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ABSTRAKT

V Evropské unii (EU) se rocné vyprodukuje asi pét tun tkéni z dribezich vedlejsich produkti.
Pro sviij vysoky obsah kolagenu pfedstavuji vyznamny surovinovy zdroj pro vyrobu Zelatiny.
Cilem prace byla biotechnologicka ptiprava Zelatiny z kachnich zaludkt. Byl sledovan vliv
vybranych procesnich faktort na vytéznost zelatiny, pevnost gelu, viskozitu, bodu tani a teploty
tuhnuti. Byl pouzit dvouroviiovy faktorovy design experimentd se tfemi proménnymi
procesnimi faktory (pfidavek enzymu, doba plisobeni enzymu a doba extrakce zelatiny). Po
rozemleti a oddéleni rozpustnych proteinti a tuku byla vyc€iSténa surovina zpracovana inovativni
biotechnologickou metodou zalozenou na upravé kolagenu mikrobidlni endoproteinazou
(Protamex) a extrakci horkou vodou, ktera umoziuje tidit proces chemické a tepelné denaturace
kolagenu pro pfipravu zelatiny. Vhodnou volbou procesnich podminek Ize pfipravit zelatinu s
vysokou pevnosti gelu (180-290 Bloom) a viskozitou 2,5-3,9 mPa-s. Uéinnost extrakce byla
40-58 %. Prezentovana technologie je inovativni pfedev§im enzymatickym zpracovanim
vychozi suroviny, které je pro vyrobce ekonomicky, technologicky i ekologicky vyhodné.
Kachni zelatiny jsou vhodnou alternativou k Zelatindm vyrobenym ze savct nebo ryb a lze je

pouzit v mnoha potravinaiskych, farmaceutickych a biomedicinskych aplikacich.

Kli¢ovéa slova: Kachni zaludky, kolagen, Zelatina, extrakce, enzym, procesni podminky,

faktorové pokusy



ABSTRACT

In the European Union (EU), about five tons of poultry by-product tissues are produced
annually. Due to their high collagen content, they represent an important raw material source
for gelatine production. The aim of this paper was the biotechnological preparation of gelatin
from duck gizzards. The effect of selected process factors on gelatin yield, gel strength,
viscosity, melting point, and freezing point was investigated. A three-level factorial design of
experiments with three process factor variables (enzyme addition, enzyme exposure time, and
gelatin extraction time) was used. After grinding and separation of soluble proteins and fat, the
purified raw material was processed by an innovative biotechnological method based on
collagen treatment with microbial endoproteinase (Protamex) and hot water extraction, which
allows the control of the process of chemical and thermal denaturation of collagen for gelatin
preparation. By appropriate choice of process conditions, gelatin with high gel strength (180-
290 Bloom) and viscosity of 2.5-3.9 mPa-s can be prepared. The extraction efficiency was 40-
58 %. The presented technology is innovative, especially by enzymatic treatment of the starting
material, which is economically, technologically, and ecologically advantageous for the
producer. Duck gelatins are a suitable alternative to gelatins produced from mammals or fish

and can be used in many food, pharmaceutical, and biomedical applications.

Keywords: Duck gizzards, collagen, gelatin, extraction, enzyme, process conditions, design of

experiments
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UvoD
Tato diplomova prace predstavuje komplexni studii zaméfenou na zpracovani drabezich tkani
pro produkci kolagennich vyrobkul, zejména hydrolyzati v podobé Zelatin. V dobé¢ rostouci

vvvvv

pfinos do oblasti biopolymerti, potravinaistvi, kosmetiky a lékafstvi. Kolagen, jakozto
nejhojnéjsi bilkovina v lidském téle, ma zasadni vyznam pro zachovani zdravé pokozky,
kloubti, vazii a kosti. Dtraz je kladen na kachni a drtibezi kolagen, které jsou pfedmétem této

prace diky jejich vysoké biologické hodnoté a Sirokému spektru aplikaci.

V tvodni ¢asti prace jsou poskytnuty zakladni informace o procesu zpracovani driibeze a jejich
vedlejSich produktil, které predstavuji potencialni zdroj pro ziskavani kolagenu. Soucasti této
sekce je 1 rozbor spotieby a slozeni dribeziho masa, kategorizace vedlejSich ZivociSnych
produktti a jejich vyuziti, coz klade diiraz na zelatinu jako jeden z hlavnich produktl zpracovani

kolagenu, coz je zaklad pro pochopeni jeho vyznamu a moznosti aplikace.

V teoretické Casti se prace dale zamétuje na slozeni kolagenu a popisuje riizné typy kolagenu,
které se vyskytuji v tkanich. Zvlastni pozornost je vénovdna moznostem vyuziti vedlejSich
driibezich produktl, coz je kli€ové pro navrzeni udrzitelnych technologickych postupii

zpracovani.

Prakticka Cast prace obsahuje experimentalni metodiku postupného vymyvéani a odtuénéni
kachnich tkani, které jsou bohaté na kolagen. Nasleduje ptiprava Zelatin a hydrolyzati, jejichz
charakteristika a analyza jsou zasadni pro stanoveni optimalnich procesnich podminek. Cilem
je dosdhnout maximalniho stupné konverse suroviny na zelatinu nebo hydrolyzat a ziskat
zelatinu s optimalnimi a kvalitnimi vlastnostmi, a zaroven optimalizovat vyuziti odpadnich
materiall z driibeZiho primyslu. Vysledky prace jsou analyzovany pomoci analytickych metod
a softwarovych néstrojl, coZ umozituje komplexni hodnoceni kvality a vlastnosti pfipravenych
kolagennich produkti. Diskuse a zavér prace reflektuji piinosy novych poznatkli pro védu i

praxi, pticemz se klade dliraz na potencialni aplikace v potravinaistvi, kosmetice a 1ékafstvi.

Celkové tato diplomovéa prace nabizi uceleny pohled na zpracovani driibezich tkéni na

kolagenni produkty, pfindsi nové technologické postupy a rozsifuje moznosti jejich vyuziti.
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I. TEORETICKA CAST
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1.1 Zpracovani driibeze

Proces zpracovani dribeze lze rozdélit do Ctyf zdkladnich fazi: sbér, nakladdka, preprava a
nasledna vykladka az po porazku. Tyto kroky, pfestoze probihaji v relativné kratkém casovém
ramci a skryvaji urCité vyzvy, které mohou cely proces komplikovat. Klicovym aspektem, ktery
vyzaduje zvlastni pozornost, je produkce stresovych hormonti u zvitat béhem téchto fazi. Tato
hormonalni reakce miiZze negativné ovlivnit jak strukturu bilkovin, tak kvalitu vysledného masa,
coz ma piimy dopad na vlastnosti a kvalitu extrahovaného kolagenu, a tedy i na piipravu
zelatiny. Spravné fizeni a minimalizace stresu u dribeze jsou proto nezbytné pro zajisténi

vysoké kvality surovin pro néslednou vyrobu kolagennich produkti.
1.1.1 Sbér

Sbér a transport velkého poctu ptdklt z farmy do zpracovatelského zdvodu ptedstavuje
logistickou vyzvu, ktera vyzaduje peclivé planovani a zajisténi adekvatnich zivotnich podminek
pro zvitata. Moderni chovné haly mohou pojmout az 30 000 brojlerti v zavislosti na velikosti
ptaki a hustoté osazeni. Ptaci jsou chovani na podestylkach z rostlinnych materiali. Brojleti
jsou uvadeéni na trh ve véku 6 az 8 tydntl s Zivou hmotnosti 2,0 az 4,5 kg, zatimco krity jsou

prodavany ve veéku 13 az 23 tydnt s Zivou hmotnosti 5,0 az 20,0 kg.

Ptiprava stdje pfed odchodem ptakt zahrnuje odstranéni napéjecich a krmnych zafizeni, ktera
jsou zavéSena na strop¢, aby se usnadnila manipulace s ptaky. Spravné nacasovani odbéru
krmiva je klicové pro zajisténi optimalni kvality a hmotnosti ptak pfi jejich piijeti do zdvodu.
Ptili§ mnoho krmiva v travicim systému muize vést ke kontaminaci béhem zpracovani, zatimco
ptili§ dlouhé obdobi bez krmiva muze oslabit vystelku stfeva a zpusobit jeji protrzeni béhem
porazky. U brojleri se obvykle odstavuje krmivo na dobu 8-12 hodin. Ptaci jsou ¢asto nakladani
v noci nebo pii zhasnutych svétlech ve stdji, coz pomah4 minimalizovat jejich stres a uklidnit

je pted transportem. [1]
1.1.1.1 Metody sbéru

Manualni sbér dribeze — je béznou praxi po celém svété, pfiCemz ptaci jsou ruc¢né chyceni a
nasledn¢ umist'ovani do kleci nebo transportnich modulti. Idedlnim zptisobem, jak zachovat
dobré zivotni podminky zvifat, by bylo chytani ptakli po stranich, coz by ale vzhledem k

potiebné rychlosti odchytu nebylo komeréné proveditelné. Proto jsou brojlefi obvykle chytani



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

za nohy na podestylkach, aby se dosahlo pozadované rychlosti odchytu. V rozsahlejSich
chovnych halédch jsou k tomu ¢innosti nasazeny tymy 7 az 10 pracovnikd, ktefi jsou schopni za
hodinu umistit do kleci 7 000 az 10 000 ptakii. Vzhledem k tomu, ze kazdy lapa¢ mlze za
hodinu odchytit alespon 1 000 brojlert s primérnou hmotnosti 2-3 kg, muze kazdy pracovnik

béhem smény zvednout celkem 6 az 16 tun brojlerd.

Mechanicky sbér driibeze — predstavuje oblast, ve které se doposud vyuziva jen minimalni
mechanizace, ale postupné se tento stav méni s rostoucim zavadénim automatizacnich

technologii.

Prvnim vyuzivanym mechanismem je vyuzivan systém s dvojitym dopravnim pasem, ktery je
soucasti nakladaciho zatfizeni montovaného na traktoru. Toto zafizeni efektivné shromazduje
ptaky na jednom misté a posouva je smérem k systému skladanych piepravek. Spodni pas se
postupné priblizuje k ptakiim a pomalu se posouva do stfedu, kde druhy naklonény pas ptaky

zvedne a pfesune do prepravek. Tento systém dokdze nalozit az 10 000 ptaka za hodinu.

Druhym mechanismem je sbéraci systém s pryzovymi valci. Sklada se z n€kolika mekkych,
dlouhych protibéznych valci s pryzovymi prsty, které sméruji ptaky na dopravni pas. Ptak je
uchycen pomoci gumovych valecki, které jsou dostateéné pevné, aby ptaci nemohli uniknout,
ale soucasné dostatecné mékkeé, aby se zabranilo zranénim. Ptaci jsou ndsledné pfemisténi na
naklonény teleskopicky dopravni pas s maximalnim dosahem 24 metr, ktery ptaky
transportuje do kleci umisténych v zadni Casti stroje. Stroj je navrzen tak, aby zvladl 8 000 az
12 000 brojleri za hodinu a vyZadoval posadku ¢ty lidi. Podobné jako u ostatnich metod
odchytu, 1 tato operace se provadi v noci nebo pfi slabém osvétleni, cozZ minimalizuje pohyb a

stres ptaka. [1]
1.1.2 Transport

Preprava Zivého ptactva z farmy do zpracovatelského zavodu je sice ve srovnani s celkovou
vegetacni dobou relativné rychld, avSak tento proces piindsi n€kolik uskali. Ptaci musi byt
shromazd’ovani, nakladani, prepravovani a vykladani v novém a neznadmém prostredi, coz mize
zpusobit zvySeny stres. Snizeni stresu béhem piepravy je klicové pro zajisténi dobrych
podminek pro zvifata a zachovani kvality masa. Nedostate¢na kontrola téchto faktorii mize
vést ke snizeni kvality masa. Vzhledem k obrovskému mnozstvi driibeze, ktera je kazdorocné

prepravovana do zpracovatelskych zavodi (vice nez 4 miliardy brojlerti v Evropé€), se jedné o
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klicovy logisticky problém. Driibez z velkochovi roztrouSenych po celé zemi musi byt
prevezena do zavodu, coz obvykle trva od 1 do 5 hodin. Odstranéni krmiva a sbér ptakt pied
prepravou muze zpusobovat fyziologicky stres, a je dokdzano, ze s rostouci délkou prepravy se

zvysuje 1 umrtnost jedincti.

Transport dribeze je typicky provadén v klecich, pfi¢emz se komercné vyuzivaji tfi hlavni typy.
Nejstarsim typem jsou volné ptepravky s krytem, které byly ptivodné vyrobené z dieva, pozdéji
z kovového dratu a dnes jsou vyrabéné z plastu. Tyto pfepravky jsou nabizeny v ruznych
velikostech. Ptaci jsou umistovani do pfepravek otvorem v horni c¢asti, ktery musi byt
dostatecné velky, aby nedoslo k jejich zranéni. Tento systém umoziuje flexibilitu pti nakladani

a nizké naklady na vybaveni, avSak vyzaduje vice rucni prace nez jiné systémy.

Druhym typem jsou pevné piepravky, které jsou integralni soucasti nakladnich a vozidel a tvoti
nedilnou soucast piivést. Ptaci jsou pfemisténi do vozidla ruéné nebo pomoci mechanického
nakladace. Prepravky v kamionu jsou typicky rozdéleny do dvou skupin, pfi¢emz kazda z nich

pokryva polovinu Sitky vozidla. [1]

Tretim typem a dnes nejvice mechanizovanym systémem na trhu je velky, pohyblivy a
modularni systém zasuvek/ptepravek, ktery se spoléhd na velké kontejnery a vyzaduje
mechanickou manipulaci jak mimo vozik, tak 1 na voziku. Tento systém ptedstavuje
vyznamnou zménu oproti systémim malych a pevnych prepravek a zaméfuje se na mechanizaci

a zvySeni komfortu pro jednotlivce.[24]
1.1.3 Vykladka

Ptéci pfijizdi do zavodl nakladnimi auty v bednach nebo klecich. Pred zac¢atkem procesu se
ptaci hromadné vazi bud’ na nakladnim automobilu pfi pfijezdu do zpracovatelského zavodu,
nebo v klecich, kdyz jsou vyloZeni. Ziskana hodnota Zivé hmotnosti je uréena pro vypocet
platby péstiteli. [1] Bez ohledu na to, jak pecliveé jsou provadény Cinnosti spojené s odchytem
a ptrepravou, tak zplsobuji ptakiim stres. Je proto dulezité, aby méli moznost zotavit se v
pohodlnych podminkéch, nez budou zavéSeni na zpracovatelské lince. Po ptijezdu na jatka se
doporucuje ptakiim poskytnout chvili odpocinku, zejména pokud byli vystaveni drsnym
podminkam, jako jsou extrémni teploty, zima anebo dlouhd cesta. SniZeni stresu a poskytnuti

¢asu pro navrat k normalnimu dychani jsou klic¢ové pro dosazeni kvalitniho masa.[2]
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1.1.4 Porazka

Porazka zvitat se provadi v jatkach, které jsou pod ptisnym dohledem veterinarnich ptedpisa.
Pted samotnou porazkou je zvife omraceno tak, aby bylo bezvédomé. K omraceni 1ze vyuzit
elektricky proud, plyn, nebo mechanické prostredky. Cilem omraceni je zajistit rychly nastup
necitlivosti bez stresu, pri¢emz bezvédomi musi trvat dostate¢né dlouho, aby zvife ziistalo v

tomto stavu az do okamziku smrti jedince.

Usmrceni zvifete obvykle zahrnuje ptefiznuti cév v krku. U dribeze existuje n¢kolik metod.
Jedna z nich zahrnuje pouziti jediné Cepele pro piefiznuti jedné kréni tepny a jugularni Zily.
Dalsi metodou je pouziti jednoduché nebo dvojité Cepele pro prefiznuti obou krénich tepen a
zil, nebo preruseni jedné ¢i obou vertebralnich tepen. Mezi méné obvyklé metody patii
dekapitace (oddéleni hlavy od trupu) a mechanické omraceni, pii kterém se propichne mozek a

podiiznou zily v tstech. [1,2,8]
2 Spoti‘eba a produkce driibeziho masa

Konzumace masa patii k oblibenym stravovacim zvyklostem na celém svét¢ a b&hem
poslednich péti desetileti byl zaznamenan staly rist v produkci driibeze (Obrazek ¢. 1),
cerveného masa a dalSich zdrojl bilkovin. Tento trend je podminén rostouci svétovou populaci
a zvySujicimi se pfijmy. DriibeZi maso se té§i rostouci oblibé, coz lze pficitat jeho
konkurenceschopné cené, kratké dobé rastu, pfiznivému nutricnimu profilu a minimalnim

nabozenskym omezenim.

Spotieba driibeZiho masa se v jednotlivych zemich lisi, coZ je obecny trend pro vSechny typy
masa. V zemich jako Brazilie a USA dosahuje spotieba urovné 44,4 resp. 41,0 kg masa na
obyvatele za rok, zatimco v Ciné je to 11 kg a v Indii pouze 2 kg masa na obyvatele za rok.
Tyto rozdily jsou dany faktory jako Uroven piijmud, dostupnost masa, kulturni tradice a
stravovaci navyky. Aktualng tvoii produkce dritbeziho masa 30 % celkové produkce masa
pochazejiciho od hospodéiskych zvitat, coz je dvojnasobek ve srovnani se stavem pied 25 lety.
Za poslednich 50 let se produkce dritbeZiho masa zvysila téméf Sestkrat, coZ je dokumentovano
na grafu ¢. 1, ukazujicim nariist produkce masa uréeného k vareni. Ocekava se, ze v pfistim

desetileti dojde k dalsimu narastu o 25 %. [1]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

Epidemie ptaci chiipky v roce 2006 vedla k poklesu spotteby dritbeze v evropskych zemich,
véetné Recka, Italie, Belgie, Némecka, Rakouska, Francie a §panélska. Nicmén€, béhem 1éta
2006 byly trovné spotieby obnoveny zpét na uroven pied krizi. Krize ustoupila, kdyz se snizil
pocet divokych ptakt nalezenych mrtvych na ptaci chiipku, coz vedlo ke zvySeni spotieby.
Obchodni strategie, jako jsou propagacni nabidky typu ,,dva kufata za cenu jednoho®, byly
zavedeny s cilem snizit zasoby a ukazaly se jako u¢inné v zvyseni prodeje, zejména v segmentu

celych kutat. [17]
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Obrazek €. 1: Svétova produkce dribeziho masa

V Evropé¢ tvoii dribezi maso 16 % celkové produkce masa, pricemz Francie a Velka Britanie
jsou mezi nejvyznamnéjSimi producenty. V poslednich letech byl nejvétsi nartist produkce

dribeziho masa zaznamenan v Jizni Americe, Mexiku a Asii.
Cela kurata a jejich ¢asti predstavuji vétSinu spotteby dribeziho masa, tvoii pfiblizné dve
tietiny celkové spotieby. V Ceské republice dosahuje spotieba driibeziho masa pfiblizné 24 az

25 kg na osobu ro¢né (Obrazek ¢. 2). [18]
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Obrizek &. 2: Spotieba jednotlivych druhii masa v CR v hodnoté na kosti (kg na obyvatele
za rok) (CSU)

2.1 SloZeni drubeZiho masa

Pti zkouméni driibeziho masa jako potencidlniho zdroje kolagenu pro vyrobu Zzelatiny, je
diilezité zdtraznit jeho vyznamné nutri¢ni vlastnosti. Driibezi maso je bohaté na bilkoviny s
vysokou biologickou hodnotou a obsahuje malo tuku. Kromé toho, Ze je energeticky méné
narocné ve srovnani s veprovym ¢i hovézim masem, nabizi i pfiznivé sloZeni mastnych kyselin
s nizkym podilem nasycenych a vysokym podilem nenasycenych mastnych kyselin. Toto maso
je také bohaté na mineraly jako draslik, fosfor, Zelezo a zinek, coz piedurcuje jeho pouziti v

dietni vyzivé diky nizkému obsahu sodiku.

