule navic dal$i karboxylovou skupinu, vétSinou AMK
asparagovou a glutamovou, asparagin a glutamin). To ma za nasledek ztratu trojité



helikalniho uspotddani nativnich kolagenovych fetézcii, které jsou nabobtnalé, ale
stadle nerozpustné. Ke konecné pifeméné dochazi béhem tepelného procesu
v disledku Stépeni vodikovych a kovalentnich vazeb. AvSak opracovanim
suroviny v kyselin€ nebo zéasad¢ je trojitd molekula kolagenu hydrolyzovana na
strukturu s jednofetézovym o-helixem zplsobem, ktery je méné Setrny vici
Zivotnimu prostiedi; enzymatickd Uprava suroviny je vice environmentalné
vhodnou variantou k béznym procesim vyroby [4,11,16]. Finalni vlastnosti
zelatiny jsou predurCeny procentualnim zastoupenim aminokyselin glycinu,
prolinu a hydroxyprolinu, nejhojnéji zastoupenych AMK. Mnozstvi glycinu (%)
je v hovézi, veptové, dribezi a rybi Zelatiné: 34,2; 33,0; 33,7; resp. 34,7. Mnozstvi
prolinu (%) je v hovézi, vepiové, dritbezi a rybi Zelating: 12,7; 13,2; 13,4; resp.
11,9 a mnozstvi hydroxyprolinu (%) je v hovézi, vepiové, driibezi a rybi zelating:
8,3; 9,1; 12,1; resp. 7,9. Muzeme vidét, Ze mnozstvi glycinu a prolinu je mezi
zelatinami velmi podobné, avsak pii prozkoumani mnozstvi hydroxyprolinu (%)
je u dritbezi zelatiny narist AMK ve struktufe o zhruba 3,0 % [1-3,23,24].

Na Obr. 1.2 je znazornéno enzymatické Stépeni telopeptidické ¢asti molekul
tropokolagenu za vzniku atelokolagenu a nasledné¢ vznik tfech o—fetézcl pii
teploté > 42 °C [25]. Pokud je protein (polypeptid) s koncovymi casti telopeptidy,
tzv. tropokolagen, vystaven piisobeni enzym, dojde k vytvoreni atelokolagenu,
tedy polypeptidu, ktery ztrati své koncové telopeptidy. Pokud se atelokolagen
vystavi pisobeni teploty > 42 °C, dojde k denaturaci a ztraté trojité Sroubovice,
¢imz se kolagen rozloZi na tfi a—fetézce. Vnitini zesitovani mezi o—fetézci nelze
reformovat procesem renaturace, coz brani reformovani piirozeného kolagenu ve
tkanich. Denaturace kolagenu je tedy nevratna. Kromé toho je kolagen vysoce
odolny vii¢i vétSiné proteindzovych nebo peptidazovych aktivit. Jakmile je vSak
kolagen denaturovan, stdva se vysoce citlivym na mnoho proteindz a je snadno
rozlozitelny na kratsi peptidy [23,26,27].
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denaturace: teplota vice nez 42 °C
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Obr. 1.2: Enzymaticke Steépeni telopeptidické casti molekul tropokolagenu za vzniku
atelokolagenu a nasledné vznik trech individudlnich a-retézci [25]



1.4 Kolagenni produkty

Kolagen vykazuje tfi rizné frakce: o, B a y fetézce. a—fetézec se sklada
z jednoho polymerniho fetézce o molekulové hmotnosti 80—125 kDa, B—fetézec
se sklada ze dvou a—fetézcli, dimery a—fetézcli, o molekulové hmotnosti 160—250
kDa a y-fetézec se sklada ze tfi a—fetézcl, trimery a—fetézcii, o molekulové
hmotnosti 240-375 kDa. Jednotlivé fetézce jsou mezi sebou navzajem propojeny
kovalentnimi a vodikovymi vazbami. Jednotlivé kolagenové frakce jsou
ovlivnény procesem vyroby Zzelatiny, nebot’ proces mulZze ovliviiovat
aminokyselinovou strukturu (napf. deaminace asparaginu na kyselinu
asparagovou nebo deaminace glutaminu na kyselinu glutamovou) a nasledné
usporadani fetézci v koneéném kolagenu [28—31]. Propojeni tii o—fetézcti umozni
vznik monomerického kolagenu neboli atelokolagenu (jedno trojité vlakno
tvofeno a-fetézci) a ndslednym propojenim tii monomerickych kolageni,
atelokolagent, se utvofi kolagenni vlakno neboli polymerni kolagen. Vlakno se
vyznacuje svymi vybornymi mechanickymi vlastnostmi, predev§im ohebnosti a
odolnosti [25].

1.4.1 Kolagenni hydrolyzat

Kolagenni hydrolyzat se vyrdbi z tkani zivoCichi, které obsahuji ve své
struktufe zna¢né mnozstvi kolagenu [32]. Molekulova hmotnost se obvykle
pohybuje v intervalu od 2 000 do 6 000 Da, hydrolyzit je netoxicky
a dermatologicky vhodny pro aplikaci v kosmetickém primyslu [33]. Hydrolyzat
je rozpustny 1 ve studené vod€, ma povrchové aktivni vlastnosti a neutralni pH
s dobrymi biologickymi vlastnostmi [34]. Hydrolyzaty se poté praskuji a vlivem
plisobeni peroxidu vodiku se ziskavaji produkty svétlé az bilé barvy bez zapachu.
Peptidové fetézce kolagenu jsou pomoci hydrolytické metody §tépeny na mensi
fetézce s niz§i molekulovou hmotnosti. Metoda zavisi na druhu pouzitého
enzymu, na podminkach prosttedi a rozsahu hydrolyzy. Hydrolyzat se extrahuje
ze zviteciho kolagenu, ale mize byt vyrobeny i z jiz dfive pfipravené Zelatiny.
Jelikoz pii extrakci hydrolyzatu ze zvifeci tkané musi byt pouzity specidlni
kolagenazy, které¢ jsou pomérné finan¢né nakladné, je Castjsi zpusob vyroby
hydrolyzatu z jiz pfipravené Zelatiny [34,35].

Bioaktivni proteiny s antioxidaénimi vlastnostmi vyrobené tizenou
enzymovou hydrolyzou z zivociSnych tkani se vyuzivaji ve vyzkumu Uc¢innosti
latek proti starnuti, ve vyvoji novych 1é¢iv, hemostatickych Cinidel a na vyrobu
obalovych a povlakovych materidli nejen ve farmaceutickém, ale také
v kosmetickém, medicinském a v potravinaiském primyslu na jedlé obaly



a povlaky [36-38]. Antioxidanty jsou molekuly schopné zhaset reaktivni formy
kysliku a soucasn¢ inhibovat oxidaci molekul, které mohou produkovat volné
radikaly [29,36-38]. Pravé volné radikaly jsou hlavnimi faktory, které mohou
urychlit glykaci. Glykace je proces, pfi kterém se na rizné sérové bilkoviny vazi
molekuly glukoézy. Tyto molekuly mohou zptisobit také oxidacni stres a vyvolat
dalsi nezadouci reakce [28,29,38].

1.4.2 Zelatiny

Zelatina je ¢astedny hydrolyzat kolagenu vyextrahovany z Zivo¢isného zdroje
fizenou kyselou nebo alkalickou hydrolyzou [8,34]. V soucasné dob¢ se vétSina
dostupnych zelatin vyrabi ze savcl. Zdroji komeréni zelatiny jsou veproveé kuze
(cca 46 %), hovézi klize (cca 29 %), hovézi kosti (cca 23 %) a zbytek tvori
alternativni zdroj, napt. dritbezi kiize, kosti a rybi kiize. Pravé€ o alternativni zdroje
surovin roste velky zajem, zeyména o pouziti dritbeziho nebo rybiho odpadu, ktery
muze predstavovat az 30 %, resp. 75 % z celkové hmotnosti pivodni zivocisné
suroviny. Hlavni nevyhodou rybich Zelatin jsou Spatné fyzikalné—chemické
vlastnosti ve srovnani s komer¢nimi zdroji [ 1-3,39]. Pti porovnani driibezi a rybi
zelatiny jsou vlastnosti kolagenu ovlivnény koncentraci iminokyselin (prolin a
hydroxyprolin) a distribuci molekulové hmotnosti, kdy dribezi Zelatiny vykazuji
lepsi viskoelastické a reologické vlastnosti [1-3,8,39]. Kvalita zelatiny je
definovana jako funkce faktord souvisejicich s jeji mikrobiologickou bezpeénosti,
vzhledem, zapachem, barvou a chuti, ale také s jejimi fyzikalné—chemickymi,
reologickymi a funk¢énimi vlastnostmi a zavisi primarné na zdroji a typu kolagenu
zelatinového gelu, kterd je ovlivnéna vodikovymi vazbami mezi molekulami vody
a volnou karboxylovou skupinou animokyselinovych skupin. Pevnost gelu je také
ovlivnéna velikosti proteinového ftetézce, extrakéni teplotou, koncentraci a
distribuci molekulovych hmotnosti. VéEtSinou je nejkvalitngj§i  Zelatina
extrahovédna pfi nizsi extrakéni teploté a niZsi koncentraci, protoze pii nizsich
hodnotach dochazi k mensi hydrolyze polypeptidovych fetézci a tim k mensimu
rozpadu Zelatinovych fetézcti [1-3,6]. Zelatiny jsou mezi hydrokoloidy jedine¢né,
protoZe maji schopnost vazat velké mnozstvi vody a vytvatet termo—reverzibilni
gely a filmy s body tani, které se bliZi teploté lidského téla (cca 35-40 °C) [5,40].



1.5 Dribezi tkané

Roc¢né je na svété porazeno kolem 70 miliard brojlerovych kufat na maso [41].
Droby reprezentuji az 8 % z Zivé hmotnosti dribeze, z toho Zaludky tvoii 3 %.
Jelikoz kufeci zaludky obsahuji ve své struktufe velké procento bilkovin
(myofibrilarni, sarkoplazmatické a stromatické), vitamind (A, D, E, K, Bl az B12
a C), lipidu (triacylglycerol), sacharidt (jednoduché a slozené), mineralnich latek
(Ca, K, Na a Mg) a také enzymy, je snaha zaludky kvalitné&ji zuzitkovat.

Teoretické celkové mnozstvi vyextrahovanych kolagennich produkti z Cistého
kolagenu z ro¢ni produkce jatecnych zaludkt ukazuje Obr. 1.3 [1-3,23,41-51].

70 miliard 1,8 kg primérna 126 000 000 tun =
broil ich h broil “ch Zaludky -3 %
roj e[ovyc — movtnost — roj etovyc —  hmotnosti
kurat kurete kurat
1 kg surovych
zaludki=50g 1 200 000 tun 30 % se 3 800 000 tun
precisténé kurecich zaludkd konzumuje kurecich zaludka
tkané
600 SPht"" 40 % 24 000 tun
R Géinnost " ZELATINY
kolagenu

Obr. 1.3: Teoretické celkové mnozstvi vyextrahovanych kolagennich produkti
Z cistého kolagenu z rocni produkce jatecnych zaludkit [1-3,23,41-51]

Podle statistiky se za rok 2023 vyprodukovalo pies 700 000 tun vepiové
a hovézi Zelatiny. Zelatina z kufecich Zzaludk? by piedstavovala necelé 4 %, tedy
kolem 24 000 tun. Nicméng, veptova a hovézi Zelatina neni pfijimana zZidovskymi
a muslimskymi komunitami, a proto je extrakce driubezi Zelatiny vhodnou
a inovativni alternativou. Soucasné se piredpoklada, ze s rostoucim mnozstvim
populace poroste spotieba dritbeziho masa 1 poptavka po Zelating, které se pro rok
2025 odhaduje na 870 000 tun. Do budoucna se dale piedpoklada, ze kazdorocné
vzroste spotieba 0 8 %. V roce 2035 bude poptavka Zelatiny vyssi téméi 0 80 %
(poptavka bude cca 1 600 000 tun). V tento okamzik jiz produkce hovézi a
veprove zelatiny nemusi pokryt svétovy trh a je vhodné komer¢ni zdroje Zelatiny
doplnit o zdroje alternativni [1,2,5,45,47].