Vzhledem k vysokému obsahu bilkovin a aminokyselin, zejména lyzinu, a nizkému podilu

vaziva, je dribezi maso dobfe stravitelné. Jeho jemna svalové vlakna a chutové vlastnosti ¢ini
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z dribeziho masa idedlni zéklad pro rtizné kulinaiské ptipravy, jako je vafeni, peceni nebo
smazeni.

Pti zpracovani dribeziho masa na kolagenni produkty je klicové spravné nastavit parametry
extrakce, aby se dosdhlo optimalnich vlastnosti vysledného kolagenu. Z tohoto hlediska je

driitbezi maso pifinosnym zdrojem pro vyrobu Zelatiny a dalSich kolagennich produktt. Celkové

slozeni driibeziho masa u jednotlivych rodt je zobrazeno v Tabulce 1. [24]

Tabulka 1: Primeérné chemickeé slozeni masa dritbeze

Kategorie Obsah vody [%] Obsah bilkovin [%] Obsah tuku [%]
Kurata 72,0 22,0-23,0 4,0-6,0
Slepice 70,0 21,0-22,0 5,0-6,0

Jatecné krity 70,5 24,0 — 25,0 3,0—4,0
Krity dospélé 67,0 24,0 8,0
Jatecné kachny 63.0 17,0 19,0 — 20,0
Kachny dosp¢lé 58,0 17,5 22,0-25,0
Jate¢né husy 68,0 20,0 12,0
Husy dospélé 60,0 18,0 23,0 -26,0

ooooo

Natizeni Komise Evropskych spolecenstvi (ES) Well 1069/2009 definuje vedlejsi produkty
zivocisného plvodu jako celé télo zvitete, Casti z téla zvifete nebo produkty ziskané ze zvifat,
které nejsou urceny k lidské spotiebé. [10] V ramci Evropské unie existuji specifické predpisy,
které fidi naklddani s vedlejSimi produkty Zivocisného plivodu. Tyto predpisy maji za cil
minimalizovat rizika spojend s moznym $ifenim nakaz a zajiStovat bezpecné a efektivni vyuziti

t€chto materialu.
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Jednim z klicovych aspektti téchto predpisii je zakaz urcitych zplsobli pouziti vedlejSich
produktti, véetné krmeni suchozemskych zvifat jinymi produkty t¢hoz druhu. Tento zdkaz je

zakladnim kamenem pro prevenci rizik pfenosu nemoci mezi zvifaty.

Dalsim vyznamnym prvkem je zakaz vyvozu vedlejSich produktii uréenych k likvidaci, jako je
spalovani a skladkovani, a jejich vyuziti v zafizenich na vyrobu bioplynu nebo kompostovani
v uréitych zemich. Toto opatfeni zabranuje Sifeni potencidlné kontaminovanych materialt

mimo hranice statu.

Evropska komise ma také pravomoc pfijimat specialni pravidla tykajici se sbéru, ptepravy,
manipulace a neSkodného odstraiiovani téchto produkti. Zahrnuje to i stanoveni podminek pro
dovoz, tranzit a vyvoz, coz umoziuje EU udrzet kontrolu nad pohybem téchto materiali na

mezinarodni urovni. [4]

V riznych zemich se lisi definice toho, co je povazovano za jedlé a nejedlé produkty zviteciho
puvodu. Napftiklad kufeci nohy mohou byt v nékterych regionech kategorizovany jako jedlé,
zatimco v jinych nikoliv. Masny prumysl obecné povazuje za vedlejsi produkty nebo droby
vSechno, co je vyprodukovano zvifetem nebo ze zvitete, kromé primarné zpracovaného masa.
To zahrnuje rtizné druhy orgénd, jako jsou jatra, srdce a Zaludky, které jsou v drabezatském
pramyslu ozna¢ovany jako droby. Krev je také fazena mezi droby a nachéazi uplatnéni naptiklad

v krmivech pro zvitata.

Nejedlé ¢asti zahrnuji vnitfnosti, hlava a kosti, které jsou Casto vyuzivany jako krmivo pro
domaci zvifata, v chovech koZeSinovych zvitat nebo pro krmeni ryb a prasat. Vzhledem k riziku
pfenosu patogennich organismi na jina zvifata se vnitinosti obvykle zpracovéavaji tepelné na
vysokou teplotu (nad 100 °C a snizeného tlaku) s cilem ptedejit mikrobidlni infekci. Pokud se
vedlejsi produkt pouziva jako krmivo, je nezbytné provést jeho dekontaminaci, aby se zabréanilo

Sifeni patogennich metabolitl, jako jsou toxické latky b&hem skladovani. 10]

~~~~~

(VZP). Napiiklad, psi exkrementy nalezené na chodnicich spadaji pod regulace zakona o
odpadech, ktery spravuje ministerstvo Zivotniho prostiedi, a tudiZ nejsou povazovany za VZP.
Dale do kategorie VZP nejsou zatazena uhynula volné Zijici zvitata jako holubi, srny &i potkani.
Toto pravidlo se vztahuje i na zvifata, ktera byla srazena vozidlem nebo vlakem; ani tato nejsou

povaZovéana za VZP. [7]
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3 Kategorizace vedlejSich produkti

Klasifikace vedlejSich produktl zivoc¢isného ptivodu byla stanovena nafizenim (ES) ¢.
1774/2002, které je rozd€luje do tii kategorii na zaklad¢ rizika, které mohou predstavovat pro
zdravi lidi a zvitat. Produkty s nizkym rizikem musi byt uchovavany oddélen¢ od téch s vyssim
rizikem a od materidli ur€enych pro lidskou spotfebu. Nafizeni rovnéz zakazuje krmeni
hospodaftskych zvifat materidlem s vysokym rizikem nebo materialem pochdzejicim ze stejnych
druhti zvitat. Pouze materialy od zvitat, ktera prosla veterinarni prohlidkou, mohou byt pouzity
v krmivovém fetézci. Tato opatfeni jsou uréena k minimalizaci rizik spojenych s pouzivanim
vedlejsich produktl zivoc¢isného ptivodu. Vedlejsi produkty jsou déle rozdéleny podle stupné
rizika, pficemz nékteré jsou urCeny k likvidaci, zatimco jiné mohou byt po zpracovani znovu
vyuzity. Legislativni pozadavky vyzaduji, aby se s t€émito produkty manipulovalo oddélen¢ a
aby byly spravné oznaceny a sbér té€chto produktii musi probéhnout bez zbyte¢ného odkladu po

jejich vzniku. [6]

Tabulka 2: Metoda vyuziti vedlejsich produktii driitbeziho masa a jejich odpovidajici kategorie
podle pravnich predpisit EU

Vyuziti Kategorie dle klasifikace EU
Krmivo pro hospodaiska zvitata Kategorie 3
Krmivo pro domaci mazlicky Kategorie 3
Kosmetické produkty Kategorie 3
Kompost Kategorie 2 a 3
Vyroba bioplynu Kategorie 2 a 3
Vyroba tepelné a elektrické energie Kategorie 1,2 a 3
Vyroba biopaliv Kategorie 1,2 a3
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3.1.1 Kategorie 1

Kategorie 1 v ramci regulace vedlejSich produkti zivo¢isného ptivodu obsahuje materidly, které
jsou definovany jako vysoce rizikové. Ty zahrnuji celd téla a vSechny Casti zvitat, kterd jsou
podezield z infekce TSE (transmisivni spongiformni encefalopatie) nebo u kterych byla tato
infekce ufedné potvrzena. Material této kategorie zahrnuje také vedlejsi produkty zvirat, ktera
byla usmrcena v souvislosti s opatfenimi k eradikaci TSE. To zahrnuje zvifata z chovi,
zoologickych zahrad a cirkust, ale i voln€ zijici nebo jiné nez hospodaiska zvirata. Déle je v
této kategorii zahrnut material ziskany ze zvifat, ktera byla podrobena nezakonnému osettent,
stejné jako vedlejsi produkty ptivodem z upravy odpadnich vod, odpady ze stravovacich
zafizeni a odpad vznikly pfi mezindrodni dopraveé. Kategorie 1 miize také obsahovat smési

materialu z kategorie 1 s materidlem z kategorii 2 nebo 3. [3,6,19]
3.1.2 Kategorie 2

Do této kategorie spadaji vedlejsi produkty zivoc¢isného ptivodu, které jsou Casto vyuzivany
jako hnojiva a zdroje Zivin pro rostliny, v€etné hnoje, nemineralizovaného guana (ptaci trus) a
obsahu traviciho traktu. Tyto materialy jsou obvykle ziskavany ze zatizeni zpracovavajicich
material kategorie II. Tato kategorie zahrnuje produkty, které obsahuji rezidua povolenych latek

nebo kontaminantd nad urovné stanovené smeérnici 96/23/ES.

Jsou vSak urcité produkty zivociSného ptivodu, které nejsou vhodné pro lidskou konzumaci a
neodpovidaji veterinarnim pravnim ptedpistim pro jejich dovoz do Evropské unie nebo presun
mezi Clenskymi staty. Patfi sem napiiklad oocyty, embrya a sperma, které nejsou uréena pro
chovné tcely, a smési materidlli kategorie 2 a 3, stejné jako jiné vedlejsi produkty Zivocisného

puvodu, které nejsou zatazeny do kategorie 1 nebo 3.

Navic, do této kategorie nalezi i zvifata, ktera uhynula jinym zplisobem nez porazkou nebo
usmrcenim pro lidskou spotiebu, vcetné téch, kterd byla usmrcena za ti€elem eradikace nakazy.
Tyto produkty by nemély byt pouzivany jako hnojiva nebo zdroje Zivin pro rostliny, aby se
piedeslo jejich Sifeni a moznym zdravotnim rizikiim pro lidi a zvitata. Je zasadni, aby byly tyto

nevhodné produkty spravné nakladany s ohledem na vetejné zdravi a Zivotni prosttedi. [3,6,19]
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3.1.3 Kategorie 3

Vedlejsi produkty zivocisného ptivodu, definované jako material kategorie 3, zahrnuji cela téla
zvitat a jejich Casti, které jsou sice vhodné pro lidskou spotiebu, av§ak z obchodnich davodi
nejsou jako takové vyuzivany. K této kategorii patii rovnéz jateCné upravena téla a jejich ¢asti,
které byly po prohlidce ptfed porazkou shledany vhodnymi k lidské konzumaci. Tuto kategorii
dale tvoii ¢asti t¢l, které nejsou urceny pro lidskou spotiebu, ale nevykazuji zndmky pienosnych
onemocnéni. Mezi dals§i produkty patii kize, kozky, praseci Stétiny, pefi a krev zvifat, jez

nejsou infikovéana prenosnymi krevnimi onemocnénimi.

Zahrnuty jsou také vedlejsi produkty z dribeze a zajichi poraZzenych na farmé, stejné jako
produkty vzniklé béhem vyroby potravin pro lidskou spotiebu, jako jsou odtu¢néné kosti,
Skvarky a kal z odstfedivky ¢i separatoru zpracovani mléka. Do této kategorie dale spadaji
potraviny, které obsahuji produkty zivoc¢isného ptivodu nevhodné k lidské spotiebé z divodu

obchodnich problémil, vyrobnich vad, vad baleni nebo jinych pficin.

Tyto vedlejsi produkty jsou kli¢ové pro dalsi zpracovani, naptiklad pro vyrobu krmiv pro
zvitata, hnojiv nebo biomasy pro vyrobu energie. Je dulezité spravné nakladat s témito
materidly, aby byly efektivné vyuzity a zarovenl neohrozovaly vefejné zdravi ani Zivotni

prostiedi. [3,6,19]
3.2 Vedlejsi produkty v masném primyslu

Efektivni vyuziti vedlejSich produkti zivoc¢iSného piivodu ma zésadni vliv na ekonomiku a
redukci environmentalniho znecisténi. Nedostate¢na recyklace nebo vyuziti té€chto produkt
vede nejen ke ztratdm potencialniho zisku, ale rovnéZ zvySuje néklady spojené s jejich likvidaci.
Vedlejsi produkty zpracovani masa, driibeze a ryb nabizeji znacny potencial pro transformaci

na suroviny nebo produkty vyssi hodnoty, coz mtize piinést ekonomické i ekologické benefity.

V mnoha kulturach vSak tradice, kultura a ndbozenské normy mohou branit vyuZzivani urcitych
vedlejSich produkti jako potravin. Navic, regulace v mnoha zemich omezuji pouZzivani
vedlejSich masnych produktti z divodi zajisténi bezpecnosti a kvality potravin. Pfesto produkty
jako krev, jatra, plice, ledviny, mozek, slezina, drst’ky aj., které jsou bohaté na nutricni hodnoty,
nachazeji Siroké vyuziti v potravinaiském primyslu nebo jako aditiva.

vvvvvv

vyroba krmiv pro zvitfata, produkce bionafty a bioplynu, dietetické produkty jako chitosan,
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extrakce ptirodnich pigmentl a vyroba kosmetickych produkt zaloZzenych na kolagenu. Tyto
aplikace nejenze ptispivaji k udrzitelnému hospodateni s odpady, ale také ptinaseji inovace a
nové technologické postupy v ramci materialového inzenyrstvi a chemie polymerda.

V potravinaiském pramyslu jsou vedlejsi odpady charakterizovany specifickym indexem
odpadu pro kazdy druh zvitete, coz poukazuje na nevyhnutelnost jejich vzniku. Mnozstvi a typ
téchto odpadnich produktt, tvotfenych ptfevazné organickymi zbytky zpracovavanych surovin,

je tézko ménitelny, pokud se mé zachovat konzistentni kvalita finadlniho produktu. [9]

Tabulka 3: Vedlejsi produkty u vybranych druhii zvirat vyjadrené v %/, kg

Polozka Prase Dobytek (skot) Ovce
Jednotka [70] [ke] [7o] [kg] [70] [ke]
Specif;(;lzlilndex 0,2 0,56 0,1
Ziva véha 100 600 60
Kostra 77,5 77,5 63 378 62,5 37,5
Krev 3 3 18 4 2,4 4
Tukova tkan 3 3 4 24 3 1,8
Kuze 6 6 6 36 15 9
Organy 7 7 16 96 10 6
Vnitinosti (hrudnik 10 10 16 96 11 6,6
a bficho)
Nohy 2 2 2 12 2 1,2
Ocas 0,1 0,1 0,1 0,6 0, 0,2
Mozek 0,1 0,1 0,1 6 2,6 0,156
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4 Vedlejsi produkty driibeze a jeho vyuziti

Adekvatni zpracovani odpadnich produktli z primyslu driibeze a vyroby vajec je zasadni pro
udrzeni udrzitelnosti a prosperity téchto odvétvi. Tyto odpady, vcetné zvifeciho hnoje,
exkrementd, vlast, pefi a jinych zbytkli, mohou byt transformovany na uzite¢né zdroje
s pfidanou hodnotou. Jednou z moznosti je jejich vyuziti v termofilnim anaerobnim systému
pro produkci metanu, ktery slouzi jako alternativni zdroj energie. Tento proces nejen snizuje

mnozstvi odpadu, ale také ptispiva k vyrobé obnovitelné energie.

Kafilerni procesy jsou zasadni v transformaci vedlejSich produkti zpracovani masa a dritbeze
na komer¢ni produkty. Tyto procesy umoziuji vyrobu jak jedlych, tak nepozivatelnych tuki a
bilkovin, které¢ nachazeji uplatnéni v zemédé€lstvi a prumyslu. Mezi tyto vedlejsi produkty patii
vnitfnosti, zbytky masa, kosti, krev, pefi, produkty z lihni a mrtvé zvitata. Jedlé produkty, jako

jsou sadlo a potravinatsky lij, jsou cenény pro svou vysokou nutri¢ni hodnotu.

Nepozivatelné kafilerni produkty zahrnuji primyslové a krmné tuky pro zvirata, produkty z
masa a dribeze, péfovou moucku, susenou krev a hydrolyzované vlasy. Tyto odpady jsou
nejprve rozdrceny a poté zpracovany pii teploté 121 °C po dobu pfiblizné 30 minut. Vysledkem
je tmavohnédd, drobiva hmota s vysokym obsahem tuku a charakteristickym aroma, kterd je
vynikajici pro skladovani a zpracovani do krmnych smési. Tento pfistup maximalizuje vyuziti

odpadu a ptispiva k efektivnimu hospodateni se zdroji. [9,11]

Integrované kafilérie jsou nazyvame ty, které funguji ve spojeni s jatkami nebo zavody na
zpracovani dribeze, zatimco nezéavislé kafilérie shromazd'uji své suroviny z rtiznych zdroji
mimo lokalitu. Vyuziti kafilernich procesti mize pfispét k udrzitelnému nakladani s vedlejSimi
produkty zpracovani driibeze a vyroby vajec a snizit jejich negativni dopad na zivotni prostiedi.

[9,10]
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Tabulka 4: Typ VZP, jeho zastoupeni v % a jeho ndsledné mozné uZiti v primyslu

Typ VZP Ziva vaha [%)] Uziti

. Recyklovana krmiva, povrchové upravy
Driibezi podsada a hniij

zemédelskeé pudy
Vajecné skotapky, neplodna Mouka z vajeénych skorapek se uziva v
vejce, nevylihlé vejce dietach s vysokym obsahem vapniku

Podestylka, dekorativni tcel, sportovni
Pefii 7-8 potteby, hnlj nebo hnojiva, péfova

moucka, metan palivové pelety, papir

Hlava 2,5-3 Dribezi moucka

Aditivum do krmiva pro zvifata, inhibitor

Krev 3,2-3,7
enzymu
Vole, zlaznata zaludek 3,5-4,2 Zdroj chitinolytického enzymu.
Nohy/Béhaky 3,5-4,0 Polévka, technicky tuk/dribezi tuk
Masova moucka, dribezi tuk a u¢inné
Stieva a zlazy 8,5-9,0
latky (hormony a enzymy)
4.1.1 Krev

Krev, klicovy vedlejsi produkt po porazce zvitrat, obsahuje vysoké mnoZstvi bilkovin a
hemového Zeleza. Hlavni slozkou krevnich bunék je hemoglobin, ktery transportuje kyslik z
plic do ostatnich orgénid. U driibeze tvoii krev asi 8 % té€lesné hmotnosti a je sloZzena z 80 %
vody a 18 % bilkovin, 0,1 % lipid a 1 % minerali jako jsou fosfaty, chloridy, sodik a draslik,
avSak mens$i mnoZstvi vapniku, hoi¢iku a Zeleza. Krev hraje zasadni roli v distribuci Zivin a
minerall a je vyuzivana v medicing, zeméd¢lstvi a primyslu jako barvivo, hnojivo, krmivo a

pojivo. Krev je typicky sterilni u zdravého zvifete, neobsahuje tedy patogeny, a jeji obsah tvofi
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pfiblizn¢ 3 az 8 % zivé véhy zvifete, coZz podtrhuje jeji vyznam jako zdroj biologicky

hodnotnych materiala. [10,20]

Ve vyrobcich, jako jsou uzeniny, se krev omezuje na koncentrace 0,5 az 2 % pro zvyraznéni
barvy, ale vys$si koncentrace negativné ovliviluje senzorické vlastnosti. Kvili vysokému obsahu
vlhkosti se plazma Casto pouziva ve zpracovanych masnych vyrobcich, kde mtze tvoftit az 10

% jejich hmotnosti.

Krevni plazma obsahuje 7,9 % bilkovin, z toho nejvice jsou imunoglobuliny (4,2 %), albuminy
(3,3 %) a fibrinogen. Diky neutralni chuti a bezbarvosti je plazma Casto vyuzivana v
potravinaistvi, zejména jako pojivo pfi zpracovani masa, kde vytvari gely. Fibrinogen a trombin
ziskané selektivni kryoprecipitaci (vymrznutim) slouzi jako pfirodni pojiva. Plazma je rovnéz
zdrojem bilkovin, alternativou mléka a stabilizatorem vitamint, coz vyuziva jeji bohaty obsah
stopovych mineralii. Gelové vlastnosti plazmy, podobné vafenému vajeénému bilku, umoziuji
jeji Siroké vyuziti ve vyrobnich procesech, kde miize ptsobit jako vyborné pojivo vody a tuku.

[9,21,23,26]

Krev je sama o sobé bohatym zdrojem bilkovin, jehoz potencidl je dale zvySen procesem
hydrolyzy, preménujici krevni bilkoviny na bioaktivni peptidy. Tento pfistup nabizi udrzitelné
vyuziti bilkovin v riznych primyslovych a zdravotnickych aplikacich. Vyzkumy identifikovaly
specifické inhibi¢ni peptidy, zvané gliptiny, cilici na enzym dipeptidylpeptidazu IV (DPP-1V).
Tyto peptidy byly ziskany z hydrolyzati kufeci krve, pfipravenych s vyuzitim ¢tyt riznych
enzym, a prokézaly schopnost regulovat hladinu gluko6zy v krvi. Tato vlastnost je zdsadni pro
fizeni diabetes mellitus 2. typu, coz otevird dvefe k potencidln¢ efektivnim a cilenym

terapeutickym moznostem pro pacienty s touto stale Cast&jsi nemoci. [12]
4.1.2 Kiize

Od nepaméti lidé vyuzivaji zviteci kiizi k vyrobé ukrytl, obleceni a nadob. Tento material tvoii
znacnou cast hmotnosti zivého zvifete, obvykle se pohybuje mezi 4 % a 11 %. Klze, po
zpracovani znama jako useil, patfi mezi nejcennéjsi vedlejsi produkty ziskané ze zvitat diky
jejimu Sirokému spektru vyuziti.

Pro zachovéani kiize v dobrém stavu je kliCové zabranit jejimu rozkladu zplsobenému
bakteriemi a enzymy, coZ vyzaduje rychlé vytvrzeni materidlu po jeho odstranéni ze zvitete.

Optimalni skladovani a pfeprava usné vyZaduje udrZeni vlhkosti na irovni 4048 %. Takto
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zpracovana ktize mize byt transformovana na rizné vyrobky, jako jsou kozené boty, tasky,
sportovni vybaveni a reformovana stfivka na klobasy. Dalsi produkty zahrnuji kosmetiku, ktize

na klobasy, jedlou Zelatinu a lepidla. [9]

Zajimavé vyuziti nalezneme 1 u kiize z brojleru ¢i starsich slepic, kde se izoluje elastin pomoci
tii rozpoustédel a analyzuje jeho sloZzeni véetné tuku, bilkovin a aminokyselin. Ziskany elastin
z téchto kizi ukazuje, ze klize brojlerti obsahuje vy$s$i mnozstvi tuku a bilkovin ve srovnani se
starSimi slepicemi. Aminokyselinové slozeni odhalilo glycin jako hlavni aminokyselinu, s
vysSim obsahem v kiizi brojlert. Elastin z driibezi kize by mohl byt potencialnim zdrojem
piirodnich antioxidantti a antihypertenznich slozek, vhodnych pro pouziti v potravinach,

napojich a kosmetice. [13,14]
4.1.3 Droby

Pti pordzce dochazi k odstranéni srdce, jater a Zaludku spolu s dal§imi vnitinostmi, které jsou
Casto povazovany za nepozivatelny odpad. Zlu¢nik se odstranuje z jater a perikardidlniho vaku,
a tepny jsou vyiezavany ze srdce. Zaludek se odstrani roztfiznutim pted zlaznatym zaludkem,

rozdéli a vycisti, a jeho vnitini podsivka je odstranéna Skrabkou.

Vyjmuté droby jsou umistény do teplého téla, které bylo jatecné upraveno, nebo baleny
samostatné. Pokud se télo ochlazuje, droby se umisti do chladného korpusu, coZ poméha
prodlouzit jejich trvanlivost. Mohou byt také zabaleny do pergamenu a zmrazeny uvnitt

zmrazenych ptakt pro dalsi konzervaci. [9,23]

V oblasti mikrobidlnich enzymovych technologii existuji moZnosti pro vyvoj technologii
zamé&fenych na biokonverzi dribeZich drobli na produkty s pfidanou hodnotou. Enzymatické
zpracovani je efektivni metoda pro recyklaci proteinovych odpadii, které mohou byt
transformovany na uzite¢né suroviny. Protedzy jsou zvlasté¢ cenné pro biokonverzi, nebot’
umoziuji enzymatickou hydrolyzu ZivociSnych vedlejSich produktl, ¢imZ vznikaji bioaktivni
peptidy s potencidlnimi zdravotnimi pfinosy, které zvySuji hodnotu drobl a proménuji je v

cenné funk¢ni ingredience.
4.1.4 Peri

Vedlejsi produkty dribezarského primyslu, véetné peti a prachového peti, nachazi uplatnéni v

Sirokém spektru odvétvi jako od€vnictvi, izolace, lizkoviny, dekorace ¢i vyroba sportovniho
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vybaveni. Specifické vlastnosti pefi se lisi podle druhu dritbeze, pohlavi a umisténi na téle. Pefi

z bficha byva obvykle nejzadané;jsi. Rlzné typy pefi se klasifikuji do nasledujicich skupin:

1. Tvrdé pefi: Tuhé brky s pevnymi tézkymi lopatkami, ploché a orientované ve
dvourozmérné roving.

Sedlova peri (hibetni): Dlouh¢ a uzké lopatkové peti z hibetu.

Polovi¢ni chmy¥i: Lopatkové peii s chmytim, které pokryva spodni polovinu brku.
TFictvrteéni chmy¥i: Lopatkové petfi s chmytim pokryvajici spodni tfi ¢tvrtiny brku.
Chmyf¥i: Télesné pefi s pevnymi diiky.

Plumule: Mal¢ prachové peti s mékkymi diiky.

A R e

Pefi: Izolacni podsada z lehkého pefi bez diiku, skladajici se z tisicti mékkych vlaken.

Peti tvofi asi 7-8 % hmotnosti ptakll a je navrZzeno pro prichod vzduchu a vody, zatimco

prachové pefi poskytuje lehkou izolaci. [23]

Pro vyuziti pefi jako krmiva je nutna jeho hydrolyzace kvili slozité keratinové strukture, ktera
by byla pro zvifata nestravitelnad. Bakterie Bacillus licheniformis hraje klicovou roli pfi
fermentaci pefi na stravitelny bilkovinny zdroj, zatimco enzym keratinaza, ktery tato bakterie