1.6 Aplikace kolagennich produkti

Zelatina je velmi univerzalni biopolymer s Sirokou $kalou primyslovych
aplikaci. Lze ji vyuZit nejen v potravindiském priimyslu na vyrobu cukrovinek,
ale také jde o biomaterial, ktery predstavuje vysoky potencial pro vyrobu jedlych
film1, které mohou prodlouzit trvanlivost Cerstvych potravin anebo pro vyrobu
farmaceutickych kapsli na ochranu bioaktivnich Zivin. Nov¢ se Zelatina vyuziva
v biomedicinské oblasti na ndvrh a vyvoj skafoldi pro hojeni a regeneraci ran,
popt. pro vyrobu bioinkoustlh do 3D tiskarnen, v nutri¢ni oblasti a pro vyrobu
antioxidanti a antimikrobilanich vyrobka [8,31]. Dale mize byt pouzita jako
stabiliza¢ni a zahusSt'ovaci latka, slozka pro zvySeni viskozity a zlepSeni elasticity,
predevsim potravinairskych vyrobki [5]. Potravinaiska zelatina je velmi kvalitni
vyrobek, ktery miize byt pouzit i1 jako funkéni nebo vyzivova slozka potravin
[1,8,31].

Zelatina predstavuje biologicky rozlozitelny material, ktery se vyznacuje svou
dobrou filmotvornou schopnosti, netoxicitou, biokompatibilitou, transparentnosti
a miZe byt pouzit i jako nosi€ 1€¢iv [8,36,37,51,52]. Déle se filmy na bazi proteinu
vyznacuji vynikajicimi bariérovymi vlastnosti pro kyslik, oxid uhli¢ity a té¢kavé
slouCeniny ve srovnani se syntetickymi foliemi, a to je dalsi diivod k tomu, aby se
syntetické materialy nahradily bioplasty [36,37,53]. Zelatinové filmy jsou od
piirody jedine¢né a jejich jedind negativni vlastnost je, ze jsou hydrofilni. Tento
jev muze byt upraven zavedenim hydrofobni latky do struktury, jako jsou
plastifikatory, lipidy, mastné kyseliny, vosk. Diky hydrofobnim latkam dojde ke
zlepSeni bariérovych a antioxidacnich vlastnosti, které ovliviiuji predevSim
trvanlivost vyrobku [36,37,54,55].



2. ZHODNOCENI SOUCASNEHO STAVU A CILE
PRACE

Zhodnoceni soucasného stavu

Zpracovani drubezich odpadi, jako jsou kosti [56,57], ktize [58], béhaky [23],
jatra [59] a mechanicky separované maso [24,60], je jiz znamo. AvSak v soucasné
dob&é odborna literatura neuvadi opracovani dribezich Zaludkli na
zelatiny/hydrolyzaty pomoci proteolytickych enzymii vyrobenych submerzni
fermentaci geneticky modifikovanych mikroorganismi.

Obsah tuku, resp. obsah mineralnich latek se mezi jednotlivymi dribezimi
produkty velmi lisi. Zaludky obsahuji 21,70 £ 0,01 %, resp. 3,900 + 0,005 %;
béhaky obsahuji 34,8 £ 0,8 %, resp. 16,1 + 0,2 % a drlibezi kiaze 85 + 2 %, resp.
16,1 £ 0,2 %. Proto drtibezi zaludky ptedstavuji atraktivnéj§i surovinu pro
extrakci kolagennich produkt, nebot’” obsahuji nejmens$i mnoZstvi tuku
a nejmensi zastoupeni anorganickych latek z driibezich tkani [23,24,58,60].

Biotechnologickou metodou lze za pouziti proteolytickych enzymu piipravit
vysoce kvalitni kolagenni produkty, zelatiny a hydrolyzaty.

Cile disertacni prace
Hlavnim cilem disertacni prace bylo ovéfit procesni podminky piipravy
enzymatické zelatiny z driibezich zaludkt a sledovat vliv vybranych procesnich
parametra na vytéznost Zelatinovych frakei.
Dil¢i cile prace:
» Pripravit modelové vzorky zelatin a hydrolyzati
» Navrhnout optimalni podminky zpracovani dribezich Zzaludkd na
kolagenni produkty
» Charakterizovat vlastnosti kolagennich produktii:
o Zakladni vlastnosti: pevnost gelu, dynamickou viskozitu, teplotu
tani a tuhnuti, ¢irost a obsah popela
o Antioxida¢ni aktivitu, molekulovou hmotnost, infracervenou
spektrofotometrii s Fourierovou transformaci  (FTIR),
mikrobiologické sloZeni a stravitelnost
» Pripravit a otestovat gelovou kosmetickou formulaci a objektivné zhodnotit
vliv na pokozku pomoci neinvazivnich bioinzenyrskych metod
o Sledovanymi parametry pokozky byly: hydratace, transepidermalni
ztrata vody (TEWL), elasticita, zména reliéfu (vliv na redukci vrasek
a drsnost pokozky)



Védecka hypotéza: Predpoklada se, Ze za zvolenych procesnich podminek
vicestupniové extrakce kufecich Zaludki se podafi ptfipravit Zelatinové frakce.
Dale se predpoklada, ze kolagenni produkty budou mit takové biofyzikdlni
vlastnosti na molekularni Grovni, které bude mozné vyuzit v kosmetologii,
farmacii (mékké a tvrdé Zelatinové tobolky) a potravinafstvi. Pfedpoklada se, ze
pfidavkem kolagenniho hydrolyzatu do kosmetické matrice, pfi osmitydenni
pravidelné aplikaci (rano a vecer) kosmetické gelové formulace s 1 % kufeciho
kolagenniho hydrolyzatu v periorbitalni oblasti, dojde ke zlepseni stavu pokozky.



3. METODIKA RESENI

Zdroj kolagenu pochazel ze svaloviny drubezich Zaludku, které byly
zhomogenizovany na primyslové fezacce masa. Vychozi surovina byla
poskytnuta vyrobni firmou (RACIOLA Uhersky Brod, s.r.o.).

3.1 Zpracovani dribezich tkani na kolagenni produkty
3.1.1 Enzymaticka preduprava dribezich tkani

Enzymatickd ptediprava kufecich zaludki, ptiprava Cistého kolagenu, byla
nasledujici. Zaludky byly diikladné promyty pod tekouci studenou vodou (cca
10 min), tim doslo k odstranéni albumint a necistot z tkané. Néasledn¢ byla smés
opracovavana v 0,2 M roztoku NaCl v poméru 1:6 pti laboratorni teploté a dobé
1,5 h (doslo k odstranéni globulind ze struktury). V dalsim kroku byl systém
opracovavan v 0,06 M roztoku NaOH v poméru 1:6 opét pti laboratorni teploté a
dobé 8 h, poté se vymeénil roztok NaOH za Cerstvy a provedlo se stejné opracovani
po dvojnasobnou dobu, tedy 16 h. V tomto bod¢ doslo k odstranéni nekolagennich
rozpustnych podilt z kufeci tkdn€. Soucasné se pi1 opracovani odstranil 1 pigment.
Nasledovalo ptesuseni suroviny pii teploté 35,0 = 1,0 °C po dobu 36 h. Poté se
provedlo odtu¢néni za pouziti smeési rozpoustédel petrolether/ethanol (smisenych
v poméru 1:1) v poméru 1:9 po dobu 36 h, béhem této doby bylo dvakrat
vymeénéno rozpoustédlo za Cerstvé. Presusena tkan se rozemlela na vertikdlnim
mixéru na ¢astice o velikosti kolem 1 mm.

3.1.2 Extrakce zZelatin z drubezich tkani

Extrakce Zelatiny z Cistého kolagenu pfedstavovala dalsi stupent zpracovani
vychozi tkdn¢ na kolagenni produkt. Pfed samotnou extrakci se provedlo neutralni
opracovani suroviny enzymem Protamex®; surovina a destilovand voda se
smichala v poméru 1:10. Roztok byl mirn¢ tiepan cca 20 min a poté se upravilo
pH na hodnotu 6,5 + 0,5 pomoci zifedénych roztokl kyselin nebo hydroxida. Po
upraveé pH byl ke smési pfidan proteolyticky enzym v mnozstvi podle faktoru A
(mnozstvi je vztazeno na suSinu pieciSténé suroviny, kterd ¢inila 90,2 %). Smés
se tfepala 24 h pti laboratorni teploté a béhem prvnich 4 h byla kontrolovana
a upravovana hodnota pH. Po dob¢ tiepani se provedla filtrace pfes sito opatiené
PA tkaninou, tim se ziskal prvni kolagenni produkt ve form¢ hydrolyzatu.
Hydrolyzat byl zahtat na teplotu 85,0 + 1,0 °C (inaktivace enzymu) a suSen
v tenké vrstvé (cca 4 mm) pii teploté 60,0 = 1,0 °C po dobu 48 h.

Neutraln¢ opracovana vychozi surovina byla diikladné (cca 10 min) promyvéana
pod studenou tekouci vodou, aby doslo k vymyti pfitomného enzymu a smés se
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mohla podrobit dal§imu stupni opracovani. Samotna extrakce 1. frakce zelatiny
probihala v destilované vod¢ v poméru 1:8 pii teploté podle faktoru B po dobu 45
min. Poté byla zelatina odfiltrovana od Zaludkt (vznikl roztok zelatiny 1. frakce)
a zaludky byly podrobeny dalsi extrakci v destilované vodé v poméru 1:7 pii
teploté 80,0 = 1,0 °C po dobu 45 min a poté posledni extrakci v destilované vodé
v pom¢éru 1:7 pii teploté 90,0 £ 1,0 °C po dobu 45 min. Veskeré roztoky zelatin
1., 2. a 3. frakce byly zahtaty na teplotu 85,0 + 1,0 °C, pfi které byly udrZzovany
po dobu 10 min a tim doslo k inaktivaci mozného ptitomného zbytku enzymu.
Roztoky zelatiny byly rozlity na plech a suseny v tenkém filmu (cca 4 mm) pfi
teploté 53,0 £ 1,0 °C po dobu 24 h. Nerozlozeny tuhy podil byl susen pii teploté
103,0 + 2,0 °C po dobu 24 h.

Byla vypoctena ucinnost extrakce pomoci hmotnostni bilance (vzorce 1-4), kde
n je uéinnost extrakce (%), L je suSina kapalného podilu (g), DMS je hmotnost
vzorku vztazena na hmotnost dribezich zaludkli po opracovani (g), VSTUP je
susina kolagenu (g), VYSTUP je soudet stanovenych hodnot dané frakce
zahrnujici hydrolyzat, 1., 2. a 3. frakci Zelatiny a nerozlozeny tuhy podil (g).
Nasledn& byla stanovena CELKOVA BILANCE (Zgiance) V % a BILACNI
CHYBA MERENI (Zcuypa mexeni) V %.