produkuje, umoziiuje hydrolyzaci peii a dalSich proteini jako kolagen a elastin.
Pétova moucka je cennym krmivem pro dribez diky vysokému obsahu aminokyselin, jako jsou
cystein, arginin a threonin. Pfesto obsahuje méné lysinu, histidinu a methioninu, které by mély
byt pfidany do stravy, kdyz se pouziva jako krmivo. Doporucuje se davka 0,5 % az 1,5 %

hmotnosti krmiva. [10,23]

Pefi tvoii vyznamnou ¢ast téla dribezZe a kazdoro¢né vznika ve velkém mnozstvi jako odpad v
dribezaiskych zavodech, coz predstavuje environmentalni problém. VétSinou se sklada z
keratinovych bilkovin a Casto se pfeménuje na péfovou moucku. Odpad z pefi se dale
zpracovava na hnojiva, podestylkové materidly a dekorace. Existuji biotechnologické metody,
které umoziuji pfeménu peti na stravitelné bilkoviny a aminokyseliny pomoci mikrobialnich
enzyml. Z hydrolyzati pefi lze také vyrdbét metan a palivové pelety pro vytdpéni nebo

produkovat biovodik. [15]

Dalsi zajimavé vyuziti kufeciho pefi bylo objeveno ve vyrobé papiru, kde by tradi¢né bylo
pouzivano dievo. Studie peclivé zkoumaly vliv kombinace peti a dfevni buni€iny na vlastnosti

papiru a porovnavaly je s papirem vyrobenym z ¢isté dievni buni¢iny. Bylo zjisténo, Ze s
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rostoucim podilem pefi dochazi k snizeni nékterych mechanickych vlastnosti, jako jsou tésnost,

index tahu a index praskani, zatimco propustnost vzduchu se zlepsila.

Mezi vzorky kombinaci kufeciho pefi a dievni buni€iny nebyl zjistén vyznamny rozdil v
nasakavosti, ale pii obsahu peti vy$§im neZ 80 % se nasakavost sniZovala. Tento jev naznacuje
potencidlni vyuziti kufeciho peti v produktech vyZadujicich odolnost proti vysoké vlhkosti,
jako jsou obaly vyrobka. Tato zjisténi podporuji myslenku, ze kufeci pefi by mohlo byt
udrzitelnou alternativou k tradi¢nim surovinam ve vyrobé papiru, zvlast€¢ tam, kde jsou

pozadovany specifické vlastnosti produktu. [16]

100 % dievni 80% dievni 60% drevni
bunicina bunicina bunicina :

40% drevni 20% drevni 100% kufeci
bunicina buniéina . pefi

/

Obrazek €. 3 Souhrn obrazkii riznych pomérii dievéné buniciny a pefi pfi vyrobé papiru

4.1.5 Sadlo a lij

Sadlo a potravinaisky I jsou jedlé kafilerni produkty, zatimco primyslové a krmné tuky pro
zvifata patfi mezi nejedlé. Jedlé tuky se vyrdbéji kontinudlnim procesem taveni, bud’

nizkoteplotnim do 49 °C, které Setrn¢ odd¢€luje tuk od bilkovin udrzujicich potravinairskou
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kvalitu, nebo vysokoteplotnim pti 82 az 100 °C, coz zajist'uje efektivnéjsi extrakci tuku, avsak

s niz$i kvalitou proteint. Nizkoteplotni metoda je preferovana pro ziskani jedlého proteinu. [9]

Driibezi tuk a Iiij se v praimyslu pouzivaji jako dopliky do krmiv, zlepSujici texturu a barvu,
coz zvySuje jejich atraktivitu pro zvirata. Tuky jsou také vyuzivany ve vyzivé atlantického
lososa jako alternativni zdroj lipidii, coz pomaha diverzifikovat stravu ryb a zlepSovat jejich
rust a zdravotni stav. [33] V biodieselovém pramyslu se odpadni 1ij vyuziva jako udrzitelny a
ekonomicky zdroj pro vyrobu biodieselu, coz snizuje environmentalni dopad tim, Ze recykluje

nevyuzity material a nabizi ekologicky Setrnéjsi alternativu k fosilnim paliviim. [34]
4.1.6 Kosti

V pruméru obsahuji veptova, hovézi a jehnéci téla 11 %, 15 % a 16 % kosti, coz zahrnuje 1
maso na kostech. Kostni dfen (morek), ktery tvoti 4,0-6,0 % hmotnosti jate¢n¢ upraveného téla
a je pouZzivany jako potrava. Kosti se vyuZzivaji k vyrobé polévky a Zelatiny. S cilem ziskat vice
masa, masny prumysl aplikuje techniky jako mechanickd separace, kde maso smichava v
masnych vyrobcich nebo se pouziva samostatné. Vysoky podil mechanicky oddéleného masa
vSak miize snizit chut’ a kvalitu produktii. Maso je tmavsi a mékéi s vysSim obsahem vody, a
proto se jeho podil omezuje. V hamburgeru a mletém hovézim je doporuceny obsah 5,0-20,0 %
a v klobasach 10,0-40,0 %. Kostni mouka z kufecich kosti, bohatd na vapnik (18061,12
mg/100 g), je vyznamna pro lidi v ristovém obdobi, s nizkym obsahem tuku (13,79 %) a

vysokou vytéznosti (34,63 %). [9,25]

Kost je pfirodni materidl, ktery se v tkalovém inZenyrstvi vyuZiva pro jeho trojrozmérnou
porézni strukturu, velky povrch, optické charakteristiky, biokompatibilitu a Setrnost k
zivotnimu prostiedi. Tyto atributy umoznuji adhezi, proliferaci a diferenciaci bun¢k, coz je
kli¢ové pro tvorbu nové tkané. Vyzkumy ukazuji, Ze kosti z kutecich stehen jsou vhodné pro
vyvoj biomateriali, diky svym optickym vlastnostem a schopnosti rozliSit demineralizacni
procesy. Tyto kosti jsou povazovany za jednu z nejlepSich moznosti mezi syntetickymi
biomaterialy a mohou byt efektivné vyuzity pti vyrobe novych biomaterialti pro 1€¢bu kostnich
onemocnéni a podporu regenerace tkani. Toto vyuziti kufecich stehen v ortopedii a

regenerativni medicing predstavuje slibny smér ve vyvoji novych lé€ebnych metod. [35]
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S Kolagen

L4

Kolagen, je nejhojnéjsi bilkovinou v téle zvifat, md zasadni vyznam pro zdravi a funkénost
naSeho organismu. Ackoliv byl jeho vyznam znam jiz dlouho ptfed jeho formalnim objevenim,

prvni odborné zminky o kolagenu jako o specifické bilkoviné pochdzeji z 19. stoleti.

Pojem kolagen zahrnuje skupinu nerozpustnych vlaknitych proteinti (Obrazek ¢. 4), které maji
v téle riznorodé funkce. Hlavnim tkolem kolagenti je udrzovat buiiky pohromad¢ v organech
a zaroven udrZet tyto orgdny na svém anatomicky spravném mist¢. Tento protein tvoii pfiblizné
¢tvrtinu suSiny naSeho téla a az 75 % suSiny pojivové tkané, coz zdlraziuje jeho zésadni roli v
lidském organismu.

Kolagen funguje jako zivy ram, ktery poskytuje strukturalni oporu tkanim v rdznych orgéanech,
véetné kiize, kosti, vazl, ledvin, cév, srdce, o¢i nebo jater. Jeho schopnost pfizpusobit se

pozadavklim riiznych orgéant je klicova pro udrZeni jejich struktury a funkce, coz ¢ini kolagen

Obrazek ¢. 4 Linearni vlaknité struktury
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5.1.1 SlozZeni kolagenu

Kolagen, jako protein s modularni strukturou, tvoii klicovou soucast extracelularni matrix
zivoCichl. Tato struktura umoziuje kolagenu vytvaret riznorodé struktury, jako jsou fibrily,
mikrofibrily a sité, které funguji jako leSeni pro pfipojeni dalSich makromolekularnich

komplex, proteoglykanti a receptorti bunééného povrchu.

Microfibril L

Trajita
" Eroubovice

Obrazek ¢. 5: Struktura kolagenniho vlakna

Kolagen, stejn¢ jako vSechny proteiny, ma n¢kolik strukturnich Grovni: primérni, sekundarni,
terciarni a kvartérni strukturu. Kvartérni struktura kolagenu je podobna jinym komplexnim
oligomernim proteinim, které jsou charakteristické tim, ze obsahuji vice polypeptidovych

fetézcl nebo podjednotek. [29]

Proces tvorby kolagenu zacind syntézou a-fetézcl, které jsou produkovany jako delsi
prekurzory nazyvané pro a-fetézce. Tyto jsou syntetizovany polyribozomy pfipojenymi k
endoplazmatickému retikulu (ER). Nésledné¢ a-fetézce prochazeji tfadou kovalentnich
modifikaci a jsou stdeny do trojSroubovicovych molekul prokolagenu pfedtim, nez jsou
uvolnény z bunék. Tento slozity proces reflektuje sofistikovanost a dilezitost kolagenu v

biologickych strukturach a funkénosti organismd.

Slozené prokolageny jsou transportovany do Golgiho aparatu, kde dochazi k jejich lateralni
asociaci do malych svazkl. Poté jsou fetézce sekretovany do extracelularniho prostoru. Po
sekreci prokolagenu z buniky dochézi k odstranéni N-terminalnich a C-terminalnich propeptida,
coz jsou nekolagenni Casti, pomoci extracelularnich peptidaz. Trimery jsou poté spojeny do
fibril a kovalentné zesitovany. Tento proces vytvari molekuly, které se témét vyhradné skladaji
z trojvlaknovych Sroubovic, a ty se pak laterdlné spojuji, formujice fibrily o priiméru 50—

200 nm. V téchto fibrilach jsou sousedni molekuly kolagenu vz4djemné posunuty o 67 nm, coz
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odpovida piiblizné jedné ctvrtin€é jejich délky, coz vede k vytvotfeni charakteristického
pruhovaného efektu, viditelného na elektronovych mikrosnimcich kolagenovych fibril
(Obrazek €. 6). Jedinecné vlastnosti vlaknitych kolagent (napt. typy L, II, III) jsou zplsobeny

piedevsim tvorbou fibril.

Tento komplex tii polypeptidovych fetézcti se nazyva tropokolagen. Kazdé z téchto tii vlaken
v tropokolagenu tvoii vodikové vazby mezi NH skupinami glycinu a CO skupinami z jin¢ho
vlakna, ¢imz zvysuje stabilitu struktury. Tato stabilita je dale posilnéna vzajemnym zapadnutim
molekul prolinu a hydroxyprolinu (efekt zdmku) a tvorbou vodikovych vazeb s ucasti

hydroxylovych skupin hydroxylysinu.

V poslednich letech byl dosazen zna¢ny pokrok v objasnovani struktury kolagenovych
trojSroubovic a fyzikalné-chemického zékladu jejich stability, coz méa vyznamné implikace pro

biomedicinské aplikace a dal$i vyuziti v praxi. [29,30,32]
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5.1.2 Vyuziti kolagenu

Misto toho, aby byly vedlejsi produkty Zivocisného plvodu vyuzivany pouze jako odpad,
existuji metody, které umoziuji preménit tyto biologické slozky na produkty s ptidanou
hodnotou. Tento pfistup otevira nové moznosti pro zpracovani odpadi. Naptiklad, intenzivni
vyzkumy se zamétuji na vyuziti t€chto odpadu jako zdroje bilkovinnych hydrolyzati, enzymu

a polynenasycenych mastnych kyselin.

Vzhledem k tomu, ze zivocisné odpady obsahuji biologicky odbouratelné slouceniny jako
uhlik, dusik, vodik, kyslik a siru, je mozné tyto slouceniny regenerovat a efektivné vyuzivat v
ruznych primyslovych odvétvich, coz soucasné prispiva ke sniZzeni objemu ptivodniho odpadu.
Védecké studie zaméfené na kufeci a jiné vedlejsi produkty zivocisného ptivodu zkoumaji

moznosti extrakce, izolace a vyuziti biomolekul, které jsou v téchto produktech obsazeny.

Zvlaste riizné dribezi vedlejsi produkty jsou zndmé svym bohatym obsahem biomolekul, jako
jsou proteiny, enzymy a lipidy. Tyto biomolekuly lze ziskat a zpracovat do forem, které
nachazeji uplatnéni v mikrobiologii, medicin€, biopolymerech, farmacii, lidské vyzivé a
kosmetice. Experimenty zamétfené na zkouméni vhodnosti riznych dribezich vedlejSich
produkti pro vyrobu specifickych produkti s pifidanou hodnotou, jako jsou proteinové
hydrolyzaty, enzymy a polynenasycené mastné kyseliny, ukazuji potencial t€chto materiali v

praxi. [10,23]
5.1.3 Inovativni aplikace kolagenu

Kolagen nachazi Siroké uplatnéni v kosmetice, zejména ve formé hydrolyzatu, ktery je vyuzivan
v gelovych pfipravcich. Konkrétné se vyuziva gel s karbopolem, obohaceny o 1,0 % (w/w)
kuteciho hydrolyzatu, a studuje se jeho vliv na vlastnosti klize. V ramci klinickych testl byly
meéteny parametry jako hydratace kiize, transepidermalni ztrata vody (TEWL), elasticita ktize
a reliéf kize.

Vysledky ukazaly, Ze aplikace tohoto gelu vedla ke zvySeni hydratace pokozky o 11,82 % a k
poklesu TEWL o 25,70 %. Celkové bylo zaznamenéano zlepseni elasticity kiiZze a sniZeni jeji
drsnosti. Primérné snizeni vrasek bylo 35,40 %. Vysledky také naznacuji, ze ¢im delsi je doba

aplikace gelu, tim lepsi jsou pozorované efekty.

Tento pozitivni vliv na kvalitu a funkénost pokozky naznacuje mozZnost aplikace tohoto

kosmetického gelového ptipravku v periorbitalni oblasti, coZ jsou oblasti kolem oci, kde je klize
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zvlasteé citliva a nachylna k projeviim starnuti. Pouziti kolagenového hydrolyzatu v této forme

muze poskytnout vyznamné vyhody pro udrzeni mladistvého vzhledu a zdravi kize. [36]

Dalsi vyznamné uplatnéni kolagenu lze nalézt v oblasti tkanového inzenyrstvi, kde byl vyuzit
kolagen extrahovany z kachnich b&hakt. Byly piipraveny kolagenové/hedvabné scaffoldy
(,,leSeni* — podptrna konstrukce pro riist a formovani bun€k) s cilem upravit rychlost degradace
kolagenu. Tento pfistup zajiStuje biokompatibilitu kolagenu, ktery se svymi vlastnostmi
podoba komeréné vyuzivanému kolagenu z prasat. Z ekonomického hlediska je kolagen z
kachnich nohou pfijatelny a stdva se tak vhodnym kandidatem pro vyuziti v tkanovém
inZenyrstvi.

Pfidéani hedvabi do vyroby hybridnich scaffoldi, mize vyznamné zlepsit biostabilitu téchto
scaffoldii. Bylo zjisténo, Ze kolagenové/hedvabné scaffoldy zvySuji zivotaschopnost bun¢k ve
srovnani s pouzitim ¢istého hedvabi. Zviteci studie rovnéz prokdzaly, Ze tyto hybridni scaffoldy
jsou biokompatibilnéjsi nez Cisté hedvabi a biostabilnéjs$i nez samotny kolagen ¢i kolagen z

prasat.

Vysledky dale odhalily, ze hybridni scaffold mé vysokou pérovitost, coz umoznuje efektivni
infiltraci a proliferaci bunck. Tato vlastnost pfedurcuje hybridni scaffold jako potencidlné
vhodnou kozni nadhradu pro 1é¢bu defektti kiize, coz otevira nové moznosti pro klinické aplikace

v oblasti regenerativni mediciny a plastické chirurgie. [37]

DalSim zajimavé uplatnéni nachazi kolagen jako tzv. zkiizeny kolagen, ktery je jednim z
Molekuly kolagenu, které jsou biologicky odbouratelné a slab¢ antigenni, maji schopnost
formovat unikatni fibrilarni struktury. Pfesto se v dlisledku strukturdlniho poSkozeni béhem
extrakce zhorSuji mechanické vlastnosti a stabilita extrahovaného kolagenu ve srovnéni s jeho

pfirozenym stavem, coZ vyznamné omezuje jeho vyuZiti v biotechnologickych aplikacich.

Zminéna omezeni biomedicinského potencialu pfirodniho kolagenu, jako jsou nizka
mechanické pevnost, tepelna stabilita a odolnost vi¢i enzymlm, vedla védce k inovacim.
Tyto inovace zahrnuji modifikace molekularni struktury kolagenu, véetné zavedeni
exogennich chemickych, fyzikalnich nebo biologickych pti¢nych vazeb, které minimalizuji
degradaci a zvySuji mechanickou stabilitu. Tato metoda zabranuje posouvani molekul

kolagenu navzéjem, coz vede ke zvySeni mechanické pevnosti kolagenovych vldken.
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I piesto, Ze zesitované materialy na bazi kolagenu jsou v biomediciné bézn¢ pouzivany, stale
neexistuje standardni protokol pro zesitovani, ktery by doséhl idealni rovnovahy mezi
stabilitou a funk¢ni rekonstrukcei kolagenu. Vysledné biomaterialy na bazi kolagenu mayji
vyrazn¢ lepsi tuhost, pevnost v tahu, modul pruznosti a sniZenou roztaznost. Navic, zvySené
mnozstvi mezimolekularnich pfi¢nych vazeb mezi trojSroubovicovymi strukturami kolagenu
omezuje pohyblivost jeho alfa-fetézcli a brani rozvolnéni mikrofibrilarniho usporadani
zptisobeného ohfevem.

Tato strategie modulace zesitovani v kolagenovych matricich se pouziva v experimentalni
regenerativni mediciné pro podporu regenerace a opravy nemocnych nebo poskozenych
organtl. Kolagen modifikovany timto zptisobem nachazi uplatnéni v riznych 1ékaiskych
procedurach, véetné oprav kyly, koznich ran, §lach, operaci bfisni stény, 1é¢by onemocnéni

rohovky a kardiovaskularnich onemocnéni. [38]

5.1.4 Typy kolagenu

Trimerizace je zasadni krok pro vSechny typy kolagenu, spocivajici ve spojeni alfa-fetézcti do
trojitych helikalnich protomeri, které se nasledné vyvijeji v komplexnéjsi struktury. Alfa-
fetézce kolagenu, rozdelené do 28 typt, jsou klasifikovany podle své strukturni architektury a
funkce. Kazdy typ kolagenu se mirné 1isi ve struktufe molekuly, coz je dano drobnymi
variacemi v sekvenci aminokyselin. Tyto typy kolagent jsou klasifikovany na zaklad¢ jejich
strukturni architektury do skupin jako jsou fibrilotvorné, sitotvorné a transmembranové

kolageny.

Tento proces zac¢ina trimerizaci, tedy spojenim tfi specifickych alfa-fetézct, které se proplétaji
a formuji trojité helikalni protomery. Tyto protomery mohou byt homotrimery nebo
heterotrimery, obsahujici kolagenni domény rtizné délky a nekolagenni ¢asti na obou koncich,
coz jsou N-NC a C-NC domény. Po vytvoteni téchto specifickych protomerti dochézi k jejich
spojeni do rozmanitych struktur, které zahrnuji spojeni na koncich molekuly, lateralni asociaci

a navijeni Sroubovic.

Sitotvorné kolageny, jako jsou typy IV, VIII a X, se 1i8i od fibrilotvornych kolagenti tim, ze
jejich C-NC casti zlstavaji zachovany ve struktufe. K dispozici jsou i krystalové struktury
téchto C-NC nekolagennich ¢asti, coz poskytuje diilezité informace o mechanismech, které fidi

selekci fetézct. [30,32]
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5141 Typl

Kolagen typu I je zakladni slozkou strukturalni integrity ktze, Slach, zubl a reprodukénich
organt a hraje kli¢ovou roli v podporte kostni tvorby. Kosti a zuby maji vysoky obsah mineralu
dahlitu, coz jim dodava pevnost, a obsahuji asi 70% mineraltt a 30% bilkovin, pfevazné
kolagenu typu I. Tento kolagen se také vyskytuje v tukové tkani, vazivovych chrupavkach,

Bowmannové membrané¢ rohovky a cévnich sténach, coz ukazuje jeho Siroké vyuziti v téle.

Diky biomechanickym vlastnostem se kolagen typu [ pouziva v primyslu, naptiklad pro vyrobu
chirurgickych niti, kolagenovych membran a antistarnoucich kosmetickych ptipravki. Je bézné
soucasti vyzivovych doplnkl a tvofi vldkna, kterd mohou byt viditelna pouhym okem. Tato
rozmanitost funkei a vyuziti podtrhuje jeho vyznam jako nejpouzivangjs$iho typu kolagenu v

lidském t¢le. [32,33]
5142 Typll

Fibrily kolagenu typu I, pfitomné v hyalinni a elastické chrupavce, jsou mensi a maji pramer
kolem 20 nm, coz je méné nez fibrily typu L. Tyto fibrily jsou ndhodné& orientovany ve viskdzni
proteoglykanové matrici, a na rozdil od typu I neagreguji do vétSich vldken. Tato unikétni
struktura umoznuje chrupavce odolavat velkym deformacim a zaroven poskytuje pevnost a
pruznost, coz je kli¢ové pro funkénost kloubi. Fibrily typu II jsou propojeny s proteoglykany
prostiednictvim kolagenu typu IX, coz vede k vyjimeénym mechanickym vlastnostem
chrupavky, umoziujici kloubiim efektivné absorbuji ndrazy a chranit kosti pted poskozenim.
Tato synergie kolagent a proteoglykant klicové ptispiva k celkové integrité a funkcionalité

chrupavd¢ité tkané. [31,32]
5.1.43 Typlll

Kolagen typu III, diive zndmy jako retikulin, se sklada ze tii alfa-1(III) fetézch a je vyznamny
pro sviij vyssi obsah hydroxyprolinu a cysteinu. Tento typ kolagenu, tvofici fibrily o délce
piiblizné 45 nm, je stabilizovan kovalentnimi disulfidickymi vazbami, které podporuji integritu
kolagenov¢ sité v tkanich. Je zdsadni béhem embryonalniho vyvoje a vyskytuje se v elastickych
tkanich, retikularnich vldknech bazalnich membran a intersticidlnich tkdnich organti jako plice,
jatra a kiize. V dospélosti je tento kolagen pfitomen v retikularnich vldknech a bazalnich
laminach membran, ¢asto ve smiSenych vldknech s kolagenem typu I. Kolagen typu III je

izolovéan bud’ ve vétSim mnozstvi pomoci enzymatického rozkladu pepsinem, nebo v mensim
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mnozstvi z embryonalni tkané, coz umoznuje jeho Siroké vyuziti v biomedicinskych a

pramyslovych aplikacich. [31, 33]
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Obrazek €. 7 Schéma tii typt kolagenu
5144 TyplV

Kolagen typu IV je zdsadni sloZkou bazalni laminy v extracelularni matrix riznych tkani. Na
rozdil od jinych typt kolagenu, které formuji fibrily nebo vlakna, kolagen typu IV tvoii trimerni
molekuly s ty¢inkovitymi i globularnimi ¢astmi, vytvaiejici pevnou a flexibilni dvourozmérnou
sit’. Tato sit’ slouzi jako strukturalni opora a filtr pro epitelové a endotelove buiiky, a je nezbytna
pro spravnou funkci tkani. Nedostatek nebo dysfunkce kolagenu typu IV miize zptisobit vazné
poskozeni svalovych vldken a vést k zdravotnim komplikacim, vcetné¢ nékterych forem

dédicnych nefritickych syndromd, které ovliviiuji ledvinovou filtrace. [31,32]
5145 TypV

Kolagen typu V, ktery je uzce spiiznény s kolagenem typu IV, se vyskytuje hlavné v zevnich
laminach svalovych elementt, gliovych buné€k a adipocytt. Tento typ kolagenu je dulezity pro
strukturdlni integritu a spravnou funkci téchto bunéénych komponent, coz naznacuje jeho

klicovou roli v podplirnych strukturach riznych tkani. Jeho pfitomnost v téchto specifickych
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oblastech napomaha udrzovat celistvost a mechanickou pevnost tkani, coz je nezbytné pro

jejich spravnou funkei a obnovu. [33]
5.2 Zelatina

Zelatina je polypeptid ziskany hydrolyzou kolagenu. V priméru asi 30 % z celkového mnozstvi
bilkovin v zivo¢isnych tkanich tvoii kolagen, ktery se rozklada na ktizi, kostech, pojivové tkani,
$lachach a dalsich organech. Zelatina je ista, lehce stravitelna bilkovina s nizkou kalorickou
hodnotou (17 kJ/g nebo 4 kcal/g), skladajici se z 18 aminokyselin s vysokou molekulovou
hmotnosti. Ptiblizn€ 88 % Zelatiny tvofi bilkoviny, zatimco zbyvajici ¢ast tvoii voda, 1-2 %
soli, popel, lipidy a sacharidy. V susiné obsahuje Zelatina piiblizné 98-99 % bilkovin. Zelatina

muze ve svych gelovych strukturach zadrzet vice nez padesatinasobek své hmotnosti. [40]

Tabulka 5: Procentualni podil jednotlivych aminokyselin obsazenych v Zelatiné

Aminokyseliny (* esencialni) g aminokyseliny ve 100g Zelatiny
Glycin 223
Prolin 13,6
Hydroxyprolin 11,4
Kyselina glutamova 9,6
Alanin 9,1
Arginin * 7,7
Kyselina asparagova 5,7
Lysin* 3,5
Serin 3,5
Leucin* 2.8
Valin* 2.4
Fenylalanin* 2,2
Threonin* 1,9
Isoleucin* 1,2
Histidin* 0,9

Hydroxylisin 0,9
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Methionin* 0,8

Tyrosin* 0,5

5.2.1.1 Vlastnosti Zelatiny

Zelatina, jako vysokomolekularni polypeptid, vykazuje fadu vynikajicich fyzikalnich a
chemickych vlastnosti, v€etné¢ hydrofility, schopnosti zelatinizace a povrchové aktivity, coz ji
¢ini velmi uziteCnou ve vice primyslovych odvétvich, jako je potravinafstvi, medicina,
kosmetika, biopolymery a fotosenzitivni materialy. Od ostatnich hydrokoloida se lisi tim, ze
vétSina z nich jsou polysacharidy, zatimco zelatina je stravitelna bilkovina obsahujici vSechny

esencialni aminokyseliny kromé tryptofanu. [41]

V potravindiském priimyslu se Zelatina pouziva jako potravinaiska ptisada a slozka funkénich
potravin. Hraje klicovou roli diky svym zelirovacim a zahustovacim schopnostem, které jsou
zasadni pro texturu a funkcénost riznych vyrobku. Je zdsadni pro vyrobu masnych produkti,
jelikoz pomahd zadrzovat vodu a poskytuje strukturu, kterd je nezbytna pro uchovani tvaru a
optimalizaci tepelného zpracovani. Nicméné, termoreverzibilita zelatiny, tj. schopnost gelu
rozpustit se pii vyssi teplot¢ a znovu ztuhnout pii ochlazeni, mize byt vyzvou v nékterych
aplikacich, protoze stabilita zelatinového gelu miize byt béhem tepelného zpracovani potravin

snadno ovlivnéna. [39]
5.2.1.2 Ptiprava Zelatiny

Zelatina je v podstaté Gisté bilkovinna slozka potravin, ktera se ziskava tepelnou denaturaci
kolagenu, ktery je strukturnim zdkladem a nejb€zné;si bilkovinou v Zivo€isné fiSi. VétSina
zelatiny se vyrabi z veptoveé kluize (41 %), hovézi kiize (28,5 %) a hovézich kosti (29,5 %) a
pouze asi 1 % pochazi z jinych zdrojii. Zelatina je ve vodé rozpustna bilkovinna latka ptipravena
procesy, které zahrnuji destrukci tercidrni, sekundarni a do ur¢ité miry primarni struktury
nativnich kolageni, konkrétné ¢aste¢nou hydrolyzou kolagenu ziskaného z ktize, bilého vaziva,
kosti zvitat a dalSich zdroji. Existuji dvé zakladni metody vyroby zelatiny, které vedou k
rozdéleni na Zelatinu typu A a typu B. Zelatina typu A je extrahovana z Zivo¢i§nych surovin
pomoci kyseliny, zatimco Zelatina typu B je ziskana alkalii. [40] V pfipad¢ Zelatiny typu A se
surovina upravuje 18-30 h v kyselém prostredi pti pH 1,5-3,0; tento postup je vhodny pro
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praseci ktize. U zelatiny typu B se surovina zpracovava v alkalickém prosttedi pii pH 12,0 po

dobu nékolika tydni az mésici; tento postup se pouziva hlavné u hovézich kazi. [42]

5.2.1.2.1 Alternativni zdroje Zelatiny

Zelatina je dulezity funkéni biopolymer, ktery se hojné pouziva v potravinach ke zlepSeni
pruznosti, konzistence a stability. Lze ji ziskat nejen z kiize a kosti suchozemskych zivocich,
ale také z ryb a hmyzu. Zelatina ziskana z prasat je bohuzel muslimskymi a Zidovskymi
komunitami zakazana. Zatimco Zelatina z hovéziho dobytka je nepiijatelnd pro nékteré
hinduistické spolecnosti. Kromé toho vyskyt praseci chiipky, Silenych krav nebo bovinni
spongiformni encefalopatie (BSE), stale vice vybizi k hledani novych alternativnich zdroja pro

vyrobu zelatiny. [40,41]

V poslednich letech poskytuji Zelatiny z ryb, dritbeze a jedlého hmyzu alternativni zdroj, ktery
je prijatelny pro halal (muslimské) a koSer (Zidovské) vyrobky. [41] Nejvice slibné a
potencidln¢ vyznamné zdroje zelatiny pochézeji z rybiho odpadu nebo vedlejsSich produkti
zpracovani ryb. Dokonce v segmentech, které se fokusuji na zpracovani pouze jednoho druhu
mohou vedlejsi produkty (nebo odpad) dosahovat ptiblizné 75 % z celkové hmotnosti ryb.
Odhaduje se také, Ze rocné se vyprodukuje témét 7,3 milionu tun vedlejSich produkti z ryb.
Mnoho vyzkumt ukazuje, ze zelatina extrahovand z téchto zdroji muze byt vynikajici

alternativou k tradi¢ni Zelatin€ ziskavané z hovéziho a veprového kolagenu.

VyuZiti rybiho odpadu a vedlejSich produktii pro vyrobu Zelatiny nabizi n€kolik vyznamnych
vyhod. Mimo poskytovani alternativniho zdroje Zzelatiny, tento pfistup také pfispiva k
minimalizaci odpadu a snizovani zneCiSténi zivotniho prostiedi. Navic, zvySeni piidané
hodnoty a diverzifikace produktt, které z toho vyplyvaji, mohou vést k vyznamnym

ekonomickym a environmentalnim ptinosim. [40]

DalSim zajimavym zdrojem Zzelatiny je hmyzi Zelatina, kterd mlZe nabidnout alternativu
piijatelnou pro muslimskeé spotiebitele. V Sudanu je konzumace jedlého hmyzu bézna, pticemz
sarance poustni a ploStice melounova jsou povazovany za vyznamné zdroje potravy v mnoha
regionech zemé. Zajimavosti je, Ze v n¢kterych oblastech Stidanu se z téchto hmyzl extrahuje
olej, ktery se pouziva jak pro vateni, tak pro léebné ucely. Tento olej, bez fenolitickych
sloucenin, vykazuje vysokou antibakteridlni aktivitu. Kromé toho, protein ziskany z téchto

broukli obsahuje 16 znamych aminokyselin, véetn¢ vSech esencialnich aminokyselin, coz ho
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¢ini sttednim zdrojem kvality podle standardi FAO/WHO, zejména kvili obsahu esencialnich
aminokyselin. Tento piistup nabizi potencialni vyuziti v potravinarském primyslu, kde hmyzi

protein muize slouzit jako cenny zdroj zivin. [41]

V neposledni fad¢ driibezi zelatina pfedstavuje vyznamny alternativnim zdroj, kde se ro¢né
vyprodukuje jen v Evropské unii (EU) asi pét tisic tun tkani z driitbezich vedlejSich produkta.
Tato tkan je bohatd na kolagen, coz ji €ini idealni surovinou pro vyrobu zelatiny, kterd celi
rostouci poptavce. Prognézy odhaduji celosvétovou poptavku na Zelatinu na ptiblizné 580 000
tun v roce 2024. V ramci Spojenych stati americky dribezi priimysl vyprodukoval v roce 2016
zivou hmotnost dribeze 28,4 milionti tun, z ¢ehoz nejvétsi podil tvotilo kuie s 24,9 miliony tun.
Driibezi maso tvofi 5,5 % celkové zemedélské produkce a 12,7 % produkce masa v Evropské
unii, pficemz v roce 2014 bylo v EU vyprodukovano 13 miliont tun driibeziho masa, z toho
78 % ptipadalo na kufeci maso. Tato data poukazuji na obrovsky potencial driibezich vedlejSich
produktt jako suroviny pro produkci Zelatiny, coz muze ptispét k diverzifikaci a udrzitelnosti

zpracovatelského praimyslu. [42]

Vsechny techniky piipravy driibezi zelatiny jsou zaloZzeny na kyselém nebo alkalickém
zpracovani suroviny, pfi¢emz alternativni metodou je enzymatické zpracovani. Tato metoda,
ackoliv je zminénd jen okrajové v literatufe, nabizi fadu vyhod, v€etné¢ mirnych reakénich
podminek ohledné teploty a pH, a také nizké davky pouZivanych enzymu. Zelatina piipravena
témto technologickym podminkdm lze pfipravit Zelatiny, které jsou konkurenceschopné s

komercné€ vyrabénymi Zelatinami a zarovei spliluji potravinaiské a farmaceutické standardy.

Kufeci zelatiny, které spliuji pozadavky halal a koSer, mohou nabidnout alternativu k hovézi,
veprove a rybi Zelatin€. Tyto Zelatiny se diky svym vynikajicim vlastnostem hodi pro Siroké
spektrum potravinaiskych aplikaci, véetné cukraren, sladkych dezertd, mlécnych vyrobkl ¢i
masnych produkti. V farmaceutickém priimyslu najdou uplatnéni pii vyrobé tvrdych (HGC) a
mekkych Zelatinovych kapsli (SGC), stejné jako v biomedicing, kde se pouZzivaji na vyrobu
hydrogeld, membran, nosicli a filmd. Tento pfistup umoZiiuje nejen efektivnéjsi vyuZiti
driibezich vedlejsich produktt, ale také podporuje udrzitelnost a inovace v ramci pramyslovych

aplikaci. [42]
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5.2.1.3 Aplikace Zelatiny

Schopnost kolagenu tvofit Zelé, znamou lidstvu jiz po staleti. Prvni zpradvy o procesu vareni
kosti na zelirujici hmotu podal v roce 1682 Francouz Papin. Pojem zelatina se zacal pouzivat
okolo roku 1700. V soucasnosti se Zelatina vyuziva v mnoha oblastech diky svym jedine¢nym
fyzikdlnim vlastnostem. Jako stabilizator, zahuStovadlo, emulgator, pénidlo a lepidlo ma
zelatina Siroké vyuziti v potravinarském primyslu. Ve farmaceutice a kosmetice se uplatituje
pii vyrobé mékkych a tvrdych kapsli, jako pojivo pro tabletovani ucinnych latek nebo pfi
mikroenkapsulaci. Zelatina také nachazi uplatnéni ve fotoprimyslu a dokonce i v metalurgii,

kde se pouziva v elektrolytech. Tato Siroka Skala aplikaci podtrhuje vyznam Zelatiny jako

biologicky odbouratelného materidlu s mnohostrannym vyuzitim. [40]

5.2.1.4 Inovativni aplikace Zelatiny

Jednou z inovativnich metod je vyroba jedlého kompozitniho filmu z Zelatiny, ziskané z
kutecich kazi, coz je vedlejsi odpad dribeze, s pfidavkem ryzové mouky. Tento alternativni
materidl ma potencidl nahradit mnoho potravinafskych obald, které jsou vyrobeny z
petrochemickych a biologicky nerozlozitelnych materialti. Vyroba téchto tradi¢nich obalti vede
ke generovani nadmérného odpadu a znecisSténi Zivotniho prostifedi, coz vyvolava vazné
ekologické problémy. Ptidavek ryZové mouky do kompozitu zvySuje propustnost pro vodni

paru a snizuje rozpustnost filmu, coz zlepSuje jeho funkcni vlastnosti.

Navic, tento film nabizi snizenou propustnost ultrafialového a viditelného svétla, ¢imz zvySuje
jeho prihlednost a ¢ini ho hladSim a méné poréznim. Rentgenova difrakéni analyza (XRD)
potvrdila zlepSenou krystalickou strukturu filma. Diky témto jedinecnym vlastnostem maji
zelatinové folie velky potencial pro komer¢ni vyuziti, zejména jako obaly pro potraviny. Tyto
folie 1ze aplikovat bud’ pfimo, nebo nepiimo na povrch potravin, kde chrani pted rGstem
mikroorganismi, solnou rzi, zneuZitim pfi manipulaci, pfenosem vody, ztratou vlhkosti a

adsorpci oleje pii smaZeni. [43]

Dalsi vyuziti zelatiny je mozné nalézt v oboru tkanového inzenyrstvi, ktery predstavuje
interdisciplinarni pole zahrnujici technologie z biologie, chemie, mediciny, farmacie a
materidlové védy. Tento obor piinasi inovace v oblasti ndhrady a regenerace lidskych tkani a
organt. V USA, podle nedavnych udaji, je na seznamu ¢ekateld na transplantaci organti vice

nez 107 000 lidi, ptfiCemz denné zemie piiblizn€¢ 17 z nich. V Evropé je situace podobné
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naléhava, s kazdou hodinou piibyva Sest pacientl na ¢ekaci listiny a s odhadovanym poctem

18 amrti denné.

Tento interdisciplinarni obor tkanového inzenyrstvi nabizi alternativni feSeni zdravotnich
probléml spojenych se selhanim orgdnt a tkani. Hlavnim cilem je navrhovani, vyvoj a
optimalizace trojrozmérnych (3D) scaffoldd, které slouzi k opravé, hojeni a regeneraci
poskozenych tkani. Tato oblast se rychle rozviji diky pokrokiim v technologiich jako je 3D
bioprinting, ktery umoziiuje vytvaret scaffoldy integrované s riznymi kompozitnimi materialy,
vcetné biologickych latek a bun€k, coz zvySuje jejich funkénost a ucinnost. Tato technologie
piipravila pidu pro novou inovaci zndmy jako je 4D bioprinting, ktery piidava schopnost
tisténych struktur dynamicky reagovat na zmény v prostiedi, jako jsou pH nebo teplota. Tato
metoda predstavuje velky krok vpted, protoze umoziuje vytvaret struktury, které 1épe
napodobuji pfirozenou tkan a mohou se adaptovat na zmény v téle, coz je kli€ové pro jejich

efektivni integraci a funkénost v biomedicinskych aplikacich

Tento prilom v technologii 3D a 4D bioprintingli pfedstavuje vyznamny krok vpted nejen v
prakti¢nosti a nadkladové efektivit¢ vyrobniho procesu, ale také pii prechodu do klinické
aplikace t&chto inovativnich metod. Zelatina, vyuZivana jako zakladni komponent v téchto
bioprintingovych technologiich, ukazuje velky potencidl jako jeden z kli€ovych biomateriali
pro budouci sméry v biomediciné. Dliraz mize byt kladen nejen na 1é¢bu, ale 1 na detekci a
diagnostiku nemoci, coz by umoznilo v€asné rozpoznani a efektivnéjsi 1écebné postupy. Tento

ptistup pfinasi nadéje pro zlepSeni kvality zivota pacientl s riznymi onemocnénimi [44]
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II. PRAKTICKA CAST
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6 Cile prace

Komer¢ni zdroje pro vyrobu zelatin tradicné zahrnuji hovézi a veptové kosti a klize. B€zné se
rozliSuji dvé zakladni metody extrakce, a to produkce zelatiny typu A, ziskdvané acidifikaci, a
zelatiny typu B, ktera je extrahovana alkalickou metodou. Tyto procesy se realizuji pii
extrémnich pH hodnotiach. V posledni dobé narlstd zdjem o alternativni zdroje Zelatin,
napiiklad z dribezich nebo rybich vedlejSich produktli, pficemz driibezi Zelatina se ukazuje
jako vyznamny alternativni zdroj. Drubezi zelatina piedstavuje vyznamny alternativnim zdroj,
kde se ro¢n¢ vyprodukuje jen v Evropské unii (EU) pfiblizné 5 tisic tun tkani z dribezich

vedlejsich produkti. [42]

vvvvvv

driibezich Zaludki li§i tmav$i barvou a vyS$im obsahem tuku. Na rozdil od tradi¢nich
acidickych nebo alkalickych metod byl zvolen ekologictéjsi a Setrnéjsi zpisob osetfeni suroviny

pomoci proteolytického enzymu Protamex, coz pfedstavuje klicovou inovaci této prace.

Cilem této diplomové prace je rozvijet a optimalizovat metody ziskdvani a hydrolyzace
kolagenu z kachnich zaludkl za uc¢elem produkce zelatin a hydrolyzati. Experimentalné se
zaméfuji na piipravu kolagenu z kachnich zaludkl, které jsou v prvni fazi oSetfeny
proteolytickym enzymem. Jde o kliCovou soucast prace, protoze nezahrnuji tradi¢ni kyselinové
¢1 zasadité hydrolyzacni procesy, ale misto toho vyuZzivaji mirné reakéni podminky
s kondiciovanim suroviny za chladné teploty a stdlého pH. V experimentech budu zkoumat
rizné koncentrace enzymu a teploty pfi extrakci Zelatiny, pficemz vlastnosti v§ech Zelatinovych

gelt budou dikladné testovany.

Zamérem mé prace je overit, zda je mozné z méné tradi¢nich kachnich Zaludkl vyrobit kolagen
a nasledné¢ Zelatiny s vlastnostmi srovnatelnymi s komeréné vyrabénymi Zelatinami, a stanovit