= =—-100 (1)  VSTUP = VYSTUP )
VYSTUP
2BILANCE = VSTUP 100 (3) ZCHYBA migeni = 100 — Zprrance (4)

3.2 Zpracovani vysledkii

Vysledky analyz, jez byly provadény podle standardnich zkuSebnich metod
pro jedlé Zelatiny, GMIA — Standard Testing Methods for Edible Gelatin, byly
zpracovany v programu Microsoft Office Excel (Denver, USA, 2010) a nasledné
vyhodnoceny podle statistického programu Minitab® 19.Ink (Fujitsu Ltd., Tokyo,
Japan) [61]. Podle p-faktoru byla stanovena hladina vyznamnosti s 95 %
pravdépodobnosti. Planovani experimentu umoziuje nalézt faktory, které
nejvyznamngji ovlivituji vyrobni proces 1 jeho vystupy, a stanovit optimalni
hodnoty téchto faktor. Jednd se v podstat¢ o matematicky nastroj, ktery
umoziuje kvantifikovat vyznamnost vstupt, které jsou na pocatku experimentu
vytipovany jako pravdépodobné vlivné. Planovéani experimentu dale urci, jak
nastavit vstupy, aby proces dosahoval poZadovanych vystupli pfi minimalni
variabilité¢ a odolnosti pfed neptedvidatelnymi negativnimi vlivy na vyrobni
proces; vyuziva se tedy matematicka statistika a teorie pravdépodobnosti [62].
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Experimenty byly provedeny na zakladné Taguchiho designu — 2 faktory na
3 urovnich. Taguchi design je metoda vicefaktorovych experimentl, ktera
umoziuje prozkoumani minimdalniho poctu potiebnych méteni pro statistické
vyhodnoceni a soufasné¢ minimalizuje ndklady na procesni podminky. Bylo
provedeno celkem 10 experimentd, z toho 9 experimenti podle Taguchiho
designu + 1 kontrolni experiment bez pfidavku enzymu [6,62,63]. Faktor A
predstavoval mnozstvi enzymu (%) a faktor B teplotu extrakce (°C). Doba
extrakce kolagennich produkti a doba opracovani vychozi suroviny enzymem
byly konstantni, 45 min, resp. 24 h.

3.2.1 Charakteristika kolagennich produktii
Obsah susiny a obsah popela

Obsah suSiny byl stanoven v kozeluzskych miskach, kde bylo na analytickych
vahach navazeno 1,000 g vzorku. Tkan byla umisténa do susarny s cirkulaci
vzduchu pii teploté 103,0 = 2,0 °C a susSena do konstantni hmotnosti. Zjisténi
obsahu suSiny bylo provedeno podle vzorce (5), kde DMS je obsah suSiny ve
vzorku (%), m; je hmotnost vzorku po vysusSeni (g) a m; je hmotnost vzorku pred
vysuSenim (g) [61].

Obsah popela byl stanoven nasledovné; nejprve byly Zihaci kelimky
ptedzihany v muflové peci (650,0 £ 5,0 °C, 10 min) a po vychladnuti bylo na
analytickych vahach navazeno 1,000 g vzorku. Kelimek byl vyzihan v muflové
peci (650,04 5,0 °C, 4 h). Po ochladnuti byl kelimek zvazen a byl vypocitan obsah
popela ve vzorcich podle vztahu (6), kde AS je obsah popelovin (%), ma je
hmotnost popela (g) a m je navazka kolagenniho vzorku (g) [61].

my m

DMS =21.100 (5) AS =T2.100 (6)

m;

Stanoveni pevnosti gelu, dynamické viskozity a Cirosti

Stanoveni pevnosti gelu spocivalo v piipravé 6,67% roztoku zelatiny
v predepsané nadobé pro stanoveni Bloom hodnoty. Zelatina byla nejprve
nabotnana a nasledné rozpusténa pii teploté 60,0 + 1,0 °C ve vodni lazni. Roztok
byl ochlazen na laboratorni teplotu a umistén do lednic¢ky (10,0 + 1,0 °C, 24 h).
Na vychlazeném gelu byla stanovena Bloom hodnota podle pfistroje Stevens
LFRA Texture Analyzer [61].

Stanoveni dynamické viskozity: viskozita 6,67% Zelatinového roztoku byla
stanovena méfenim doby prutoku standardizovanou pipetou. Méteni probihalo pii
teploté 60,0 = 1,0 °C na Ubbelohdeho viskozimetru a naméfené doba priitoku byla
pfepocCitdna na dynamickou viskozitu dosazenim do vzorce (7), kde v je
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kinematicka viskozita (mm?-s?); ¢ je konstanta viskozimetru zji$téna ovéfenou
kalibracni kapalinou (0,5); B je konstanta korelace na kinetickou energii uréena
z rozméru viskozimetru (2,8); t je aritmeticky primér zmétenych pritokovych
dob (s) a p je hustota Zelatinového roztoku (1,005 g-cm) [61].

v=_(c-)—2p W

Stanoveni Cirosti zelatiny na 6,67% roztoku se provedlo ihned po méfeni
viskozity. V kyveté byla zméfena absorbance pii vlnové délce 640 nm. Pied
meéfenim byla provedena kalibrace na destilovanou vodu [61].

Stanoventi teploty tani a tuhnuti

Stanoveni teploty tani zelatinového gelu. Vzorek gelu byl odebran do kapilary
S vnitinim praimérem 2,0—4,0 mm a vyskou sloupce 1,0-1,5 cm. Takto pfipravené
kapilary byly ponechany v lednicce pfi teploté 10,0 = 1,0 °C. Pro samotné méfeni
byla kapildra ponofena do zkumavky s destilovanou vodou spolecné
s teplomérem. Nasledné se kadinka pozvolna zahtivala na teplotu 55,0 + 1,0 °C.
Jakmile bylo dosazeno teploty tani zelatiny, tak se Zelatina v kapilafe rozpustila
a tlak vody vytladil Zelatinu z kapilary ven; v tomto okamziku se odecetla teplota
tani zelatinového gelu [1,24,60].

Stanoveni teploty tuhnuti gelu. Bylo pouzito analogické zatizeni jako pro
stanoveni teploty tani. Byla pouzita zkumavka o vnitinim praméru 1,5-2,0 cm,
do které byl po stanoveni viskozity nalit roztok Zzelatiny (cca do poloviny
zkumavky). Do roztoku byl vsunut teplomér a dan do sestavy s kadinkou.
V okamziku, kdy mél roztok ve zkumavce teplotu 30,0 + 1,0 °C, se do kadinky
nalila vychlazena voda z lednice tak, aby sahala od % zkumavky. Od tohoto
okamziku byly do zkumavky vhazovany ocelové kulicky s vahou 0,10 g pfi
poklesu 0 1,0 °C az do okamziku, kdy kuli¢ka uvizla ve vrstvé ¢i na povrchu
vzorku; vtomto okamziku byla odeCtena teplota tuhnuti zelatinového gelu
[1,24,60].

Antioxidacni aktivita

Antioxidacni aktivita spocivala v pfipravé raznych koncentraci vzorkl Zelatin
v destilované vodé&. Bylo ptipraveno celkem 5 koncentraénich roztok pro kazdou
Zelatinovou frakei (2, 4, 6, 8 a 10 mg-ml™). Samotna piiprava roztoku smési na
méfeni spoc¢ivala ve smichani 500 pl roztoku vzorku Zelatin s 500 pl 95% etanolu
a 125 pl 0,2 mM roztoku DPPP nebo ABTS. Nasledné se zméfila absorbance
vzorkl pii vinové délce 517 nm. VypocCty antioxidacni aktivity DPPH a ABTS
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(%) jsou uvedeny ve vzorcich (8); resp. (9): kde: AS piedstavuje absorbanci
vzorkli Zelatin v destilované vod€, AC predstavuje kontrolni vzorek (pouze
absorbance roztoku DPPH bez vzorki zelatin) a AB ptestavuje absorbanci vzork
zelatin s etanolem a destilovanou vodou bez ptidavku DPPH; resp. kde: AS
predstavuje absorbanci vzorkli zelatin v destilované vodé, AD predstavuje
kontrolni vzorek (pouze absorbance roztoku ABTS bez vzorka zelatin) a AE
pfestavuje absorbanci vzorka Zelatin s etanolem a destilovanou vodou bez
pridavku ABTS. Veskera data byla zpracovana pomoci Microsoft Office Excel
(Denver, USA, 2010) [36-38,63].

AC+AB—-AS

DPPH =*222.100 (8) ABTS = 22345743

100 (9)

Stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti

Stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti vzorkl Zelatin bylo provedeno
pomoci gelové permeacni chromatografie s refraktometrickou detekci (GPC—
RID). Analytickd metoda spocivala v odvéazeni sypkého vzorku kolagenu, ktery
byl rozpustén v 0,1 M fosfatového pufru o hodnoté pH 6,8 v uzaviené vialce.
Vyslednd koncentrace analytu v roztoku byla 2 mg-ml?. Do pfistroje bylo
nasttiknuto 100 pl vzorku, proces méfeni probihal pti teploté 40 = 1 °C a priatoku
roztoku byl 1 ml/min. Cely systém byl kalibrovan pomoci standardii pullulanu
v rozsahu 667-344 000 g/mol. Byly zjistovany hmotnosti M, (g-mol?)
molekulova hmotnost v maximu piku; My, (g-mol?) &iselny primér molekulové
hmotnosti; M, (g'mol™?) primérna molekulova hmotnost a index polydisperzity
neboli PDI (-). Veskera data byla zpracovana pomoci softweru Empower
(Colorado, USA, 2014) [51,63].

Infracervend spektrofotometrie s Fourierovou transformaci (FTIR)

U jednotlivych praskovych vzorki Zelatin byla pomoci FTIR zméfena spektra.
Mc¢fteni bylo provedenou metodou ATR s platinovym Krystalem orientovanym
vzdy na stranu k lampé pii fotoexpozici. Jako kontrolni vzorek byl pouzit pouze
background bez vzorku zelatiny. Vzorky byly vystaveny infracervenému svétlu
v intervalu vinovych délek od 400 cm™ do 4000 cm™. Celkové bylo béhem
jednoho meéfeni potizeno 32 skenll. Charakteristické FTIR vrcholové vibracni
oblasti pro praskové zelatiny jsou Amid A (3440-3300 cm), Amid B (3080—
2899 cmt), Amid | (1700-1600 cm™?), Amid Il (1580-1500 cm™?) a Amid Il
(1350-1200 cm™) [33,44]. Veskera data byla zpracovana pomoci Microsoft
Office Excel (Denver, USA, 2010) [63].
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3.2.2 Testovani kolagennich produkti

Stravitelnost kolagennich produktii

Pro zjisténi stravitelnosti byla pouzita metoda [1], ve které jsou Zelatiny
rozemlety na jemny prasek. Pied samotnym méfenim stravitelnosti bylo nutné
zjistit obsah suSiny a popela ve vzorku. Sac¢ky na stavitelnost byly proprany
v acetonu a odvétrany v digestofi. Do sacku byla navdzena Zelatina a pfipravené
saEky byly vlozeny do inkubac¢ni ldhve a zality 0,1 mol- I HCI a pepsinem. Lahve
byly umistény do inkubatoru na 2 a 4 h. Po uplynuti doby byly sacky dukladné
promyty a pro nékteré sacky experiment skoncil a zbylé sacky byly opét vlozeny
do inkubacni 1dhve, kde byly zality fosfatovym pufrem o pH 7,45 a k pufru byl
pfidan pankreatin. Lahev se nechala inkubovat po dobu 24 h. Prvni inkubace
simuluje proces traveni v Zaludku za 2, resp. 4 h a druhé inkubace simuluje proces
traveni ve stievé po dobu 24 h. Po inkubacich byly sacky vyjmuty, vysuSeny,
zvazeny a nasledné spaleny kvili zjisténi obsahu popela ve vzorcich.

Stravitelnost susiny vzorku DMD (%) byla vypoctena podle vzorct (10-12),
kde DMR je hmotnost vzorku bez sacku po inkubaci a vysusSeni (g); DM je obsah
susiny ve vzorku (g); €1 je korekce hmotnosti sacku po hydrolyze (g); m; je
hmotnost sacku (g); m, je hmotnost vzorku (g); msje hmotnost vysuseného sacku
se vzorkem po inkubaci (g); S je obsah susiny ve vzorku (%) a ms je hmotnost
vzorku na stanoveni suSiny (g). Pro hodnotu stravitelnosti organické hmoty
vzorku OMD (%) plati nasledujici vzorce (13—15), kde AR je hmotnost popela
vzorku bez sacku (g); OM je obsah organické hmoty v susin¢ vzorku (g); C; je
korekce sacku po spaleni (g); m; je hmotnost sacku (g); m, je hmotnost vzorku
(9); m4 je hmotnost popela vysuSené¢ho sacku se vzorkem po inkubaci (g); S je
obsah suSiny ve vzorku (%) a AS je obsah popela ve vzorku (%). Veskera data
byla zpracovana pomoci Microsoft Office Excel (Denver, USA, 2010).

DMD = 100 — 222"% (10 OMD = 100 — Z2XOMEZAR) - (13)
m,-DM my-DM-OM
DMR = m3 - m1 . Cl (11) AR - m4 - m1 . C2 (14)
DM = s (12) oM = =22 (15)
100 100

Mikrobiologické sloZeni kolagennich produktii

Postup prace vychazi ze studie Gal et al. s ¢asteénymi modifikacemi [43,44].
Do sklenénych lahvi bylo navazeno poZzadované mnozstvi v gramech PCA, SDA,
TSA a VRBL. Smés byla zhomogenizovana a nasledné rozlita do Petriho misek,
které¢ se nechaly do druhého dne vychladnout. Nasledn€¢ byly pfipraveny
zelatinové roztoky, které byly nasttiknuty na Zivné plidy a oCkovaci hokejkou byl
roztok rozetfen po celé plose zivnych plid. Vzorky SDA byly kultivovany pfi
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teploté 25,0 = 0,5 °C po dobu 7 dni, vzorky PCA byly kultivovany pfi teploté 30,0
+ 0,5 °C po dobu 24 h, vzorky TSA a VRBL byly kultivovany po dobu 24 h pfi
teploté 37,0 £ 0,5 °C. V laminarnim boxu Lambda Life doslo k piecockovani
vyrostlych mikroorganismt. VeSkeré pfeockované vzorky byly opét kultivovany.
Po 24 h, resp. po 7 dnech SDA (kvasinky), byla do ependorfek napipetovana voda,
etanol a vzorek vyrostlych mikroorganismil. Vznikly roztok byl v ependorfkach
odstfedén a po odstranéni supernatantu byly srazeniny rozpustény v 70% kyseliné
mravenc¢i a 100% acetonitrilu. Provedlo se dalsi odstfedéni a nasledné byl
supernatant a roztok matrice (kyselina a—kyano—4-hydroxyskoficova)
napipetovan na aplikani desticku MALDI, kterd se podrobila identifikaci
mikroorganismt v hmotnostnim spektrometru.

Pouzita identifika¢ni kritéria pro vyhodnoceni dat jsou: 2300-300 velmi
pravdépodobna druhova identifikace, 2000-2299 bezpetna rodova identifikace,
1700-1999 pravdépodobna identifikace rodu a < 1700 nespolehliva identifikace.
Hmotnostni spektra byla generovana automaticky pomoci hmotnostniho
spektrometru, ktery pracoval v linearnim pozitivnim modu v hmotnostnim
rozsahu od 2 000 do 20 000 Da. Pted samotnym méfenim byl ptistroj kalibrovan
pomoci Bruker Bacterial Test Standard [43,44].

Testovani gelové kosmetické formulace

Veskeré vysuSené filmy hydrolyzatu byly v tfeci misce rozmé&lnény na velmi
jemny prasek a do karbopolového gelu byl ptidan kufeci kolagenni hydrolyzat
tak, aby wvznikla homogenizaci 1% gelova kosmeticka formulace.
Experimentalniho méteni se zicastnilo 10 dobrovolnic ve véku 50 + 9 let. Méfeni
probihalo v periorbitdlni oblasti, tedy na pravém a levém spanku. Vybér
dobrovolnic a postup testovani byl v souladu s mezinarodnimi etickymi principy
biomedicinského vyzkumu s lidskymi ucastniky [64]. Prvni méfeni
biofyzikalnich parametri pokozky neboli 0. méfeni, bylo provedeno pied
pouzivanim kosmetické gelové formulace za konstantnich podminek laboratote
(teplota, vlhkost) a pied delSim métenim byly dobrovolnice ponechdny 15 min
v klidu v laboratofi kviili aklimatizaci. Druhé a tfeti méfeni probéhlo po 4. a po 8.
tydnu pravidelné dvoudenni aplikace za stejnych podminek.

Hydratace pokoZky a transepidermalni ztrata vody z pokoZky (TEWL)

Hydratace pokozky byla zjisténa pomoci korneometrické sondy, kdy bylo
naméfeno 5 hodnot na kazdém iritovaném misté (pravy i levy spanek). Stupnice
korneometru dle hodnot déli pokozku na extrémné suchou (< 30 k.j.), suchou (30—
45 k.j.) anormalni (> 45 k.j.) [65].
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TEWL byla monitorovana pomoci tewametrické sondy, kdy bylo naméteno
celkem 15 hodnot na kazdém iritovaném misté (opét pravy 1 levy spanek).
Tewametrickd sonda TM 300 slouZzi k méteni mnoZstvi vypatené vody z pokozky.
D¢j je popisovan Fickovym zakonem [66]. Stav bariérové funkce pokozky podle
piistroje odpovidéa nasledujici stupnici: velmi dobra (0-10 g-m-h't), dobra (10—
15 g'm2-h1), normalni (15-25 g-m?2-h), napjata (25-30 g-m2-ht) a kriticka
(> 30 g'm2-h?) [67].

Elasticita pokoZky a mnoZstvi vrasek

Pomoci reviskometru RV 600 lze méfit elasticitu pokozky, kterou pfistroj
vyhodnoti pomoci rychlosti Sifeni akustické viny povrchem kiize. Méfeni probiha
otacenim sondy v thlech po 30°. Ziskané vysledky zavisi jak na izotropii, tak na
anizotropii klize, ktera je ovlivnéna starnutim kaze. Predpokladem je zvySeni
elasticity pokozky po pravidelné aplikaci kosmetické gelové formulace. Zaroven
dojde k vyrovnani kozniho reliéfu pleti. Princip méfeni spocivd na jemném
pritlaku dvou senzort na pokozku, kdy jeden senzor vydava razovou vinu a druhy
senzor ji pfijima. Pro kazdy uhel pootoCeni byl urCen aritmeticky primeér
a smérodatna odchylka [68,69].

Mnozstvi vrasek bylo snimano pomoci unikdtni kamery Visioscope
s polariza¢nimi filtry, kdy byly pofizeny snimky pokoZzky s tficetindsobnym
zvétSenim. Jednd se o rychlou a jednoduchou analyzu reliéfu pokozky, postaci
pouze vytvoreni snimku a poté okamzita analyza vrasek v dané oblasti v % [3].

Reliéf pokoZky
Pro sledovani zmén reliéfu pokozky byla vyuzita metoda na méteni profilu
(topografie) otiskii snimaného kozniho povrchu. Pro méteni byl pouzivan systém,
ktery pracuje na principu méfeni intenzity svételného zatfeni (transmise svétla)
propusténého silikonovou replikou pokozky. Princip méfeni je zaloZzen na
prichodu svétla velmi tenkou priisvitnou specidlni silikonovou replikou modre
barvy. Mnozstvi absorbovaného svétla (¢gex) je urceno Lambert-Beerovym
zakonem (16), kde ¢i, je mnozstvi vstupujiciho svétla, e je Eulerovo ¢islo, k je
absorp¢ni konstanta a d je délka optické drahy.
pex = ¢pin -e (16)

Silikon obsahuje konstantni koncentraci modrého pigmentu schopného
absorbovat zafeni a vysledkem jsou 2D ¢i 3D obrazy kozniho reliéfu. Méfeni
probiha vlozenim repliky mezi svételny zdroj a paraleln€ s nim umisténou CCD
kamerou, kterou se snima proslé svételné spektrum. Svétlo je poté absorbovano
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v zavislosti na tloust'’ce repliky, v zavislosti na intenzité svétla a na délce optické
drahy svételného paprsku, resp. na hloubce vrasky. CCD kamera méfi svétlo
prochézejici replikou v Grovnich Sedi a ziskany obraz je zobrazen v jednotlivych
soutfadnicich X, Y a Z, kdy X a Y popisuji vySku a Z poté hloubku, kterou lze
stanovit v rozmezi od 20 do 300 um. Méteni mikroreliéfu pokozky a ovéreni zmén
po aplikaci modelovych formulaci je z kosmetického hlediska zajimavym
vystupem, nebot’ je snadno pouzitelny a ekonomicky ptinosny pro vyzkumné
a vyvojové laboratore a instituce zabyvajici se ucinnosti produktii proti starnuti

13].
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4. VYSLEDKY DISERTACNI PRACE

4.1 Vytézek kolagennich frakei

Z Tab. 4.1 je patrné, ze mnozstvi drubeziho hydrolyzatu bylo v intervalu od
8,2 do 9,8 %. Nejnizsi hodnota, tedy 8,2 %, byla ziskana experimentem ¢. 8 a9 a
naopak nejvyssi hodnota (9,8 %) u exp. ¢. 1. U slepého pokusu, exp. €. 10, bylo
mnozstvi hydrolyzatu pouze 1,7 %. Hodnoty vytéZku hydrolyzatu jsou velmi
podobné, lze tedy fici, ze opracovani vychozi suroviny enzymem ma na driibezi
tkan stejny vliv, nebot’ u exp. €. 10 (zde nebyl pouZzit enzym k opracovani vychozi
suroviny) byl vytézek hydrolyzatu zanedbatelny. Vytézek zelatiny prvni frakce
byl mezi hodnotami 59,8-70,6 %. Nizs§i hodnota byla vyextrahovana u exp. ¢. 3,
6 a 9, naopak nejvyssi hodnota byla zjisténa u exp €. 1. Opét nizky vytézek 7,4 %
u slepého exp. €. 10 potvrdil, Ze opracovani enzymem ma vliv na vytézek
kolagennich frakci. Primérny vytézek druhych frakci byl 6,5 = 0,8 % a tietich
frakei Zelatin byl 3,0 = 1,0 %. Slepym pokusem bylo dosazeno vytéZzku Zelatin
pouze 5,4 a 0,1 %. Bilan¢ni chyba méfeni (XcHysa mikeni) S€ pohybovala od 1,4
do 3,8 %.