optimalni podminky pro jejich pfipravu. Tato experimentdlni studie mé potencial navrhnout
optimalni podminky pro vyrobu Zelatin, pficemz vysledky by mohly rozsifit moznosti vyuziti

driibezich vedlejsich produktl v primyslu.
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7 Material a metody
7.1 Vstupni surovina

Vychozi surovinou byly kachni Zaludky od spolecnosti Vodnanské kute. Od pordzky zvitete ke
mn¢ to trvalo 2 dny. Pfeprava suroviny probihala v chladicich boxech, aby se zachovala jeji
teplota a Cerstvost. Surovina byla ocisténa od zbytkovych tkani a nasledné namleta na velikost
3 mm, coz je velikost ledviny. Byla provedena analyza vstupni suroviny a jeji hodnoty jsou

v Tabulce ¢.6.

Tabulka 6: Slozeni vstupni suroviny (v susinge)

Obsah susiny Obsah tuku Obsah popela | Obsah bilkovin | Obsah kolagenu
(%) (%) (%) (%) (%)
22,91 14,38 3,24 80,38 32,48

Obrazek ¢. 8: Syrova vstupni surovina — kachni zaludky
7.2 Pristroje, pomiicky a chemikalie

Analytickd vahy M254A, Predvazky KERN 440-33, Trepacka digitalni IKA-HS 501, Teplotni
¢idlo, Topna deska CERAN 93020, Topné hnizdo LTHS 1000, Topna deska s tepelnym ¢idlem
IKA C-MAG HS7, Michacka magnetickd 2002 LED IDL, Termostat obéhovy C10-P5U,
Termostat BSK ET618 180 1, Mixer Tefal BL 435831, SuSarna Venticell, Susarna Memmert
ULP 400, Susarna Binder E28-TB1, Muflova pec Labotherm L9/11, Analyzator LFRA Textury
1000, Chladni¢ka Elektrolux ERF 250 4 AOW, Mrazék Zanusi, Slehat IKA T 25 digital Ultra-
Turrax, Varovna deska s termostatem a magnetickym michadlem Schott a IKA C MAG HS7,
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Lednicka, Mixéry Eta a Bosch, Stopky, Exsikator, Plynovy kahan, Sevens - LFRA analyzator,
Termostat Thermo Hauke, Ubeleho viskozimetr, Thermo spektronick Helios €, Destila¢ni
aparatura, Extrak¢ni aparatura, Odstfedivky firmy Hettich Zentrifugen Rotina 35 a EBA 20,
VysokootaCkové michadlo IKA T25.

Pipety, balonky, odmérné banky, odmérny vélec, Petriho misky, kuchynskée sito, kybl, plechy,
1zicky, pinzety, kozeluzskéd miska, ty€inky, tkanina na filtraci, kddinky, zihaci kelimky, LDPE

uzaviratelné sacky, klesté

30 % NaOH, 0,2 m NaCl, 0,3 M NacCl, smés petrolether/ethanol, 3 % HCI, enzym Protamex, s6-
jovy olej, destilovand voda, 96 % H>SOs4, 33% H>0O;, chloroform, ethanol, smésny katalyzator,

Tashiro indikator
8 Postup prace pripravy Zelatin

Blokové schéma postupu zpracovani kachnich zaludkd.

Kachni zaludky Extrakce 2 frakce zelatiny

Surovina + destilovana voda,
teplota 70 °C, 45 min _
Zelatiny druhé

Extrakce 3 frakce zelatiny

Odstranéni albumind

promyti ve studene vodé 5
minut :
Surovina + destilovana voda,

teplota 90 =C, 45 min
ielatfrry prvni
frakce

Odstranéni glo

opracovaniv 0,2 M NaGlLv Extrakce 1 frakce zelatiny

< ; Filt
pomeéru 1:6 po dobu 1,5h ferace

Surovina + destilovana voda,
podle FaktoruAa B .
Zelatiny treti frakce

Odstranéni globulinG

opracovaniv 0,3 M NaClv NerozloZeny podil
poméru 1:6 po dobu i

Hydrolyzat

Pierugeni/Odtuénéni
Kolage + destilovana voda 1:10 ..
mex po dobu 22 hod, pfi Suseni
ploté 8 °C pfi pH 6,5-7
103 °C pres noc

Obrazek ¢. 9: Zpracovani kachniho separatu na zelatinu
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8.1 Priprava kolagenu

Zpracovani vstupni suroviny kachnich zaludkt na €isty kolagen probiha v n¢kolika fazich, které
jsou navrzeny tak, aby bylo mozné efektivné odstranit necistoty a minimalizovat poskozeni
proteini. Inicidln€ byla rozemleta surovina podrobena dikladnému promyti ve studené vodé,
aby byly odstranény albuminy. Tento krok zahrnoval promyvani na kuchynském situ a ponoteni
do kyblu s vodou po dobu 5 minut. Nasledovalo obrabéni v roztoku 0,2 M NaCl, coz pomahalo
v eliminaci ¢asti globulinii. Surovina byla obCasné¢ michana po dobu 1,5 hodiny pii pokojové

teplote, po které byla opét promyta ve studené vodé.

Dalsi faze zahrnovala smichani suroviny s 0,03 M NaOH, ktera dale redukovala obsah
globulinti po dobu 45 minut. Smichand surovina s roztokem byla ob¢asné michana, a po kazdém
kroku nasledovalo dikladné promyti vodou. Tento cyklus byl opakovan ¢tytikrat. Po dokonceni
alkalického oSetfeni byla surovina promyta a pfipravena k suSeni na plechu pti 35°C v susarné

s cirkulaci vzduchu, coz trvalo 48-60 hodin.

Odtuénéni suroviny bylo provadéno pomoci smési rozpoustédel petrolether a ethanol v poméru
1:1, ptfi¢emz proces trval 1,5-2 dny s obcasnou vyménou rozpoustédel. Po odtucnéni byl

kolagen rozprostfen na plech a ponechén odpafit v digestofi.

Finalni krok zahrnoval rozemleti kolagenu na jemnost piiblizn¢ 3 mm. Toto rozemleti bylo
provadéno opatrné, aby nedoSlo k poskozeni struktury kolagenu a rozemleti na pfili§ malé
struktury. Vysledny produkt byl skladovan v temnu v uzaviené nadobé&. Pro spravné navazeni
enzymu v nasledujicich krocich bylo nezbytné stanovit mnoZstvi suSiny u pfeciSténého
kolagenu. Tato pecliva piiprava a kontrola kvality vstupni suroviny byly klicové pro uspésné

zpracovani a ziskani kvalitniho kolagenu z kachnich zaludku.

Obrazek €. 10: Surovy kolagen
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8.2 Priprava hydrolyzatu kolagenu

Ptiprava Ptiprava hydrolyzatu z kachnich zaludkt zahrnuje nékolik klicovych krokd, které jsou
zasadni pro ziskani kvalitniho produktu. Prvnim krokem je kondicionovani 40 grami ¢istého
kolagenu. Kolagen byl smichan s destilovanou vodou v poméru ptiblizné 1:10, nésledovalo
michéani po dobu 20 minut, béhem kterého bylo pH upraveno na 6,5 az 7,0. Po této upravé byl
pridan proteolyticky enzym Protamex, jehoz mnozstvi bylo urceno faktorem A (0,1-0,3 % -
vztazeno k suSin¢ suroviny). Enzymaticka reakce probihala pfi mirném tfepani a kontrolované
teploté 8 °C, s periodickou kontrolou a tpravou pH po dobu prvnich 4 hodin. Po dokonceni
enzymatické reakce byla smés filtrovana ptes sitko s tfemi vrstvami tkaniny a ziskany

hydrolysat byl vysusen pii 70 °C na plechu s nepfilnavou folii po dobu ptiblizn¢ 24 hodin.

Obrazek ¢. 11: Hydrolyzat kachniho kolagenu
8.3 Priprava Zelatin

Proces zacind promichdnim ziskané suroviny po ptredchozich krocich s vodou, aby byl
odstranén enzym. Ddle je surovina smichdna s vodou v poméru pfiblizn€ 1:10. Tato smés je
extrahovana pii peclivé regulované teploté podle faktoru B (50-60 °C). Béhem extrakce je
dualezité intenzivné michat smes, coz zajistuje rovnomeérnou distribuci tepla a efektivni extrakei
zelatiny. Po dosaZeni pozadované teploty a uplynuti potiebného ¢asu podle faktoru C (20—40
minut) byla smés filtrovana pfes sitko s ttemi vrstvami tkaniny. Nasledné byl Zelatinovy roztok
(prvni frakce) rychle zahtat na 85 °C a udrZovan na této teploté po dobu péti minut. Poté byl
roztok zelatiny rozlit na plechy s nepfilnavou folii. Nejprve byl roztok chlazen v lednici na 30

minut pro rosolovani, nasledovalo suseni pii 40 °C pies noc a konecné dosuseni pii 65 °C po
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dobu osmi hodin. Takto byla ziskéna 1. frakce zelatiny. Nasledné nerozlozeny material byl
smichan opét s destilovanou vodou ve stejném pomeéru a byl extrahovan 45 minut pfi teploté
70 °C. Zelatinovy roztok byl zahat na 85 °C a udrzovan na této teplotd po dobu péti minut.
Nasledné se opakoval stejny proces suSeni, ktery byl jiz popsan a takto byla ziskdna 2. frakce
zelatiny. U 3. frakce byl postup prace totoZny, jen se liSila teplota, kterd byla 90 °C. Nebylo
nutné jiz zahtivat teplotu po ukonceni extrakce, jako tomu u dvou predeslych. Suseni probihalo
opét za stejného postupu a zbyly nerozlozeny podil byl vysusen na PA tkaniné pies nos pfi

teploté 103 °C.

Obrazek €. 12: Druha frakce zelatiny po vysusSeni
9 Analyzy vstupni suroviny, meziprodukti a koneénych produkti
9.1 Stanoveni obsahu suSiny

Stanoveni suSiny je analyticky proces, ktery je aplikovan za ti€elem kvantifikace pevnych latek
obsazenych ve vzorku nebo roztoku. V ramci experimentalniho postupu bylo do kozeluzské
misky zvazeno 5 g vstupni suroviny. Nasledné byla kozeluzska miska umisténa do susarny, kde
probihal proces suseni vzorku pfti teplot¢ 103 °C az do dosazeni konstantni hmotnosti. Pro
zajisténi presnosti vysledkil bylo stanoveni suSiny (S [%]) provedeno Ctyfikrat a vysledna

hodnota byla vypocitana podle pfedem stanoveného vzorce.
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my
S=—=x100

S — obsah susiny ve vzorku
ml — hmotnost vzorku po vysuseni [g]

m?2 — hmotnost vzorku pfed vysuSenim [g]

Obrazek €. 13: Stanoveni susiny v kozeluzskych miskach
9.2 Stanoveni obsahu popela

Popeloviny jsou definovany jako nespalitelné anorganické latky, které zlstavaji po zpopelnéni
vzorku nad kahanem nebo v peci. Proces stanoveni popelovin byl proveden dvakrat u jednoho
vzorku a zahrnoval né€kolik krokid. Nejprve byl na analytickych vahich zvazen piedem
prezihany a vychladnuty kelimek. Do tohoto kelimku bylo navazeno piiblizné 0,5 g zelatiny.
Nasledovalo velmi opatrné spalovani vzorku nad plynovym kahanem, zpocatku v klestich na

mirném plamenu, a poté byl vzorek Zihdn v muflové peci po dobu 6 hodin pfi teploté 650 °C.

Po Zihani byl kelimek nechan ¢aste¢né vychladnout na kovové sitce ptiblizné 5 minut a poté
byl umistén do exsikatoru. Po vychladnuti na pokojovou teplotu byl kelimek znovu zvazen.

Obsah popela P [%] byl vypocten podle vzorce.

Obsah popela v hm. % se vypocita podle vzorce:

my
P=—x100
n
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P — obsah popela [%]

m, — hmotnost popela [g]

n — navazka vzorku [g]

Obsah popela piepocteny na susinu se vypocita podle vzorce
Ps = P Xf

Ps — obsah popela piepocitany na susinu [%]
P — obsah popela [%]

f - prepocitavaci faktor na susinu

100
T 100 —v

v — obsah vody [%]

Obrazek €. 14: Kelimek po zihani v muflové peci

9.3 Stanoveni obsahu dusiku a ¢istych bilkovin

Proces mineralizace a nasledné destilace jsou klicové kroky v analyze Zelatiny. Nejprve bylo
na analytickych vahach navazeno 1 g Zelatiny do mineraliza¢ni bariky, do které bylo opatrné
piidano 10-12 ml koncentrované kyseliny sirové (H2SO4). Dale byl pfidan smésny katalyzator

a batika byla umisténa na mineraliza¢ni aparaturu. Mineralizace probihala pfti teploté 450 °C az
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do momentu, kdy obsah banky byl ¢iry a bezbarvy. Pro urychleni procesu byl pouzit 33%

peroxid vodiku.

Po vychladnuti bylo opatrné ptidano malé mnozstvi destilované vody (pfiblizn€ 10 ml) a obsah

byl michan pfi chlazeni stén banky pod tekouci vodou. Nasledné byl obsah banky pfenesen do

100 ml odmérné baiiky, kde byla doplnéna destilovana voda az po znacku a dobfe promichana,

¢imz vznikl mineralizat.

Pro destilaci bylo do ptedlohy Parnas-Wagnerova pfistroje nalito 50 ml 2% roztoku H3BOs a

do nalevky bylo odpipetovano 20 ml pfipraveného mineralizatu spolecné s 25 ml 30% roztoku

NaOH. Po spusténi chladice byl amoniak vydestilovan vodni parou do ptedlohy po dobu 20

minut od pocatku varu vody ve vyvijeci. Po skon¢eni destilace byl do ptedlohy pfidan Tashirtv

indikator a tato smés byla titrovana 0,02 mol-1-1 roztokem H2SO4 do slabé riizového zbarveni.

Obsah organického dusiku v % byl vypocten dle vzorce:

N = V; x0,0014 x100 V1,
- n Vs

V1 — objem odmérného roztoku H2SO4 spotiebovany na titraci [ml]
V2 — celkovy objem mineralizatu [ml]
V3 — objem mineralizatu pipetovany na stanoveni [ml]
f — pepocitavaci faktor odmérného roztoku H>SOs (¢ = 0,05 mol-17") &
n — navazka vzorku [g]
N — Obsah organického dusiku [%]
Obsah cistych bilkovin v % byl pak vypocten dle vzorce:
B=NXF
B..... Obsah cistych bilkovin [%]
F....... Univerzalni piepocitavaci faktor (F= 6,25)

N......... Obsah organického dusiku [%]
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Obrazek ¢. 15: Parnas-Wagnerova aparatura
9.4 Stanoveni zbytkového mnoZstvi tuku dle Soxhleta

Do pfedem zvazené patrony bylo s pfesnosti na 4 desetinnd mista navazeno 15 g vzorku.
Nasledovala extrakce, kterd probihala 8 hodin v chloroformu. Po této dob¢ bylo rozpoustédlo
oddestilovano a vzorek byl dale extrahovan v etanolu po stejnou dobu. Mnozstvi
vyextrahovaného tuku bylo zjiSt€no gravimetricky a pfepocitdno na procentudlni mnoZstvi
zbylého tuku ve vzorku. Tento postup umoziuje piesné a spolehlivé stanoveni lipidového

obsahu, coz je kli¢ové pro analyzu a kvalitativni hodnoceni vzorkd.
9.5 Stanoveni obsahu kolagenu

Proces stanoveni kolagenu byl proveden po stanoveni obsahu tuku metodou Soxhleta. Nejprve
bylo navazeno 15 g suroviny. Tato navazka suroviny byla nasledné smichdna s 0,1 M roztokem
NaOH v poméru 1:30, coz v piipad¢ 15 g suroviny odpovida ptidani 450 ml NaOH. Po smichani
byla smés zahtata na 95 °C a udrzovana na této teploté po dobu 45 minut, aby doslo k rozpusténi
kolagenu. Po uplynuti stanoveného Casu byla smés ptefiltrovdna pfes sito a tuhy podil byl
dikladn€ promyt vodou. Nasledné byl tuhy podil vysusen pfi teplote 103 °C a zvazen. MnoZzstvi

kolagenu, které¢ bylo ztraceno béhem procesu, bylo ur¢eno gravimetricky.
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9.6 Stanoveni bilan¢ni chyby

U vsech experimentalnich vzorki byla stanovena bilan¢ni chyba Ben [%], ktera se pocitd podle

VZorce.

B — celkova bilance [%]
m: — hmotnost susiny vztaZzena na hmotnost kachnich zaludkl po opracovani [g]

m2 — soucet ziskanych vytézkt (hydrolyzat, 1,2,3 — frakce, nerozlozeny podil)

Bep, =100 - B
B — celkova bilance [%]

BCh — bilan¢ni chyba [%]
9.7 Stanoveni uc¢innosti extrakce

U vSech experimentll byla provedena hmotnostni bilance. Na zdklad€¢ vysledkl stanoveni
dil¢ich uc¢innosti extrakce byla zjiSténa celkova UcCinnost extrakce, kterd charakterizuje
celkovou efektivitu zpracovani vychozi suroviny na koneéné produkty. Uginnost extrakce 1 [%]

byla stanovena u vSech vzorki a byla zjisténa podle nasledujiciho vzorce.

_ X x 100
U—ml

1 — ucinnost extrakce [%]
mi — hmotnost suSiny vztaZzena na hmotnost kachnich Zaludkl po opracovani [g]
K — hmotnost vzorku po 1. stupni opravovani, hmotnost Zelatiny [g]

V kontextu extrakce, bilan¢ni chyba se tyka rozdilu mezi ocekavanym vytézkem extrakce a

skute€nym vytézkem.
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9.8 Stanoveni pevnosti gelu Zelatiny

Analytickym meéfitkem zelirovaci schopnosti je Bloomova hodnota. Bloomova hodnota je
hmotnost v gramech, ktera je potfebna k vytlaceni povrchu standardniho termostatovaného gelu
do definované hloubky za standartnich podminek. [29] Stanoveni pevnosti zelatinového gelu bylo
provedeno dle standartnich metod testovani Zelatiny dle Gelatin Manufacturers Institute of
America. Vzorek gelu s koncentraci 6,67 % (w/w) byl pfipraven do nadoby. Dle specifikované
metodologie, uvedené v pfilozené tabulce €. 7, bylo do nadoby zvéazeno presné mnozstvi
vzorku, ke kterému bylo pfiddno odpovidajici mnozstvi destilované vody. Vzorek byl nasledné
nechan bobtnat po dobu jedné hodiny. Pro rozpusténi vzorku byla nddoba umisténa na vodni
lazen a za stalého michani pfi teploté pfiblizn€ 45 °C proces rozpousténi pokracoval, az do
vytvofeni homogenniho Zelatinového roztoku. Po této fazi byl Zelatinovy roztok ponechan
odpocivat pti laboratorni teplot¢ a poté byl prenesen do chladiciho zatizeni, kde byl chlazen pti

10 °C.

Me¢fteni konzistence gelu bylo realizovano po 16 az 18 hodinach chlazeni pomoci pfistroje
Stevens-LFRA Texture Analyser. Cely proces méfeni byl proveden dvakrat, pficemZ druhé
méteni bylo lokalizovano na odliSném misté€ nez prvni, aby se ziskala kontrolni data. Vysledna
hodnota byla stanovena z prvniho méteni. Behem méfeni byla zjisténa sila potfebna k penetraci
povrchu vzorku sondou do hloubky 4 mm s rychlosti 1 mm/s. Vysledna hodnota byla vyjadiena

v jednotkach Bloom.

Tabulka 7: Mnozstvi Zelatiny, vody a velikost nadoby pro riizné metody stanoveni pevnosti gelu

Metoda | Navazka Zelatiny [g] | Navazka vody [g] Prepocitavaci Nadoba
faktor
A 7,5 104,5 1 Ptedepsana
B 3 42 1,263 Nadoba o 2
C 1,5 21 1,637 Nédoba o Y4
D 0,9 13 2,530 Nédoba o %
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Obrazek ¢. 16: Stevens-LFRA Texture Analyser pro méfeni pevnosti gelu
9.9 Stanoveni dynamické viskozity Zelatiny

Stanoveni viskozity zelatinového gelu bylo provedeno dle standartnich metod testovani zelatiny
dle Gelatin Manufacturers Institute of America. Stanoveni viskozity 6,67% zelatinového
roztoku bylo provedeno méfenim doby, za kterou 100 ml roztoku proteklo standardizovanou

pipetou pii teploté 60 °C. K tomuto uéelu se pouziva Ubbelohdeho viskozimetr. Zelatinovy

vvvvv

viskozimetru, umisténé mezi dvé vyznacené rysky na spodni bance. Viskozimetr se vlozi do
kovového drzéku, ktery se ponofi do sklenéné nddobky vytemperované na 60 °C. Nasledné je

métena doba, za kterou protece roztok mezi ryskami.

ME¢ti se Cas priicchodu roztoku mezi dvéma ryskami a méteni kon¢i, kdyz jsou zaznamenany tfi
po sob¢ jdouci shodné Casy. Nejprve se vypocita kinematicka viskozita a poté dynamicka

viskozita, pfi¢emz konecny vysledek predstavuje hodnota dynamické viskozity.
B
v=KXt——
t

v — kinematicka viskozita [mm?/s]

K — konstanta viskozimetru zjisténa ovéienou kalibra¢ni kapalinou (0,5)

t — aritmeticky prumér zméfenych pritokovych dob [s]

B — konstanta ke korekei na kinetickou energii ur€end z rozméra viskozimetru (2,8)

Vypocet dynamické viskozity:
n=vXp
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n - dynamicka viskozita [mPa . s]