Tabulka 4.1 Rozpis experimentd s technologickymi  podminkami
a charakterizaci procesu podle Taguchiho designu vcetné vytézka jednotlivych
kolagenovych frakei a bilan¢ni chyby méteni

Exp. | Faktor | Faktor \;]ytéiek Vytézek | Vytézek | Vytézek E(VZI—JYB,'A

& | A%) | BCC) ydro. | 1.frak. | 2. frak. | 3. frak. | miReni
(%) (%) (%) (%) | (%)
1 0,10 55,0 9,8 70,6 5,2 1,4 1,4
2 0,10 62,5 9,4 62,4 6,2 3,6 3,6
3 0,10 70,0 9,2 59,8 6,4 3,8 3,8
4 0,15 55,0 9,4 67,4 5,8 1,8 1,8
9) 0,15 62,5 9,2 62,2 6,4 3,6 3,6
6 0,15 70,0 9,2 59,8 6,8 3,8 3,8
7 0,20 55,0 8,6 63,8 6,6 1,8 1,8
8 0,20 62,5 8,2 61,8 7,2 3,6 3,6
9 0,20 70,0 8,2 59,8 7,8 3,8 3,8
10 0,00 62,5 1,7 7,4 5,4 0,1 0,1

Z Obr. 4.1 je patrné, ze mnozstvi vyextrahované zelatiny prvni frakce je
ovlivnéno jak mnozZstvim ptfidaného enzymu, tak teplotou extrakce. Plati, ze ¢im
je vetsi mnozstvi ptidaného enzymu nebo ¢im je vyssi teplota extrakce, tim nizsi
je vytézek zelatiny prvni frakce. Tento jev je ziejmée zplisoben vyssi denaturaci
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kolagenu, tedy vyS$im stupenem rozpadu vazeb. Pokud chceme vyextrahovat
zelatinu s co nejvysSim vytéZkem opracovani vychozi suroviny na kolagenni
produkt, je Zaddouci pouZit co nejmensi mnoZstvi enzymu a Zelatinu extrahovat pti
niz8i extrakéni teploté. Z grafu vyplyva, ze pii pouziti 0,10 % enzymu a 55,0 °C
je ucinnost extrakce vice nez 70,0 %.
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64 — 66
M 66 - 68
M 68 - 70
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e
@
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Mnozstvi pfidaného enzymu (%)
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Teplota extrakece (°C)

Obr. 4.1: Vrstevnicovy graf viivit mnozstvi pridaného enzymu (%) a teploty extrakce
(°C) na vytézek zelatiny prvni frakce

4.2 Charakteristika kolagennich produkti
4.2.1 Gelotvorné a jiné vlastnosti

V Tab. 4.2 jsou znazornény namétené hodnoty. U obsahu popela plati, ¢im je
niz8i obsah popeloviny, tim je Zelatina kvalitnéj$i a pro aplikaci v potravindiském
a medicinském pramyslu je potieba, aby byl obsah popela nizsi nez 2 %. Jak
muzeme vidét, u vSech vzorkl byla tato podminka splnéna. Obsah popela se
pohyboval od 0,44 + 0,02 do 0,81 + 0,02 %, u smési Zelatiny druhé a tfeti frakce
bylo podle vzorce (6) vypocteno mnozstvi popela 0,937 + 0,016, resp. 1,08 + 0,02
%. I pres tyto vyssi ziskané hodnoty obsahu popela se jedna o velmi kvalitni
zelatiny, které lze aplikovat 1 ve farmaceutickém primyslu. DalSim dilezitym
ukazatelem kvality Zelatiny je pevnost Zelatinového gelu. U nékterych Zelatin byla
zjisténa pomérné nizka pevnost gelu (25 + 1 Bloom; exp. ¢. 7) a u nékterych zase
pomeérné vysoka pevnost gelu (439 + 6 Bloom; exp. €. 6). Primérné byla pevnost
gelu prvnich Zelatinovych frakci 241 + 4 Bloom, pevnost gelu smési druhych
a tfetich frakci byla 172 + 3, resp. 244 + 5 Bloom. U slepého pokusu (exp. €. 10)
nebyla naméfena Zadna pevnost gelu, jedna se o hydrolyzat, a proto na tomto
vzorku nebyly provedeny ani nasledné analyzy. Mezi dalsi zjistované parametry
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patfila viskozita, teplota tani a teplota tuhnuti a ¢irost. Dynamicka viskozita se
viskozity byla zjisténa u exp. €. 7 a naopak nejvyssi hodnota dynamické viskozity
u exp. €. 3 a 6. U smési zelatin druhé frakce byla viskozita 1,8+0,2 a u tieti frakce
2,2 £ 0,2 mPa-s. Teplota tuhnuti prvnich zelatinovych frakci byla primérmé 19 +
2 °C, nejvyssi naméfend hodnota byla 22 + 2 (exp. ¢. 3) a22 £ 1 °C (exp. €. 6)
a nejnizsi teplota tuhnuti byla zjisténa u exp. €. 7, a to 14 = 2 °C. U smési druhé
zelatinové frakce byla teplota tuhnuti 20 = 1 °C a u tieti frakce 17 £ 1 °C. Teplota
tani prvnich zelatinovych frakei byla primémé 32 + 1 °C, nejvysSi naméfena
hodnota byla 37 + 1 (exp. ¢. 3) a 37 £ 2 °C (exp. €. 6) a nejnizsi teplota tani byla
zjisténa u exp. €. 7, ato 28 £ 1 °C. U smési zelatin druhé frakce byla teplota 32 +
1 °C a u tieti frakce 33 + 1 °C. Cirost se pohybovala v intervalu od 0,880 + 0,020
do 2,059 + 0,008. Nejnizsi hodnota ¢irosti byla zjisténa u exp. ¢. 3 a naopak
nejvyssi hodnota Cirosti u exp. €. 7. U smési Zelatin druhé frakce byla ¢irost 1,946
+ 0,004 a u smési treti frakce byla ¢irost 1,760 + 0,090.

Tabulka 4.2 Rozpis experimentt s charakterizaci pripravenych kolagennich
produktli (obsah popela, pevnost gelu, viskozita, teplota tuhnuti a tani a Cirost)

EXp. Obsah Pevnost Viskozita Teplota} Tep’)ICJ,ta e
< o gelu | tubnuti | tani Cirost
¢. | popela (%) (Bloom) (mPa-s) °C) °C)

0,440+0,020 764 1,6+0,3 15+1 20+2 1,514+0,017

0,477+0,002 | 275+4 2,1+0,1 18+2 3342 1,007+0,004

0,510+0,020 | 409+6 3,4+0,3 2242 37+1 0,88040,020

0,533+0,007 82+3 1,7+0,2 16+1 29+1 1,523+0,005

0,539+0,007 | 356+4 2,1+0,2 21+2 34+1 1,171+£0,010

0,720+0,020 | 439+6 3,4+0,3 22+1 37£2 | 0,991+0,007

0,769+0,009 | 25+1 1,0+0,4 14+2 28+1 2,059+0,008

0,796+0,006 | 188+2 1,7+0,3 20+2 31+2 1,54440,007

0,810+0,020 | 322+7 2,1+0,2 21+1 33+1 1,059+0,015

0,360+0,020 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

0,937+0,016 | 172+3 1,8+0,2 201 32+1 1,946+0,004

L
SiE|IB|lo|lo|Njo|uo|sw|Nf-

1,080+0,020 | 24445 2,240,2 17+1 33+1 1,760+0,090

Na Obr. 4.2 (a) miuzeme pozorovat vrstveny graf vliva faktori A a B na
pevnost zelatinového gelu. Zde je patrny rast pevnosti gelu v Bloom s rostouci
teplotou extrakce, tedy pti 70,0 °C byly vyextrahovany kolagenni produkty
s pevnosti gelu vice nez 400 Bloom. Vliv enzymu na pevnost gelu mé tendenci
jak stoupat, tak klesat. Plati, ze pii mnozstvi enzymu 0,15 % byla pevnost gelu
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nejoptimalngjsi. Pokud zac¢neme mmnozstvi enzymu Protamex® pridavat nebo
ubirat dojde k poklesu pevnosti gelu. Tento jev mize byt zplisoben zkracenim
délky kolagenniho fetézce zelatiny a tim snizeni molekulové hmotnosti kolagenu
a zkraceni délky fetézce aminokyselin, coz ma za nasledek sniZeni pevnosti gelu.
Soucasné vyssi pevnost gelu souvisi s vysSim podilem zesitovanych slozek
fetézce o a P. VysSSi pevnost gelu mize byt zplsobena 1 piitomnosti
hydroxyprolinu v kolagenu, ktery zpiisobuje lepsi stabilitu vodikovych vazeb
mezi molekulami vody a volnymi hydroxylovymi skupinami AMK v Zelatinég.
Nejlepsi pevnosti gelu, 439+6 Bloom, bylo namécfeno pii nejvyssi extrakéni
teploté (70,0 °C) a stfednimu ptidavku enzymu Protamex® (0,15 %).

Na Obr. 4.2 (b) mizeme pozorovat vrstveny graf vlivii faktori A a B na
dynamickou viskozitu. Z grafu je patrné, Ze s rostoucim mnozstvi enzymu klesala
dynamicka viskozita, ale s rostouci extrakéni teplotou dynamické viskozita rostla.
Viskozita je pfimo umérnd pevnosti gelu, tedy ¢im je vyssi pevnost gelu, tim je
vy$si i viskozita, ktera je ovlivnéna molekulovou hmotnosti, délkou AMK ftetézce
a vy$§im podilem zesitovanych slozek fetézce o a B. Zelatina s nizkou viskozitou
se vyznacuje kirehkymi gely, zatimco Zelatina s vysokou viskozitou tvrdsimi gely.
Nizké viskozita zelatiny souvisi s nadmérnou a nezadouci hydrolyzou kolagenu.
Nejvyssi viskozita byla naméfena u exp. €. 3 a 6 (hodnoty byly stejné, ato 3,4 +
0,3 mPa.s) a v obou piipadech byla pevnost gelu vice jak 400 Bloom.
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Obr. 4.2: Vrstevnicové grafy viivit mnozstvi pridaného enzymu (%) a teploty extrakce
(°C); (a) na pevnost zelatinového gelu zelatiny prvni frakce, (b) na dynamickou
viskozitu zelatiny prvni frakce

4.2.2 Antioxidacni aktivita

V Tab. 4.3 jsou uvedeny vysledky vychytavanych volnych radikald
DPPH/ABTS pro jednotlivé koncentrace (2, 4, 6, 8 a 10 mg-ml™?) vzorki Zelatin.
Kufeci Zelatiny umoznuji efektivngj$i vychytavani volnych radikala za
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pritomnosti zbytkovych volnych NH; aminoskupin ve své struktuie, ¢imz vytvari
stabilngjsi makromolekulu s vy$§i pevnosti gelu a vyssi viskozitou. Cim vyssi %
vychytavani volnych radikdlt, tim lepSi antioxidacni aktivita. U antioxidacni
aktivity se predpokladd, ze s nizS$i pevnosti gelu, niz§i viskozitou a nizsi
molekulovou hmotnosti poroste mnozstvi vychytavanych volnych radikala a tim
1 antioxidacni aktivita. Obecné plati, ze s rostouci koncentraci roztoku (2-10
mg-ml™?) rostla i antioxida¢ni aktivita. Hodnoty vychytavanych volnych radikalt
u zelatinového roztoku o koncentraci 2 mg-ml*byly pro DPPH a ABTS primérné
71 £ 1, resp. 82 £ 1 %. Hodnoty vychytavanych volnych radikalt u Zelatinového
roztoku o koncentraci 4 mg-ml* byly pro DPPH a ABTS primémé 75 =+ 1, resp.
86 + 1 %. Hodnoty volnych radikald u roztoku o koncentraci 6 mg-ml™ byly pro
DPPH a ABTS priimérné 80 £ 1, resp. 90 = 1 %. Hodnoty vychytdvanych volnych
radikali u Zelatinového roztoku o koncentraci 8 mg-mlbyly pro DPPH a ABTS
prumérmné 84 £+ 1, resp. 92 £ 1 % a hodnoty vychytdvanych volnych radikali
u Zzelatinového roztoku o koncentraci 10 mg-ml? byly pro DPPH a ABTS
pramérné 87 £ 1, resp. 95 £ 1 %. Soucasné plati, ze s niz§i pevnosti gelu a nizsi
viskozitou byla antioxidac¢ni aktivita u jednotlivych vzorkl vyssi.

Tabulka 4.3 Hodnoty vychytavanych volnych radikalt pro DPPH/ABTS
u Zelatinovych roztoki o koncentracich 2, 4, 6, 8 a 10 mg-ml*!

DPPH (%) ABTS (%)

E)é(p. Koncentrace Zelatiny (mg-ml™)
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
1 72+1|176+1 | 82+1|85+2 | 87+£2 | 84+2 | 87+£2 | 91+2[93+1|97=+1
2 71+172+2 | 80+1|82+1| 87+1 | 83+2 | 85+1 |88+2[93+1|94=+1
3 71£2|76+£2[82+1|82+£2|8+1 | 80+1 |85+1|88+1]93+2]95+1
4 72+2 | 77+2 | 82+1|85+2 | 87+1 | 84+1 | 88+2|91+1]93+2|96=+1
5 69+1|76+1 | 77+2 [ 82+1 | 8+1 | 80+£2 |87+2]90+£2 |91+1]96+1
6 69+1|74+1|78+1|84+1 | 87+2 | 82+1 |84 +2]|91+£1[90+1]95+1
7 71+£1 [ 77+1[82+2|84+1] 87+1 | 84+2 | 88+1|90+1]93+2]95+1
8 721762 [79+2 | 84+1 | 87+2 | 82+1 |88 +£2[90+2[93+1]|95+2
9 70+£1 | 74+£2 | 77+1|84+1] 87+2 | 80+1 |86 +1|88+1]92+1]94+1
10 69+1|72+2 [ 82+1 |8 +1| 87+1 | 81+2 | 85+1|8+£2 |91+2]97+1
11 [ 7242|7341 |79+2 (851 86+1 | 84+2 |85+2|91+1|90+2|94+2
12 [ 7217241 |77+1 (851 86+1 | 81+1|87+1[89+2|93+2[95+1
xxtSD | 71+£1[75+1[80+1|[84+1] 87+1 | 82+1 [8+1]90+1|92+1|95+1
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4.2.3 Stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti

V Tab. 4.4 jsou uvedeny hodnoty molekulovych hmotnosti u jednotlivych
vzorka zelatin, vCetn¢ indexu polydisperzity (PDI). Hodnoty molekulové
hmotnosti maxima piku (Mp, kDa) jsou v intervalu od 17,5 (exp. ¢. 7) do 57.5
(exp. ¢. 6) kDa. Hodnoty hmotnostné primérné molekulové hmotnosti (My, kDa)
byly velmi odlisné. Pro vzorky ¢. 1, 4, 7 a 8 byly hodnoty >50,0 kDa a pro vzorky
¢. 2, 3,5, 6 a9 byly hodnoty <50,0 kDa. Nejvyssi My, 105,1 kDa byla namétena
Ciseln¢ pramérné molekulové hmotnosti (M., kDa) byly v intervalu od 5,3 (exp.
¢. 7) do 9,6 (exp. ¢. 6) kDa. Index polydisperzity vyjadiuje rozd¢leni
molekulovych hmotnosti v daném vzorku Zelatiny. Jedna se o neuniformitu
velikosti ¢astic a plati: D=1 monodisperzni systém a D>1 polydisperzni systém.
Z Tab. 4.4 je patrna polydisperzita vSech vzorkia zelatin. U vzorkt ¢. 3 a 6 byla
zjiSténa nejvyssi polydisperzita (primérné PDI=11,05 £+ 0,07), naopak u vzork
¢. I a7 (primérné PDI=4,50 + 0,14) byla zjiSténa nejnizsi polydisperzita. Tedy
u vzorku €. 3 a 6 byla vyss§i neuniformita velikosti ¢astic nez u vzorki ¢. 1 a 7.
Pro ostatni vzorky byla zjisténa PDI v intervalu od 5,1 do 9,0.

Tabulka 4.4 Hodnoty molekulovych hmotnosti u jednotlivych vzorkt Zelatin,
vcetné€ indexu polydisperzity (PDI)

Exp. & | M, (kDa) | Mw (kDa) | Mn(kDa) | PDI ()
1 18,4 245 5,6 4.4
2 41,0 65,1 8,3 7.9
3 44,1 94,9 8,6 11,1
4 18,8 30,5 6,0 5,1
5 19,2 57,3 6,4 9,0
6 57,5 105,1 9,6 11,0
7 17,5 24,4 5,3 4.6
8 18,7 45,8 7,0 6,5
9 38,7 74,0 8,3 8,9

V Tab. 4.5 je uvedeno jednotlivé procentudlni zastoupeni molekulovych
hmotnosti ve vzorcich zelatin rozd€lenych na tii zakladni typy fetézch
v kolagennich produktech: a, B a y—fetézce. Hodnoty M (%) reprezentuji hodnoty
molekulovych hmotnosti 0-80 kDa. Hodnoty M, (%) reprezentuji hodnoty
molekulovych hmotnosti 80—160 kDa, typické pro o—fetézce. Hodnoty Mg (%)
reprezentuji hodnoty molekulovych hmotnosti 160-250 kDa, typické pro -
fetézce. Hodnoty My (%) reprezentuji hodnoty molekulovych hmotnosti 250—-380
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kDa, typické pro y—fetézce a hodnoty My (%) reprezentuji hodnoty molekulovych
hmotnosti >380 kDa. U veskerych vzorki Zelatin byly nalezeny vSechny typickeé
fetézce; a, B a y—tetézce. Ve vzorcich jsou nejvice zastoupeny nizsi kolagenové
frakce o hodnotach 0—80 kDa s primérnym procentudlnim zastoupenim 65 + 5 %.
U vzorku ¢. 1, 2, 7 a9 bylo nalezeno >10 % a—ietézct, u vzorkt 3, 4, 5, 6 a 8 bylo
nalezeno <10 % a—fetdzctl. Zelatina &. 1 a 2 obsahovala nejvice p—etdzci (8,3,
resp. 8,2 %) a nejvice y—tetézcl bylo detekovano u Zelatiny €. 4 (8,4 %). Taktéz
u témeft vSech vzorkt zelatin (kromé vzorku €. 1) byly nalezeny kolagenové frakce
>380 kDa s primérnym procentudlnim zastoupenim 12 += 6 %. Molekulova
hmotnost a jeji distribuce je Caste€né ovlivnéna viskozitou a pevnosti gelu.
Nejnizsi viskozita 1 pevnost gelu byla zjiSténa u exp. ¢. 7 a nejvyssi viskozita,
véetné nejvyssi pevnosti gelu, byla zjisténa u vzorkd ¢. 3 a 6. VSechny typy
fetézcl a, P a y—fetézce, ovliviiuji kone¢nou vlastnost Zelatiny. Cim kvalitngjsi
fetézce, tim kvalitnéj$i uspotadani peptidi a tim kvalitnéjsi gel. Pokud chybi 3
nebo y—tetézce, popt. pokud jsou fetézce v zelatin€é obsazeny v malém mnozstvi,
je to dané vlivem hydrolyzy a Stépenim peptidovych vazeb. Vzorek ¢. 1,4,7 a 8
vykazuje niz§i molekulové hmotnosti. Pfi porovnani s viskozitou a pevnosti gelu
byla u téchto vzorki Zelatin zjisténa 1 niz8i pevnost gelu a niz$i viskozita. Tento
jev miize byt zplsoben vysS$i degradaci a a P—fetézch vlivem enzymatické
hydrolyzy. Zelatiny s nizkou molekulovou hmotnosti diky vlivu enzymatického
Stépeni jsou méné kvalitni na rozdil od Zzelatin €. 2, 3, 5, 6 a 9 s vySSi pevnosti
gelu, vyssi viskozitou 1 vys§i molekulovou hmotnosti.

Tabulka 4.5 Hodnoty molekulovych hmotnosti (%) u jednotlivych Zelatin

Exp. & | ML(%) | Ma(%) | Mp(%) | My(%) | Mu(%)
1 76,2 11,7 8,3 3,8 0,0
2 64,7 10,1 8,2 6,1 10,9
3 60,3 9,3 6,7 6,7 17,0
4 67,8 9,5 7,4 8,4 6,9
5 62,2 9,6 7,9 6,9 134
6 59,9 9,3 6,5 7,4 16,9
7 64,6 10,4 7,0 7,9 10,1
8 63,4 9,5 7,5 6,7 12,9
9 58,3 10,4 7,9 6,5 16,9
xtSD 65+5 10+1 7T+1 7+1 12+6
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4.2.4 Infracervena spektrofotometrie s Fourierovou transformaci

Obr. 4.3 (a) ukazuje FTIR spektra pro zelatiny 1 a 3 ve Srovnani s Zelatinou 2.
Obr. (b) ukazuje, ze nejvyssi absorbance byla zjisténa u zelatiny 6 ve srovnani
s zelatinou 4 a 5. Obr. (C) ukazuje, Ze nejvyssi absorbance byla zjisténa u Zelatiny
7 ve srovnani s Zelatinou 8 a 9. Pro Zelatiny 1, 2 a 3 byly vlno€ty niZ§i nez ty,
které jsou uvedeny v literatute [33,44]. Tento trend ukazuje, Ze ve vzorcich Zelatin
bylo pfitomno mén¢ aminoskupin, a to pravdépodobné souvisi s nizsi degradaci,
ke které dochdzelo béhem enzymatického S$tépeni. Pik Amidu B souvisi
s asymetrickym natahovanim —CH, skupiny. Naméfené hodnoty odpovidaji
hodnotam z literatury a plati, Ze hodnota amidového B péasma byla nizsi se
zvysujici se extrakéni teplotou; to naznacuje interakce mezi NHs+ skupiny
Vv peptidovém fetézci kolagenu. Rozsiteni C=0 spojené s CN protahovanim, CCN
deformaci a ohybanim NH v rovin¢ poskytuje vibra¢ni rezim Amid I. Pas je
typicky pro Sroubovicovou strukturu Zelatiny. VSechny naméfené hodnoty
souhlasi s literarnimi zpravami. Mezifazova kombinace prodlouzeni CN vazeb a
ohyb N-H peptidové skupiny uréuje Amid II. V porovnani s literarnimi
hodnotami jsou naméfen¢ hodnoty v pozadovaném intervalu. Pas Amid III
predstavuje prodlouzeni CN a N—H deformaci amidovych vazeb. Pokud jde o
charakteristické oblasti vibracnich piki, které byly nalezeny ve vzorcich zelatiny
4,5, 6, 7, 8 a 9, plati stejné zavéry [33,44]. V Tab. 4.6 mizeme pozorovat
jednotlivé vysledky FTIR oblasti piku pro kufeci Zelatiny. Jednotlivé hodnoty
vrcholovych oblasti piki Amid A, B a Amid I, II a III jsou velmi podobné a
srovnatelné s literarnimi zdroji [33,44]. Zelatiny z kufecich zaludkd jsou kvalitni
a vhodnou alternativou ke komeré¢né dostupnym zdrojiim kolagennich produkti.