v — kinematicka viskozita [mm?/s]

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

-

Obrazek ¢. 17: Pristroj Thermo Haake a Ubbelohdeho viskozimetr pro méfeni vizkozity

9.10 Stanoveni teploty tuhnuti Zelatiny

Bod Zelatinace je definovan jako teplota, pii které Zelatinovy roztok zacina Zelirovat. Tato
teplota byla stanovena jako teplota, pii niz ztuhly zelatinovy roztok udrzel na svém povrchu
kulicku o hmotnosti 0,1065 g, aniz by se propadla na dno. Sklenéna zkumavka s
homogenizovanym vzorkem byla pfipevnéna do drzaku na topné desce, ktera byla ponotfena do
studené¢ vody. Teplota postupné ochlazujiciho se Zzelatinového roztoku byla méfena
teplomérem, ktery byl zaveden do zkumavky. Bod Zelatinace byl indikovan v okamziku, kdy

odpor vytvoteného gelu prekrocil tlak kulicek.
9.11 Stanoveni teploty tani Zelatiny

Pro méfeni bodu tani byly sklenéné trubicky o priméru pfiblizné¢ 2 mm a oteviené na obou
koncich umistény do roztoku Zelatiny. Sklenéné trubicky byly vyjmuty z gelu tak, aby v nich
zlstal asi 1 cm gelu. Takto pfipravena kapilara byla vlozena do lednice o vnitini teploté 4,5 °C
a byla ponechana 2 hodiny se chladit. Poté byla kapilara umisténa do zkumavky s destilovanou

vodou, kterd byla umisténa do kadinky s vodni l4zni na vafici. Jakmile byla dosazena teplota



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

tani, ¢asti zelatiny se v diisledku vzniklého hydrostatického tlaku posunuly nahoru. Tato teplota

byla oznacena jako teplota tani gelu.

Obrazek ¢. 18: Aparatura pro méfeni teploty tani
10 Vysledky

Nasledujici ¢ast prace je vénovana detailnimu popisu a srovnani hydrolyzatd a zelatin ziskanych
b&hem extrakce kolagenu, ktery byl opracovan proteolytickym enzymem Protamex za rtiznych

podminek.

Na zéklad¢ peclivého prizkumu relevantni literatury byly peclivé stanoveny optimalni
podminky pro extrakci kolagenu do tii frakci. Bylo provedeno 9 experimentl dle metodiky
faktoru 3%+1 sttedovy. MnoZstvi enzymu bylo stanoveno v rozmezi 0,1 — 0,3 %. Teplota prvni
frakce byla pfi teplotdch mezi 50 az 60 °C, pficemz doba extrakce se pohybovala v rozmezi 20
az 40 minut. Pro druhou frakci byla zvolena teplota extrakce 70 °C a doba 45 minut, zatimco
pro treti frakci byly upfednostnény teploty 90 °C po dobu 45 minut. Tyto parametry byly
podrobné testovany v ramci deseti experimentd, véetn¢ kontrolniho slepého vzorku, kde nebyl
pfitomen enzym. Tento experimentalni plan umoznil komplexni studium vlivu faktort A

(mnozstvi enzymu), faktori B (teplota extrakce) a C (doba extrakce) na vysledky procesu.

Pro statistické vyhodnoceni byl vyuzit sofistikovany software MiniTab 19, ktery umoziuje
detailni a komplexni analyzu ziskanych dat. Grafické zobrazeni vlivii zkoumanych procesnich
faktori je prezentovano prostfednictvim Paretovych diagrami a vrstvenych grafti, coz
poskytuje uzitecny nastroj pro interpretaci vysledki a identifikaci klicovych vlivii jednotlivych
faktorii na extrakéni proces. Kromé toho byly vysledky experimenti podrobeny statistickému

vyhodnoceni pomoci p-hodnoty. Zjisténi hodnoty nizs$i nez 0,05 u faktoru signalizuje jeho
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vyznamny vliv na hodnocené proménné s az 95 % pravdépodobnosti, coz dale podtrhuje
dilezitost sledovanych faktori v ramci extrakéniho procesu. Klicové sledované faktory, jako je
teplota a doba extrakce, byly peclivé analyzovany a zhodnoceny v ramci statistického
zpracovani dat. Vysledky téchto analyz jsou prezentovany v tabulce €. 8, které obsahuji

kompletni ptehled naméfenych a vypoctenych hodnot.
10.1 Vytézky extrakce Zelatiny

Tabulka 8: Plan experimenti s technologickymi podminkami podle Taguchiho navrhu, vcéetné

wtezku jednotlivych frakci Zelatiny, nerozpusténého pevného zbytku a chyby bilance.
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1 0,1 50 20 6,5 56 | 20,1 | 8,6 | 342 | 40,8 | 54,6 | 4,8
2 0,1 50 40 6,8 | 150 | 13,0 | 7,1 | 351 | 41,9 | 52,8 | 5,3

3 0,1 60 20 6,2 | 12,1 | 183 | 8,0 | 383 | 44,6 | 51,0 | 4,5

4 0,1 60 40 6,5 | 209|109 | 7,7 | 39,5 | 46 | 48,7 | 5,3

5 0,3 50 20 | 10,0 | 11,2 | 20,3 | 7.4 | 38,9 | 48,9 | 46,3 | 4,8

6 0,3 50 40 | 10,0 | 19,5 | 15,6 | 7,1 | 42,2 | 52,2 | 42,2 | 5,6

7 0,3 60 20 | 103 | 20,1 | 19,2 | 7.4 | 46,6 | 57 | 38,6 | 4,5

8 0,3 60 40 | 10,0 | 2544 | 159 | 7,7 | 49,0 | 59 | 36,9 | 4,2
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9 0,2 55 30 83 | 142 | 195 | 8,0 | 41,6 | 50 | 451 | 5,1

10 0 55 30 60 | 50 | 7,1 | 6,2 | 183 | 24,5 | 70,2 | 5,4

V tabulce €. 8 je uveden rozpis experimentil s technologickymi podminkami a charakteristika
procesu podle Taguchiho navrhu se 3 faktory na 2 urovnich a jednim slepym experimentem bez
pridavku enzymu. Tabulka obsahuje informace o vytézich hydrolyzatt, vytézky prvni, druhé a
tieti frakce zelatiny a hodnoty nerozpusténého zbytku a vypoctené chyby méfeni bilance.
Mnozstvi hydrolyzatu se pohybovalo v rozmezi 6,2 az 10,3 %. NejniZ$i hodnota, tj. 6,2 %, byla
ziskana pokusem €. 3 a naopak nejvyssi hodnota (10,3 %) pokusem €. 7. U slepého pokusu
(¢. 10) bylo mnozstvi hydrolyzatu pouze 6 %. Zpracovani vychoziho materidlu enzymem ma
ziejm¢ vliv na kachni tkan, protoze vytézek hydrolyzatu byl u pokusu ¢. 10 nejmensi (ke
zpracovani vychoziho materialu zde nebyl pouZit Zadny enzym), a vytéznost hydrolyzatu rostla
se zvySujici se koncentraci enzymu (Faktoru A). Vytézek Zelatiny prvni frakce se pohyboval
mezi hodnotami 5,6 a 25,4 %. Niz8i hodnota byla ziskdna u pokust €. 1 a naopak nejvyssi
hodnota byla zjisténa u pokusu. 8. Nizky vytézek 5,0 % v pokusu €. 10 opét potvrdil, ze
enzymova uprava ma vliv na vytézek zelatinovych frakci. Vytézek druhé frakce se pohyboval
v rozmezi 10,9 — 20,3 % a vytézek tieti frakce se pohyboval v rozmezi 7,1 — 8,6 %. Slepy pokus
poskytl pouze 7,1 % a 6,2 % pro druhou a tieti frakci zelatiny. MnoZzstvi nerozpusténého pevné
podilu se pohybovalo v rozmezi 36,9 - 54,6 % a tato hodnota byla pouzita pfedev§im pro

030

VytéZek
42

n

L1
025

EEENEEE
fubkbh

ET
&7

v o [} [}

Enzym (%]
5

015

010
20 25 20 3s 40

Cas [min]

Obrazek €. 19: Vrstevnicovy graf zavislosti enzymu a ¢asu na celkovou uéinnost extrakce
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vypocet mnozstvi nerozpusténé susiny. Zbytkovy podil u slepého vzorku byl 70,18 %. Nasledné
byla BE vypoctena podle celkové bilance.

Z Obrazku €. 19 je ziejmé, Ze snizeni mnoZzstvi enzymu a zkraceni doby extrakce vedou k
poklesu celkové G¢innosti procesu. Pokud se pouzije pouze 0,1 % enzymu a extrakce trva 20
minut, dosahuje se nejnizsi U€innosti. Naopak, pfi zvySovani mnoZstvi enzymu a prodluZzovani
doby extrakce, tedy pfi pouziti 0,3 % enzymu po dobu 40 minut, je dosazeno nejvyssiho vytézku

extrakce Zelatin.
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Obrazek €. 20 Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a teploty na celkovou t¢innost extrakce
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Obrazek €. 21: Vrstevnicovy graf vlivu Casu a teploty na celkovou ucinnost extrakce
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Na obrazku ¢. 20 je vyobrazen vrstevnicovy diagram, ilustrujici vliv enzymu (Faktor A) a
teploty (Faktor B) na celkovou efektivitu extrakce. Z grafu je patrné, ze nejvyssi Gcinnost je

dosazena pfi teplotach 58-60 °C (Faktor B) a koncentraci enzymu 0,3 % (Faktor A).

Obrazek ¢. 21 ukazuje vztah mezi proménnou odezvy (vytézek zelatiny) a dvéma prediktivnimi
proménnymi (teplota extrakce a doba extrakce) pomoci vrstevnicovych grafii. V zavislosti na
hodnotach obou studovanych procesnich faktorii se vytézek extrakce pohybuje od 42 do 54 %.
Nejvyssich vytézka bylo dosazeno pii extrakénich teplotach 57 - 60 °C s dobou extrakce <22-

33 min (viz obrazek ¢. 21).
Regresni rovnice u¢innosti extrakce:
Vytézek [%] = 3,71 + 0,0975 Faktor C + 54,75 Faktor A + 0,5700 Faktor B

Dale byly vyjadieny p-hodnoty. Pro mnozstvi enzymu, faktor A, byla p-hodnota rovna 0,01 pro
faktor B 0,02 a pro faktor C 0,093. Z vysledki tedy vyplyva, Ze Faktor A a Faktor B maji zna¢ny

vliv na vytéznost extrakce s 95 % pravdépodobnosti. [45]
10.2 Vytézek prvni frakce

Vysledna surovina se jevila spiSe jako hydrolyzat nez Zelatina. Po vysuSeni byl z jednotlivych
frakci pfipraven zelatinovy roztok o koncentraci 6,67 % na stanoveni pevnosti gelu, ale pouze

3 experimenty v ledni¢ce po 18 hodinach ztuhly.
Regresni rovnice ucinnosti 1. frakce extrakce:
Vytézek [%] = -38,97 + 28,25 Faktor A + 0,6800 Faktor B + 0,3975 Faktor C

Podle p-faktoru byla hladina vyznamnosti pro faktor A 0,002, pro faktor B 0,001 a pro faktor
C 0,001. S pravdépodobnosti 95 % mizeme fici, Ze faktor A, faktor B a faktor C, jsou dilezité

pro vytéznost prvni frakce Zelatiny.
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Obrazek €. 22: Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a ¢asu na ucinnost
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Obrazek €. 23: Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a teploty na G¢innost

1. frakce extrakce
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Obrazek ¢. 24: Vrstevnicovy graf vlivu €asu a teploty na ¢innost

1. frakce extrakce

Na obrazku €. 22 je vyobrazen vrstevnicovy diagram, ilustrujici vliv enzymu (Faktor A) a ¢asu
(Faktor C) na ucinnost extrakce zelatiny 1. Z grafu je patrné, Ze nejvyssi ucinnosti Zelatiny
dosdhneme v rozmezi 35-40 °C a koncentrace enzymu je v rozmezi 0,25-0,3 %. To bylo
potvrzeno v experimentu €. 8, kde jak mnoZstvi enzymu, tak doba extrakce nabyva nejvyssich

hodnot, konkrétne 0,3 % enzymu a dob¢ 40 minut.

Vrstevnicovy diagram (obrazek ¢. 23) zobrazuje vliv dvou faktord, a to enzymu (Faktor A) a
teploty (Faktor B), na ti¢innost 1. frakce extrakce. Je vidét, ze mnozstvi zelatiny extrahované z
prvni frakce je ovlivnéno jak mnoZstvim pfidaného enzymu, tak teplotou extrakce. Na zéklad¢
grafu lze pozorovat, Ze optimalni vytéZky jsou dosaZeny pfi teplotach mezi 57 a 60 °C (Faktor
B) a mnozstvi enzymu mezi 0,22 a 0,3 % (Faktor A). Tato kombinace faktori vede k maximalni

ucinnosti 1. frakce extrakce, coz naznacuje optimalni podminky pro proces extrakce.

Obrazek ¢. 24 ukazuje, jak se méni G¢innost extrakce prvni frakce v zavislosti na ¢ase a teplotg.
Z vysledkt vyplyva, Ze optimalni vytézky se dosahuji pfi teplotdch mezi 54 a 60 °C a délce
extrakce trvajici 35 az 40 minut. Tyto hodnoty Casu a teploty pfedstavuji idealni podminky pro
co nejlepsi vytéznost prvni frakce extrakce.

vrwe
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pritomnosti enzymu Protamex, ktery byl pouzit pti zpracovani suroviny. I pies ditkladné vymyti
enzymu se zda, ze ¢ast z n¢j zlstala v surovin€. Tento nevymyty enzym pak pravdépodobné

reaguje s kolagenem v zavislosti na dob¢ a teploté extrakce, coz ovliviiuje vytézek extrakce.

10.3 VytéZek druhé frakce

Valna vétsina vzeslych Zelatinovych filmu zelirovala jiz v lednici pied samotnym susenim. Po
vysuseni byl z jednotlivych frakci pfipraven zelatinovy roztok o koncentraci 6,67% na
stanoveni pevnosti gelu, viskozity, teploty tuhnuti a teploty tani. VSechny zelatiny 2. frakce

zelirovali po 18 hodinach v lednici.
Regresni rovnice uc¢innosti 2. frakce extrakce:

Vytézek [%] = 29,70 + 10,88 Faktor A - 0,117 Faktor B - 0,2813 Faktor C

V tomto experimentu byly teplota i ¢as extrakce specificky nastaveny s ohledem na extrakci
1. frakce. Podle p-faktoru byla hladina vyznamnosti pro faktor A 0,127, pro faktor B 0,369 a
pro faktor C 0,005. S pravdépodobnosti 95 % mizeme fici, ze faktor A, a faktor B nebyly

vyznamné, ale faktor C (Cas) byl vyznamny pii vytézku 2. frakce zelatiny.
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Obrazek €. 25: Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a ¢asu na ucinnost

2. frakce extrakce
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Obrazek €. 26: Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a teploty na u¢innost

2. frakce extrakce
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Obrazek €. 27: Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a ¢asu na ucinnost

2. frakce extrakce

Vrstevnicovy graf na obrazku €. 25 ukazuje, jak mnozstvi enzymu a doba extrakce ovliviiuji

konverzi surovin. Nejvyssi konverze (<20 %) je dosazena v rozmezi 23-31 minut pfi mnoZstvi
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enzymu 0,2 — 0,3 %. Graf zdaraznuje vliv téchto faktori na efektivitu extrakce, s ucinnosti
klesajici pti delsi dobé extrakce nad 31 minut. S dalsi rostouci dobou (Faktor C) ucinnost 2.

frakce extrakce klesa v zavislosti na snizujici se mnozstvi enzymu (Faktor A).

Z obrazku ¢. 26, kde je vynesena zavislost vytéznosti druhé frakce zelatiny na zvolenych
faktorech, a to obsahu enzymu a teploté opracovani, mizeme identifikovat idedlni podminky
pro maximalni vytézek. Optimalizace koncentrace enzymu na trovni 0,24-0,27 % pfi stfedni
teploté¢ zpracovani 53-56 °C mize vést k dosazeni vytéznosti 2. frakce az 20 %. Naopak,

cvwvr

60 °C.

Ze zavislosti vrstevnicového diagramu vytézku 2. frakce na hodnotach dobé opracovani a
teplote, jak vidime na obrazku €. 27, mtizeme urcit optimalni podminky pro maximalizaci zisku.
Maximalniho vytézku dosdhneme pfi teplotach 50 — 52 °C % a dob¢€ 20-24 minut ptipadné 50
— 56 °C, ale musime zvednout horni hranici intervalu doby extrakce na 20 — 28 minut. Tomu
odpovidaji méfené experimenty 1 a 5, pii kterych byla G¢innost extrakce 20,05 a 20,35 %.
Porovnanim tohoto grafu s obrazkem ¢. 24, ktery zobrazuje ucinnost extrakce 1. frakce pfi
stejnych faktorech, 1ze pozorovat, ze pti Case extrakce v rozmezi 20 az 28 minut a teploté mezi
50 a 53 °C byl vytézek 1. frakce nizky, zatimco vytézek 2. frakce byl v této oblasti vysoky.
Plati to 1 opa¢né: pokud byl v nékterych oblastech vytézek 1. frakce vyssi, pak zde byl nizsi

vytézek 2. frakce.

Druhé frakce zelatiny patfi z hlediska procentudlniho zastoupeni mezi dominantni frakce
zelatiny s vytézky piiblizné 11-20 % viz tabulka &. 8. Zelatiny z druhé frakce vykazuji nejlepsi
gelotvorné a povrchové vlastnosti (viz Vlastnosti zelatin). Doba extrakce je statisticky
vyznamny faktor. Naopak mnoZstvi enzymu (Faktor A) a teplota extrakce (faktor B) ma na

ucinnost 2 frakce mensi vliv. Nejmensi u€innosti extrakce bylo dosahnuto u experimentu €. 4.
10.4 Vytézek treti frakce

VétSina Zelatinovych filmt 3 frakce Zelirovala jiz v lednici pfed samotnym suSenim viz kapitola
12.2. Z €asovych ditvodi byl pfipraven pouze jeden Zelatinovy film, a to pro experiment €. 9,
ktery dosahl nejvyssi hodnoty pevnosti gelu ve 2. frakei zelatiny. Po vysuSeni byl z této frakce

piipraven zelatinovy roztok o koncentraci 6,67 % pro urceni pevnosti gelu, viskozity, teploty

tuhnuti a teploty tani.
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Regresni rovnice uc¢innosti 3. frakce extrakce:
Vytézek [%] = 7,44 - 2,56 Faktor A + 0,0222 Faktor B - 0,0181 Faktor C

Podle p-faktoru byla hladina vyznamnosti pro faktor A 0,191, pro faktor B 0,541 a pro faktor
C 0,334. S pravdépodobnosti 95 % muzeme fici, Ze zadny faktor nebyl vyznamny pii vytézku

3. frakce Zelatiny.
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Obrazek €. 28: Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a ¢asu na ucinnost

3. frakce extrakce
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Obrazek €. 29: Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a teploty na uc¢innost

3. frakce extrakce
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Obrazek ¢. 30: Vrstevnicovy graf vlivu €asu a teploty na i¢innost

3. frakce extrakce

Na obrazku ¢. 28 je vrstevnicovy graf, ktery zndzornuje zavislost mnoZstvi enzymu a ¢asu na
ucinnosti 3. frakce extrakce. Z obrazku je patrné, ze ucinnost je nejvetsi pii nejmensich
hodnotéach faktoru A a faktoru C. Se zvysujicimi se hodnotami faktorti vytézek pouze klesa,
avSak nutno zminit, Ze tato faktorovd kombinace dosahuje nejvyssi u€innosti vytézku 3. frakci
pii optimalnich hodnotdch mnoZstvi enzymu a ¢asu.

%

Vrstevnicovy diagram znazornén na obrazku ¢. 29 poukazuje na oblast nejvyssi ucinnosti
extrakce pii sttedové hodnoté dané teplotou Faktor B a niz§im mnozstvim enzymu, konkrétné

0,1 — 0,18 %. Se narustajicim mnoZstvim Faktoru A, u¢innost extrakce jiZ jen klesa.

Obrazek €. 30 poukazuje na malou oblast vyssi G€innosti vytézku v oblasti rozmezi teplot 56 —
58 °C a Casu extrahovani 27-31 minut. Kombinace vlivu faktori B a C na vytézek extrakce
zelatiny 3. frakce mé nejmensi oblast plsobeni v porovnani s ostatnimi kombinacemi u 3.
frakci. Tento obrazek vrstveného grafu uz spise jen dokresluje a zndzornujé okrajové oblasti,

ve kterych dochazi poklesu tc¢innosti.

Tteti frakce zelatiny, s predpokladanou vytéznosti 7-8 %, vykazuji nejnizsi podil extrahované
zelatiny, jak je uvedeno v tabulce ¢. 8. Analyzovan byl pouze jeden vzorek (viz vlastnosti
zelatin), coZ nebylo soucasti plivodniho planu experimentu. Rozhodnuti bylo pfijato kviili

neuspokojivym Zelirovacim vysledkim prvni frakce, kterd vétSinou piipominala spiSe
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hydrolyzat. Vizualni kontrola gelovych filmu 3. frakce ukazala leps$i zelirovaci vlastnosti nez
filmy 1. frakce, protoze vétSina z nich zacala tuhnout jiz béhem chladnuti v lednici pied

samotnym suSenim.
10.5 Vlastnosti Zelatin

Tabulka 9: Souhrn zdkladnach charakteristiky 1. frakce Zelatin