Tabulka 4.6 Jednotlivé vysledky FTIR oblasti piku pro kufeci Zelatiny

, Exp. | VInocet | Exp. | VIinocet | EXp. | VInocet

Pik ¥ -1 ¥ -1 X -1
¢. (cm™) ¢. (cm™) ¢. (cm™)

1 3282 4 3289 7 3276

Amid A 2 3275 5 3272 8 326
3 3290 6 3277 9 3290

1 2937 4 2938 7 2936

Amid B 2 2933 5 2932 8 293
3 2927 6 2929 9 2925

1 1640 4 1636 7 1641

Amid | 2 1644 3} 1643 8 1645
3 1639 6 1637 9 1644
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, Exp. | VInocet | EXp. | VIinocet | EXp. | VInocet
Pik X -1 X -1 X -1
¢. (cm™) ¢. (cm™) ¢. (cm™)
1 1515 4 1515 7 1519
Amid Il 2 1517 5 1522 8 1525
3 1510 6 1517 9 1525
1 1241 4 1236 7 1245
Amid I 2 1240 5 1240 8 1242
3 1238 6 1238 9 1235
g 0.06 - Zelatina_1 g o.oc Zelatina_a
2 Zelatina_2 § Zelatina_5
< 004 Jelatina_3 < 004 Jelatina_6
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Obr. 4.3: Charakteristické FTIR spektra, (a) pro zZelatiny 1, 2 a 3, (b) pro Zelatiny 4, 5
a6, (c) pro zelatiny 7,8 a9

4.3. Aplikace kolagennich produkti

4.3.1 Stravitelnost kolagennich produkti

Na Obr. 4.4 jsou zobrazeny vysledky stravitelnosti Zelatin prvnich frakeci,
vcetné stravitelnosti hydrolyzatu a smési Zelatin druh¢ a tieti frakce. Nejprve se
provedlo opracovani v pepsinu, které simuluje proces traveni v zaludku. Provedlo
se opracovani jak po dobu 2 h, tak po dobu 4 h. JelikoZ u nékterych Zelatin nedoslo
k uplnému straveni, tak se ud¢lala dalsi analyza, a to opracovani jak v pepsinu
(simulace procesu traveni v zaludku po dobu 4 h), tak navazujici opracovani
v pankreatinu simulujici proces traveni ve stievé po dobu 24 h.
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Pii opracovani kolagennich produkti v pepsinu pii 2 h simulaci procesu
traveni v zaludku doslo u zelatin 4, 8 a 9 (a hydrolyzatu, exp. ¢. 10) ke 100,00%
traveni vzorku podle hodnot DMD neboli podle hodnot suSiny vzorku. AvsSak
podle hodnot OMD, tedy stravitelnosti organické hmoty, doslo ke 100,00%
traveni 1 u zelatin 1 a 2. Jelikoz tento prvni stupeil nezptsobil 100,00% traveni
u vSech zelatin, provedla se simulace s dvojnasobnou dobou opracovani, tedy po
dobu 4 h. Vysledkem jsou 100,00% hodnoty traveni podle DMD u vSech Zelatin
a hydrolyzath, kromé& Zelatiny 7. I smés Zelatin druhé frakce prestavuje 100,00%
traveni a u smési zelatiny tieti frakce byly hodnoty susiny vzorku 99,82%.
V tomto ptipad¢ jsou hodnoty OMD shodné s hodnotami DMD. Jelikoz i po 4 h
procesu nedoslo k uplnému traveni, provedla se simulace jak v Zaludku (po dobu
4 h), tak ve stieve (po dobu 24 h). Jedina Zelatina ¢. 7 nebyla 100,00 % travena
podle hodnot DMD, avSak pti pfepocitdni na organickou hmotu OMD doslo i
u této zelatiny ke 100,00% traveni. Je to ziejmé zplsobené tim, Ze ma Zelatina
pomérné vysokou molekulovou hmotnost. Celkové lze tedy fici, Ze Zelatiny
vyextrahované z dribezich zaludkl po pfedchozim opracovani v proteolytickém

enzymu jsou velmi kvalitni a pro organismus nezatézujici. Jejich stravitelnost je
100,00%.
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Obr. 4.4: Stravitelnost zelatin; () simulace procesu traveni po dobu 2 h, (b) simulace

procesu traveni po dobu 4 h, (¢) simulace procesu traveni po dobu 4 h a nasledné po
dobu 24 h
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4.3.2 Mikrobiologické vlastnosti

V Tab. 4.7 jsou uvedeny jednotlivé vzorky zelatin a v nich zjisténé
mikroorganismy; jsou uvedeny hodnoty bakterii >1700, protoZe hodnoty bakterii
<1700 jsou klasifikovany jako nespolehliva identifikace. Hodnota identifikace
2300-3000 znamena vysoce pravdépodobnou druhovou identifikaci. Hodnota
identifikace  2000-2299 znamena bezpecnou rodovou identifikaci,
pravdépodobnou druhovou identifikaci a hodnota identifikace 1700-1999
znamena pravdépodobnou identifikaci rodu.

Tabulka 4.7 Zjisténé mikroorganismy ve vzorcich Zelatin v¢etné hodnoty

skore identifikace k danému mikroorganismu

E)é(p. Mikroorganismus | Skére E)cv<p. Mikroorganismus | Skére
1 Brevibacillus agri 1997 7 Bacillus cereus 2239
Bacillus cereus 1755 Aci. radioresistens 1758
Brevibacillus agri | 1995 8 Aci. baumannii 2359
2 Bacillus cereus 2265 9 Aci. baumannii 2121
Bacillus flexus 2093 Brevibacillus agri 2012
3 Aci. radioresistens | 2431 Pseu. oryzihabitans | 1729
Aci. baumannii 2004 10 Bacillus flexus 2114
Enteroco. faecium | 2065 Aci. baumannii 2347

4 Bacillus flexus 1835 . .
Brevibacillus agri 1708 Ralst(_)nla pickettii 2265
_ 3 11 B’_acnlgs cereus 2463
Aci. baumannii 2071 Aci. radioresistens 2144
5 Staphy. hominis 1801 Aci. baumannii 2232
Bacillus cereus 2106 12 Aci. radioresistens 2352
6 - - Aci. baumannii 2482

V Zzadném vzorku nebyly detekovany bakterie Salmonella, Listeria
monocytogenes ani Escherichia coli. Ve vzorku ¢. 4 byla detekovana jina
koliformni bakterie rodu Enterococcus, a to konkrétné Enterococcus faecium.
Také nebyl v zadném vzorku zelatiny detekovan Staphylococcus aureus, ale ve
vzorku ¢. 5 byla nalezena bakterie ze stejného rodu Staphylococcus, S. hominis.
Bakterie Bacillus cereus byla nejvice zastoupena, byla nalezena ve vzorcich €. 1,
2,5,7all. Ve vzorku ¢. 1 byla navic detekovana bakterie Brevibacillus agri. Ve
vzorku ¢. 2 bakterie Brevibacillus agri a Bacillus flexus. Ve vzorku ¢. 3 byly
nalezeny dva typy bakterii Acinetobacter: radioresistens a baumannii. Ve vzorku

39



¢. 4 byly nalezeny dalsi dvé bakterie Bacillus flexus a Brevibacillus agri. Vzorek
¢. 5 krom¢& Staphylococcus hominis a Bacillus cereus obsahoval navic
Acinetobacter baumannii. Ve vzorku €. 6 nebyly nalezeny zadné mikroorganismy
s hodnotou >1700. Acinetobacter radioresistens byla bakterie nalezena ve vzorku
¢. 7. Ve vzorcich ¢. 8 a 9 byly nalezeny bakterie Acinetobacter baumannii, navic
ve vzorku ¢. 9 byla bakterie Brevibacillus agri. Vzorky ¢. 10, 11 a 12 byly nejvice
kontaminovany bakteriemi Pseudomonas oryzihabitans, Bacillus flexus,
Acinetobacter baumannii, Ralstonia pickettii, Bacillus cereus a Acinetobacter
radioresistens. Kvasinky a plisn€ nebyly detekovany. Doslo k ¢aste¢nému naristu
na pudach, hodnoty kvasinek a plisni byly <1700, tedy v hodnotach nespolehlivé
identifikace.

4.3.3 Testovani gelové kosmetické formulace

Hydratace a TEWL

Z0Obr. 45 (a) vyplyva, ze pii dlouhodobé aplikaci se zlepSuje hydratace
pokozky jak na pravém, tak levém spanku. Hodnoty hydratace pifed aplikaci
kosmetické gelové formulace s kufecim kolagennim hydrolyzatem (0. tyden)
vypovidaji o normalni kondici pokozky na za¢atku experimentu. Z uvedenych dat
vyplyva, Ze hodnoty hydratace pokozky v periorbitalni oblasti vzrostly na pravém
spanku z 54 + 8 k.j. na 61 + 19 k.j. a na levém spanku z 53 + 12 k.j. na 60 + 19
K.J. Z dat také vyplyva, ze doslo k celkovému zlepSeni stavu pokozky o 11,82 %,
resp. 0 9,45 %. Bylo tedy prokazano, ze pti interakci kosmetického produktu
s povrchem kuize se mize hydratace pokozky zvysit.

ZObr. 45 (b) vyplyva, Ze pii dlouhodobé aplikaci kosmetické gelové
formulace se zlepSuji bariérové vlastnosti pokozky v periorbitalni oblasti, tedy
sniZuje se propustnost vody pres pokozku, z ¢ehoz vyplyva, Ze kuteci kolagenni
hydrolyzat mé pozitivni t€inek nejen na hydrataci, ale také na TEWL. Stejné jako
u hydratace, tak u TEWL plati, Ze ¢im delsi je plasobeni kosmetické gelové
formulace po aplikaci, tim ubytek vody klesa. Zpocatku, tedy 0. tyden, byl zméten
TEWL pied aplikaci kosmetické gelové formulace s kufecim kolagennim
hydrolyzatem. Podle stupnice mély vSechny dobrovolnice normalni stav pokozky,
nebot’ primérné hodnoty TEWL byly 17,2 + 0,6 a 16,3 = 0,6 g'm?2-h? (pravy
a levy spanek). Ve 4., ale i v 8. tydnu dochazelo k dalsimu poklesu hodnot TEWL,
tedy ke zlepSeni bariérovych funkci pokozky, a to 0 9,8 % a 25,7 % na pravém
spanku a 0 5,0 % a 17,8 % na levém spanku.
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Obr. 4.5: Stav pokozky u souboru dobrovolnic v periorbitdlni oblasti; (a) hodnoty
hydratace pokozky; (b) hodnoty TEWL

Elasticita pokozky a mnoZstvi vrasek

Elasticita pokozky uvadi primérné hodnoty rezonancnich casti (RRT) se
smérodatnymi odchylkami v jednotlivych thlech otoc¢eni sondy pro pravou, resp.
pro levou oblast spanku. Nejprve bylo v 0. tydnu provedeno pocatecni méteni
pred aplikaci kolagenu a nasledn¢ byla provedena kontrola méteni po pravidelné
aplikaci (rdno a vecer) ve 4. a 8. tydnu. U vSech uhli otoceni doSlo zaznamenan
pokles RRT (85 %), coz se projevilo zvySenim elasticity pokozky. Nejefektivnéjsi
sniZeni elasticity se projevilo ve sméru otoc¢eni sondy o 120° a 150°. Pti thlu 120°
doslo ke snizeni primérnych RRT (prava a leva spankova oblast) z 323 = 60 a.j.
na 179 + 30 a.j. ve 4. tydnu méfeni. Pii uhlu 150° doslo ke snizeni primérnych
RRT v periorbitalni oblasti z 354 + 45 a.j. na 196 + 40 a.j. (4. tyden).

U redukce mnozstvi vrasek v 0., 4. a 8. tydnu aplikace kosmetické gelové
formulace s kufecim kolagennim hydrolyzatem bylo prokézano, ze s rostouci
dobou aplikace byl evidovan pokles vrasek 0 3,4 % na pravé stran¢ a 0 2,5 % na
levé stran¢ sledované oblasti. Hodnoty poklesly z 15,6 = 0,3 na 12,2 + 0,1 %
(prava o¢ni oblast) a z 15,2+ 0,3 na 12,7 + 0,2 % (leva o¢ni oblast). Pti pravidelné
aplikaci matrice s kutfecim kolagennim hydrolyzatem lze ocekavat redukci
mnozstvi vrasek v periorbitalni oblasti. Ovéfovany anti-aging t¢inek reprezentuje
vizualizace povrchu pokozky viz Obr. 4.6 u dobrovolnice ve véku 50 let, tbytek
z 17,7 % na 16,6 % byl zaznamendn na obou spancich.
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(a) (b)
Obr. 4.6: Vizualizace redukce vrasek, zena 50 let; (a) pred aplikaci gelové kosmetické
formulace, (b) po S8tydenni aplikaci gelové kosmeticke formulace

Reliéf pokoZky

Vlivem aplikace kosmetické gelové formulace s kufecim kolagennim
hydrolyzatem doSlo ke zméndm kozniho reliéfu. Primérné hodnoty vypoctené
z hodnot pravé a levé spankové oblasti jsou nasledujici; parametr drsnosti R1
(vzdalenost mezi nejvysSsi a nejnizs$i hodnotou relié¢fu vrasek) klesl o 38,0 %,
parametr drsnosti R2 (maximalni parametr) poklesl o 42,5 %, parametr drsnosti
R3 (primérna drsnost) se snizil 0 38,5 %, parametr drsnosti R4 (hloubka drsnosti)
pokles 0 34,0 % a parametr drsnosti R5 (aritmeticky primér drsnosti) pokles
0 38,5 %. Primérna redukce vrasek neboli primérmny pokles vSech parametri
drsnosti byl na pravé strané€ 35,4 % a na levé stran¢ 41,2 %. Pro pokles parametri
drsnosti plati predpoklad R1 > R2 > R3 > R4 > RS5. Nejprikaznéjsi zmény
Nejintenzivnéj§i zmény reliéfu jak na pravém, tak levém spanku byly
vyhodnoceny u parametru R1 a R2. U parametru R1 doslo k poklesu jak na
pravém, tak levém spanku z 0,209 + 0,023 na 0,130 = 0,012 mm; u R2 na pravém
i levém spanku klesly hodnoty z 0,162 + 0,015 na 0,131 + 0,013 mm. Parametr
drsnosti R3 byl monitorovan se zménou z 0,115 = 0,010 mm na 0,071 £ 0,006
mm. U parametru R4 doslo k primérnému poklesu z 0,087 + 0,005 mm na 0,057
+ 0,006 mm (prava i leva oblast). U parametru R5 doslo k poklesu z 0,032 = 0,006
mm na 0,020 + 0,004 mm.

Na Obr. 4.7 je prezentovano srovnani zhotovenych replik snimaného kozniho
povrchu pted aplikaci a po osmitydenni aplikaci kosmetické gelové formulace na
pokozku u dobrovolnice ve véku 50 let. Redukce vrasek je patrnd zmenSenim az
eliminaci prohlubni a zaroven viditelnym dosazenim hladSiho povrchu pokozky
diky odlisné propustnosti svétla silikonovym materidlem repliky. Stejné repliky
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byly ptevedeny softwarovym algoritmem na 3D vizualizaci (viz Obr. 4.8) u stejné
dobrovolnice.

(@) (b)

Obr. 4.7: Porovnani 2D snimkut kozniho povrchu, Zena 50 let; (a) pred aplikaci gelove
kosmetickeé formulace, (b) po S8tydenni aplikaci gelove kosmeticke formulace

(a) (b)
Obr. 4.8: Porovnani 3D snimku kozniho povrchu, Zena 50 let; (a) pred aplikaci gelove
kosmetickeé formulace, (b) po Stydenni aplikaci gelove kosmeticke formulace
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5. PRINOS DISERTACNI PRACE PRO PRAXI

Resenim rostouci poptavky po Zelatinich a sou¢asné v ramci konceptu
cirkularni ekonomiky je nabidnout dalSi alternativni surovinovy zdroj dribezi
kolagen. Vytézek Zelatiny byl v ramci studie prumérné 63 + 4 %. Pevnost gelu
(Bloom hodnota) se pohybovala od 25 = 1 do 439 + 6 Bloom. Obsah popelovin
byl od 0,44 + 0,02 do 0,81 = 0,02 % a teplota tani zelatinového gelu byla primérné
32 + 3 °C. Na zéklad¢é srovnani ucinnosti extrakce, pevnosti gelu, teploty tani a
obsahu popelovin je pro vyrobu potravinaiské zelatiny z kufecich zaludku
nejvhodnéjsi pouziti 0,10 % enzymu pii extrakéni teploté 62,5 °C. Zelatina by
mohla nalézt uplatnéni na vyrobu tradi¢nich cukrovinek, na vyrobu aspiki,
mlécnych vyrobkii a na fadu dalSich aplikaci. Nésledné na zdklad€ srovnani
ucinnosti extrakce, pevnosti gelu, teploty gelovaténi a obsahu popelovin je pro
vyrobu farmaceutické Zelatiny nejoptimalnéjsi pouzit 0,10 % enzymu s teplotou
extrakce 70,0 °C. Takto pripravena zelatina by se mohla pouzit na vyrobu tvrdych
zelatinovych kapsli, mékkych Zelatinovych tobolek nebo kolagennich film, ktere
Ize pouzit jako popaleninové kryti.

Pti porovnani jednotlivych vzorki Zelatin byla naméfena antioxida¢ni aktivita
pro vzorky DPPH vice nez 71 % a pro vzorky ABTS vice nez 82 %. Biomolekuly
se silnymi antioxidacnimi vlastnostmi mohou byt Siroce vyuzity napft.
v kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Zde muze byt kolagen pouzit ve
vyzkumu matric proti starnuti, ve vyvoji novych 1é¢iv, hemostatickych ¢inidel a
na vyrobu obalovych a povlakovych materidli. Vyhoda vysSi antioxidacni
aktivity umoziiuje aplikaci Zelatiny z kufecich zaludkii na jedlé obaly a povlaky.
Pfi porovnani jednotlivych vzorki Zelatin a molekulové hmotnosti bylo zjiSténo,
ze u vzorkli o niz§i pevnosti gelu a nizs§i viskozité byla stanovena i1 nizsi
molekulovd hmotnost. Soucasné bylo prokazano, ze kufeci Zelatiny obsahuji
typické a, B a y tetézce. FTIR spektroskopie potvrdila vSechny charakteristické
vrcholové oblasti: Amid A a B, Amid I, II a III, které jsou typické pro Zelatiny.
Soucasné v§echny vrcholové piky byly v charakteristickych vibra¢nich oblastech.
FTIR spektroskopie potvrdila, Ze kufeci Zelatiny jsou velmi kvalitni kolagenni
produkty.

Obecné plati a je dtlezité brat v potaz, ze permeacéni schopnost latek zavisi na
ruznych faktorech, jakymi jsou jejich fyzikdlné—chemické vlastnosti, molekulova
hmotnost, ¢asovy rozsah permeace, integrita, tloustka kize, kozni metabolismus,
misto, doba aplikace a mnoZstvi pouzit¢ kosmetick¢ formulace. Zpracovani
kutecich vedlejSich produktd na kolagenni hydrolyzat s aplikaci v kosmetickém
primyslu na vyrobu kosmetickych matric doposud zadna literatura nezminuje.
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Vyhodou zpracovani nevyuzitych dribezich odpadt na kolagenni hydrolyzat je
dan potfebou zpracovani téchto vedlejSich surovin z hlediska udrzitelnosti.
Biotechnologicky proces zpracovani kutecich zaludkl ptedstavuje ekologickou a
ekonomickou valorizaci vychozi suroviny na kolagenni hydrolyzat s pozitivnimi
ucinky na pokozku.

Kufteci Zelatiny jsou vhodné témeét pro vSechny pramyslové zpracovatelské
technologie. V potravinaiském primyslu se kufeci Zelatina pouziva k vyrobé
vyrobkli pomoci technologie odlévani/liti (gumové bonbdny, aspiky), extruze
(marshmallow, pénové bonbony) a povlakovani/vstiikovani (ovoce, zelenina,
maso). Ve farmaceutickém primyslu mize byt kuieci zelatina pouzivana k vyrobé
davkovacich matric pomoci technologie méaceni (tvrdé nebo mékké zelatinové
kapsle a tobolky), vytlacovani (mékké zelatinové kapsle) ¢i povlakovani a
vstiikovani (tablety). Soucasné¢ Ize kufeci zelatiny zpracovavat metodou
zvlakiovani a vyuzit je pro vyrobu bioinkoustil do 3D tiskaren.

V praci byl prokdazan vysoky potencial dosazeni podpory cirkularni
ekonomiky, kdy optimalizovanou kombinaci technologickych podminek lze
ziskat z kutecich Zaludk, jakozto vedlejSich ZivociSnych odpadi z driibeZaren,
vysoce kvalitni kolagenni produkty v podobé¢ Zelatin a hydrolyzatt, které mohou
nalézt Siroké uplatnéni téméf ve vSech primyslovych odvétvich. Pevnost gelu a
viskozita jednoznaéné ovlivituji kvalitu Zelatiny a jsou pfedurcujicim faktorem
pro jeji aplikace. Zelatiny s pevnosti gelu >350 Bloom jsou vhodné k aplikacim
ve farmaceutickém a medicinském primyslu, Zelatiny s pevnosti gelu 100-350
Bloom v potravinaifském primyslu a Zelatiny s pevnosti gelu <100 Bloom pro
technické aplikace. Niz8i molekulova hmotnost je zplsobena vyssi degradaci
fetézcl v kolagenu vlivem enzymatické hydrolyzy.
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ZAVER

Disertacni prace se zabyva biotechnologickym procesem zpracovani kufecich
zaludki na kolagenni produkty; Zelatiny a hydrolyzaty. Vychozi surovina byla
opracovavana proteolytickym enzymem z druhu mikrobidlnich endoproteaz.
Hlavnim cilem prace bylo ovéfit procesni podminky ptipravy zZelatiny a sledovat
vliv vybranych procesnich parametrii na maximalni vytéZnost. Byly sledovany
predem vybrané procesni faktory na celkovou t¢innost a kvalitu vyextrahovanych
zelatin; mnozstvi pfidaného enzymu a teplota extrakce pii konstantni dobé¢
extrakce a dobé enzymového opracovani. Pripravily se modelové vzorky zelatin,
byla charakterizovana pevnost Zelatinového gelu a stanoven obsah popelovin,
teplota tani a tuhnuti, dynamicka viskozita a ¢irost a byly ovéfeny mozné aplikace
kolagennich produktt v kosmetickém primyslu. Néasledné byly vzorky zkoumany
na molekularni Grovni pomoci antioxidacni aktivity, byla stanovena distribuce
molekulovych hmotnosti, infracervena spektrofotometrie S Fourierovou
transformaci (FTIR), mikrobiologické sloZzeni a stravitelnost jednotlivych
kolagenovych frakei.

Studie je velmi inovativni, nebot’ vhodnymi technologickymi parametry lze
vyextrahovat velmi kvalitni dribezi Zelatiny. Zelatiny a hydrolyzaty p¥ipravené z
kutecich zaludka Ize vyuzit v riznych odvétvich priimyslu pomoci béznych
technologii zpracovani. Proces zpracovani kufecich odpadi valorizuje vychozi
surovinu a soucasné¢ napliuje podminky a parametry cirkularni ekonomiky pro
vyuziti vedlejSich produkti z jatek. Proces pfipravy kolagennich produktu je
navic ekologicky, a dokonce i ekonomicky vyhodny, a je tedy vhodnou
alternativou k tradi¢ni kyselé a zasadité extrakci z komercnich zdroja.
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