- 15| =
- = = = s
g S —= °E‘ = =
E | g § = | £ | S
= = = < = -
% I = - <
S = M N o 2
[ - — S - —
= 5 =< =) =
R R = &
g =
1 - 0,93 - -
2 65 1,54 15,5 30,8
3 178 1,96 16,4 33,5
4 17 142 | 14,7 | 258
5 - 0,79 - -
6 - 0,82 - -
7 7 1,3 10,2 13,8
8 - 0,88 - -
9 - 0,9 - -
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Tabulka 10: Souhrn zakladndach charakteristiky 2. a 3. frakci Zelatin

2 | 3 £ = <
= q.) o = g = =
= = 7 § — k= =
S = e 3 = E =
%) < a = +~ 3
=~ = £ 8 3 8 2
= a & = S =
= ) =
o
1 194 | 2,72 | 20,20 | 32,10
2 12 1,22 | 12,80 | 23,60
3 16 1,29 | 15,00 | 25,80
£ 4 149 | 259 | 17,6 | 327
k=
(]
N 5 157 | 2,61 | 184 | 33
2
g
= 6 137 | 2,09 | 155 | 29
(g\]

7 194 2,71 19,8 33,7

8 131 2,05 15,3 28,5

9 290 3,14 26,2 35,7

9 241 3,98 17,7 33,9

3. frakce
Zelatiny

Tabulka ¢. 9 a 10 shrnuje harmonogram experimenti s technologickymi podminkami a
charakterizace frakci Zelatin. Potfebné analyzy byly provedeny u vSech adekvatnich Zelatin z
prvnich frakei (pevnost gelu Zelatiny, teplota tani, teplota tuhnuti a viskozita). Prvni frakce
vetSiny Zelatin neztuhla v Zelatinovy film, proto u téch, které neztuhly nebyly méfeny vlastnosti

zelatin. U druhé frakce Zelatiny byly provedeny analyzy a zaznamenany do vysledki v tabulce
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¢. 10. Byl zde zanalyzovan jeden vzorek 3. frakce zelatin a vysledky analyz byly rovnéz

zaznamenany v tabulce €. 10.
10.5.1 Pevnost gelu

Pro pouziti v potravinafstvi, kosmetice, farmacii a lékafstvi je dilezitym faktorem kvality
zelatiny pevnost Zelatinového gelu. Bylo zjisténo, ze nékteré Zelatiny maji relativné nizkou
pevnost gelu (7 Bloom; exp. ¢. 7. u 1. frakce nebo 12 Bloom; exp. C. 2. u 2. frakce Zelatin) a
nckteré mély pomérné vysokou pevnost gelu. (291 Bloom; exp. €. 9). Primérna pevnost gelu
prvnich frakci zelatiny byla 67 Bloom, piicemz tato hodnota narostla ptevazné kvuli exp. €. 3,
protoZze exp. 4 a 7 maji velice malou pevnost gelu. Primér druhé frakce Zelatiny byla 142

Bloom.

V ramci slepého pokusu (exp. ¢. 10) byla zjisténa pevnost gelu 2. frakce, ktera ¢inila 9 Bloom.
Viskozita roztoku Zelatiny v tomto pokusu dosahla hodnoty 1,12 mPa-s. Teplota tuhnuti byla
naméiena na 11,8 °C, zatimco teplota tdni dosahla 23 °C. Experiment €. 10, ktery nebyl oSetfen

proteolytickym enzymem, projevil nejhorsi vysledky ve vSech provedenych analyzach zelatin.
Regresni rovnice pevnosti gelu u 2. frakce:
Pevnost gelu [Bloom] =-194 + 512 Faktor A + 3,75 Faktor B + 0,34 Faktor C

Podle p-faktoru byla hladina vyznamnosti pro faktor A 0,178, pro faktor B 0,591 a pro faktor
C 0,922. S pravdépodobnosti 95 % muzeme fici, Zze zadny faktor nebyl vyznamny na pevnost

gelu Zelatiny.
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Obrazek €. 31: Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a ¢asu na

pevnost 2. frakce Zelatinového gelu.
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Obrazek ¢. 32: Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a teploty na

pevnost 2. frakce Zelatinového gelu.
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Obrazek €. 33: Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi ¢asu a teploty na

pevnost 2. frakce Zelatinového gelu.

Vrstevnicové diagramy znazornéné na obrazcich ¢. 31 a 32 jsou si velice obdobné. Jde o
zéavislost vlivu mnoZstvi enzymu, a ménici faktory na téchto diagramech jsou velikost teploty

a Casu. Z toho lze usoudit, Ze Gc¢innost faktori na B a C na velikost pevnost gelu je optimalni
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pii sttedovych hodnotdch daného intervalu faktoru. Je zifejmé, ze hodnoty faktoru A jsou
optimalni v rozmezi 0,14 — 0,3 % mnozstvi enzymu, coz bylo i potvrzeno ziskanou pevnosti
gelu u experimentu ¢. 9, jejiz hodnoty faktoru nabyvaji pravé stfedovych hodno vSech tii

sledovanych faktora.

Obrazek ¢. 33 ukazuje vztah mezi faktory teploty a doby extrakce na pevnost gelu pomoci
obrysovych grafli. Z diagramu je patrné, Ze muzeme pozorovat nejvyssi pevnosti gelu u

centralniho (stfedového) experimentu pfti teploté 52—59 °C a dobou 25-35 minut.
10.5.2 Dynamicka viskozita

Regresni rovnice viskozity gelu u 2. frakce:
Dynamicka viskozita [mPa-s] = 2,38 + 2,05 Faktor A - 0,0000 Faktor B - 0,0173 Faktor C

Podle p-faktoru byla hladina vyznamnosti pro faktor A 0,484, pro faktor B 0,98 a pro faktor C
0,553. S pravdépodobnosti 95 % miiZeme fici, Ze Zadny z faktorti nemél vyznamny vliv na

viskozitu Zelatiny.
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Obrazek €. 34: Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a ¢asu na

viskozitu 2. frakce zelatinového gelu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

030

025

Enzym (%]
g

015

0.10

Teplota [°C]

Obrazek ¢. 35: Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi enzymu a teploty na

viskozitu 2. frakce Zelatinového gelu
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Obrazek €. 36: Vrstevnicovy graf vlivu mnozstvi ¢asu a teploty na

viskozitu 2. frakce zelatinového gelu.
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Vrstevnicovy diagram, ktery je zobrazen na obrazku €. 34, ilustruje vliv mnozstvi enzymu
(Faktor A) a ¢asu (Faktor C). Optimalizované mnozstvi enzymu se nachazi v rozmezi 0,15 - 0,3
% pro Faktor A, kde pozorujeme mirny nartst vytéznosti az k hodnoté 0,27 %, kde dosahuje
svého maxima. V piipad¢ teplotnich hodnot vykazuje viskozita nejvyssi trovné v rozmezi

teplot 25-32 °C.

Obdobny trend je patrny i na obrazku ¢. 35, kde je zndzornén vliv mnozstvi enzymu (Faktor A)
a teploty (Faktor B). Diagram se jevi jako osové symetricky podle osy faktoru A, pokud osa
prochazi sttedem osy faktoru B. Nejvyssi hodnoty viskozity Zelatin jsou dosazeny pfi teplotach
54-56 °C, avSak pouze pii niz$i hranici mnoZstvi enzymu, které ¢ini 0,15 %. Podobné hodnoty
viskozity gelt 1ze dosahnout i pfi SirSim rozsahu teplot, konkrétn¢ 53—57 °C, ale vyzaduje to

zvyseni mnozstvi enzymu na hodnotu 0,25 — 0,28 %.

A velmi podobny trend jako byl popsan na obrazku €. 33 v ptipad¢€ pevnosti gelu, se nachézi na
obrazku €. 36. Pozorujeme vliv extrakéni teploty a doby extrakce na Zzelatinu viskozité.
Z diagramu je patrné, ze mizeme pozorovat nejvyssi pevnosti gelu u centralniho (sttedového)

experimentu pii teploté 52—58 °C a dobou 25-32 minut.

Z mych vysledki je patrné, Ze viskozita jednotlivych zelatin se linedrn€ zvySuje v zavislosti na
pevnosti gelu. Pfipravené Zelatiny maji dynamickou viskozitu v rozmezi 1,22 — 3,14 mPa-s.
Malé odchylka nastala u experimentu 1. a 7., kdy pevnost gelu u experimentu 1. je niz§i o par
desetin, avSak ma vyssi viskozitu, neZ je tomu u experimentu €. 7. Takhle odchylka neni nijak

vyrazna a nenarusila ostatni vysledky analyz.
10.5.3 Bod tuhnuti

Regresni rovnice bodu tuhnuti u 2. frakce:
Bod tuhnuti [°C] = 20,5 + 4,3 Faktor A + 0,020 Faktor B - 0,152 Faktor C

Podle p-faktoru byla hladina vyznamnosti pro faktor A 0,803, pro faktor B 0,953 a pro faktor
C 0,390. S pravdépodobnosti 95 % mulzeme fici, ze Zadny z faktorit nemél vyznamny vliv na

viskozitu Zelatiny.
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Obrazek ¢. 37: Vrstevnicovy graf vlivu mnoZstvi enzymu a ¢asu na

teplotu tuhnuti 2. frakce Zelatinového gelu.
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Obrazek ¢. 38: Vrstevnicovy graf vlivu mnoZstvi enzymu a teploty na

teplotu tuhnuti 2. frakce Zelatinového gelu.
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Obrazek €. 39: Vrstevnicovy graf vlivu ¢asu a teploty na teplotu tuhnuti

2. frakce Zelatinového gelu.

Vrstevnicovy diagram, ktery je zobrazen na obrazku ¢. 37 ilustruje vliv mnozstvi enzymu
(Faktor A) a ¢asu (Faktor C) na teplotu tuhnuti. Optimalizované mnoZzstvi pro enzymu teplotu
tuhnuti se nachazi v rozmezi 0,13 - 0,27 % pro Faktor A. V piipad¢ ¢asovych hodnot faktoru C
vykazuje bod tuhnuti Zelatin nejvyssi hodnoty v rozmezi teplot 27-33 minut. Krajni hodnoty
zminéného intervalu Casu vyzaduji mnozstvi enzymu 0,22 % a vic. Mizeme také pozorovat

pokles bodu tuhnuti v krajnich hodnotach ¢asu extrakce.

Podobny trend je pozorovatelny i na obrazku €. 38, kde je znazornén vliv mnozstvi enzymu
(Faktor A) a teploty (Faktor B). Diagram ma osovou symetrii vzhledem k ose Faktoru A, pokud
osa soumernosti prochazi sttedem osy Faktoru B. Nejvyssi hodnoty teplot tuhnuti jsou dosazeny
pfi teplotach extrakce faktoru B 53-57 °C, ale pouze pfi vy$Sim mnozstvi enzymu, které ¢ini
0,27 %. U faktoru B mizeme pozorovat mirny rozptyl stfedového optima v zavislosti na

rostoucim mnozstvi faktoru A.

Na obrazku ¢. 39 mliZeme pozorovat vliv zavislosti ¢asu (Faktor C) a teploty (Faktor B) na
teploté tuhnuti. Optimum teploty tuhnuti pfipravenych zelatin, se nachazi na obrazku €. 39. ve
stiedu diagramu, kdy miiZeme pozorovat elipticky tvar zplostény podle faktoru B. Z diagramu
je patrné, Ze miizeme pozorovat optimum u centralniho (sttedového) experimentu pii teploté

extrakce 52-58 °C a dobou 25-32 minut.
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Na teplotu tuhnuti nemé zasadni vliv zmény sledovanych procesnich podminek. Teploty tuhnuti
experimentl 1-8 se pohybuji v rozmezi 15,0 az 20 °C, avSak uz exp. ¢. 9 byla teplota tuhnuti

26,2 °C a zelatina mi gelovatéla jiz pti pokojové teploté.
10.5.4 Bod tani

Regresni rovnice bodu tani u 2. frakce:
Bod tani [°C] =27,9 + 12,5 Faktor A + 0,075 Faktor B - 0,135 Faktor C

Podle p-faktoru byla hladina vyznamnosti pro faktor A 0,462, pro faktor B 0,821 a pro faktor
C 0,429. S pravdépodobnosti 95 % mliZeme fici, ze Zadny z faktorti nemél vyznamny vliv na

viskozitu Zelatiny.
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Obrazek ¢. 40: Vrstevnicovy graf vlivu mnoZstvi enzymu a ¢asu na

teplotu tani 2. frakce zelatinového gelu.
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Obrazek ¢. 41: Vrstevnicovy graf vlivu enzymu a teploty na teplotu tani

2. frakce Zelatinového gelu.
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Obrazek ¢. 42: Vrstevnicovy graf vlivu €asu a teploty na teplotu tani 2.

frakce Zelatinového gelu.

Na obrazku ¢. 40 je zobrazen vrstevnicovy graf znazoriiujici vliv mnozstvi enzymu a doby
extrakce na teploté tani. Nejvyssi teplota tdni byla pozorovana v rozmezi doby extrakce 27-32
minut pi1 mnozstvi enzymu 0,15 %. S nariistajici hodnotou mnozstvim enzymu v rozsahu 0,25-

0,27 % se rozsah doby extrakce také zvétSuje na hodnoty 25-33 minut.
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Na vrstevnicovém grafu zobrazeném na obrazku €. 41 je prezentovan vliv mnozstvi enzymu a
teploty extrakce na teplotu tani Zelatinového gelu. Nejvyssi teplota tani byla pozorovéna pfi
teplote extrakce 54—56 °C a pfi pouziti 0,15 % mnoZzstvi enzymu. Toto optimalni nastaveni se
zlepSuje s nariistajicim mnozstvim enzymu az na hodnotu 0,27 %, kdy teploty extrakce dosahuji

53-57 °C.

Na vrstevnicovém grafu zndzornéném na obrazku €. 42 je patrny vliv interakce teploty a ¢asu
na teplotu tani gelu. Optimum vysledného grafu se nachazi ve stfedni hodnoté obou faktort.
Pro dosazeni maximalni teploty tani gelu je nezbytné, aby teplota extrakce oscilovala mezi 52—
58 °C a doba extrakce mezi 25-33 minutami. V této kombinaci faktort rovné€z pozorujeme
minimalni teploty tani, pficemz pravé maximalni doba extrakce a minimalni teplota extrakce

dosahuji nejmensich hodnot teploty tani.

Pokud bychom porovnali diagramy charakterizujici teplotu tani s obr. 31-33, coz jsou
vrstevnaté grafy pevnosti gelu, vidéli bychom, Ze se v podstaté kopiruji. Neboli s vyssi pevnosti
gelu bylo dosahovano vyssi teploty tani gelu a naopak. Teploty tani exp. 1-9 se pohybovaly
v rozmezi 23,6 — 35,7 °C a pravé Zelatiny s malymi hodnotami pevnosti gelu tali jiz pii

pokojové teploté. Na druhé strané exp. 9 vykazuje vysokou hodnotu teploty tani a to 35,7 °C.
10.6 Celkovy vliv extrakce na surovinu

Porovname-li vytézky Zelatin 1-3 frakce pfipravenych podle naSeho inovativniho a
ekologického postupu, zjistime, Ze vytéZky jsou vyS$§i nez vytézky Zelatin komercné
navrhovanym postupem, ktery se skladd z demineralizace vychozi suroviny, enzymové
kolagenu, a tfistuptiové extrakce zelatiny podle Taguchiho navrhu se slepym experimentem za
podminek odpovidajicich stfednim hodnotdm sledovanych faktorti bez enzymové upravy
kolagenu (viz exp. ¢. 10 v kapitole 10.1). Je zfejmé, Ze inovativni metoda kondicionovéani
kolagenu ma zédsadni vliv na vytéZnost Zelatiny. Celkovy vytézek Zelatiny ve slepém pokusu
¢ini pouze 18 %, coz piedstavuje piiblizné tfikrat nizsi vytéznost nez u zelatiny extrahované za

stejnych technologickych podminek (exp. €. 8) s enzymatickou upravou kolagenu.
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11 Navrh optimalnich procesnich podminek pripravy Zelatin z kachnich Zaludki

Hlavnim zdmérem této diplomové prace bylo stanovit optimélni podminky pro vyrobu Zelatin
nejvyssi mozné kvality. Optimalizace procesnich podminek je esencialni pro zajiSténi
maximalni efektivity extrakce a kvality findlniho produktu. V ramci studie bylo na zaklad¢
Taguchiho metodologie a s vyuzitim slepého experimentu realizovano 9 experimentalnich
testd. Tyto testy se odliSovaly v mnozstvi pouzitého enzymu, oznaceném jako faktor A (0,1-
0,2-0,3 %), teploté extrakce prvni frakce, oznafené jako faktor B (50-55-60 °C), a délce
extrakce prvni frakce, oznacené jako faktor C (20-30—40 minut). Tyto proménné byly
analyzovany s cilem posoudit jejich dopad na pevnost gelu, efektivitu extrakce, teplotu tani,
teplotu tuhnuti a viskozitu. Pevnost gelu a teplota tani jsou povazovany za zasadni indikatory

kvality Zelatiny.

Nejvyssi pevnost gelu byla zaznamenana u druhé frakce v experimentu €. 9, kde bylo pouzito
0,2 % enzymu a extrakce probihala 45 minut pii teploté 70 °C. Je rovnéz podstatné zminit
faktory B a C u experimentu €. 9, které dosahovaly hodnot 55 °C a 30 minut. Tyto hodnoty jsou
klicové kvili tepelné historii zpracovani prvni frakce, kterda ma vyrazny vliv na konecnou
pevnost gelu a teplotu tani geltl druhé frakce. Pevnost gelu v experimentu €. 9 dosdhla 290
Bloom. Vysoka kvalita zelatiny byla také namétena u tieti frakce experimentu €. 9 (pevnost
gelu 241 Bloom), druhé frakce experimentt ¢. 1 a 7 (pevnost gelu 194 Bloom). Vzhledem k
niz§im hodnotdm pevnosti Zelatinového gelu prvni frakce je preferovano zaméfeni na
maximalizaci extrakce druhé frakce Zelatiny, kde optimalni podminky zahrnuji 0,19-0,28 %

mnozstvi enzymu, teplotu extrakce 54-56 °C a dobu extrakce 24 — 26 minut.

Nejvyssi teplota tani byla zaznamenéna u druhé¢ frakce experimentu €. 9, kde dosahla 35,7 °C.
Tteti frakce tohoto experimentu také vykazala pomérné vysokou teplotu tani, a to 33,9 °C. Dalsi
vyznamné hodnoty teploty tani byly zjiStény u druhé frakce experimentu €. 7, kde teplota tani
¢inila 33,7 °C, u druhé frakce experimentu ¢. 5 s teplotou tani 33 °C a u druhé frakce

experimentu €. 1 s teplotou tani 32,1 °C.

Z vrstevnicovych diagramu (viz. kapitola 10.5.1) 1ze urcit optimalni podminky pro dosazeni
nejvyssi pevnosti Zelatinového gelu. Optimalni mnoZzstvi enzymu (faktor A) se pohybuje v
rozmezi 0,14-0,27 %, teplota extrakce (faktor B) je optimalni v rozmezi od 53 do 56 °C a doba

extrakce se pohybuje od 26 do 34 minut. Pro teplotu tani Zelatinového gelu jsou optimalni
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podminky mnozstvi enzymu 0,15-0,27 %, teplota extrakce 53-57 °C a doba extrakce 26-33

minut.

Nejvyssi hodnota extrakéni ucinnosti byla 58,98 %. Hodnota byla zaznamenana v experimentu
¢. 8, kde byly procesni podminky nastaveny na 0,3 % enzymu (faktor A), teplotu extrakce 60 °C
(faktor B) a dobu extrahovani 40 minut (faktor C). Tento vysledek koresponduje s grafickym
znazornénim optimalnich podminek pro extrakéni ucinnost. Optimalni mnozstvi enzymu bylo
identifikovano v rozmezi 0,25-0,3 %, teplota extrahovani 58—60 °C a doba extrahovani v

rozsahu 27—40 minut.

Vzhledem k analyzam jednotlivych hodnot bych ur¢il mnozstvi enzymu na 0,25-0,27 %, teplotu
extrakce na 54-56 °C a dobu extrakce na 27 minut. Tyto parametry byly zvoleny pro
maximalizaci vytézku druhé¢ frakce, kterd by méla poskytnout kvalitni Zelatiny s teplotou tani

mezi 35 a 33 °C a pevnosti gelu v rozmezi 200-250 Bloom.
12 Diskuze

Sompie a kol. zkoumali extrakci z kiizi z kufecich stehen za ménici se teploty a nasledné
zkoumali rozdily ve vytézku jednotlivych frakci. Zelatina byla pred upravena kyselou cestou
po dobu 24 hodin pomoci kyseliny octové. Nasledovala Uprava pH a extrakce, kterd probihala
v rozmezi teplot 50-65 °C (konkrétné¢ 50-55-60-65°C) a trvala 5 hodin pro kazdou teplotu.
Vytézek jednotlivych frakei se jim pohyboval v rozmezi 12-14 % a celkovy vytézek 53 % a
pevnost gelu ziskanych Zelatin byla 79 Bloom. [46]

Dalsi studie se vénovala pfipravé Zelatin z kiize ryb, konkrétné z Zraloka Zlutého. Zelatina byla
pfed upravena alkalickou cestou, kdy kousky kiiZze byly naloZeny v polyethylenu s ptidavkem
ledové vody po dobu dvou mésici. Vytézek byl 19,7 %, pevnost gelu pripravenych zelatin byla
206 Bloom. Byl také charakterizovan bod tani, ktery ¢inil 24,2 °C a bod tuhnuti byl 18,7 °C.
[47]

Dalsi studie zkoumala extrakei Zelatiny z kachnich nohou. Kachni nohy byly zprvopocatku
rozsekany a zbaveny tuku pomoci butanolu po dobu 12 hodin. Nasledné byla surovina
zpracovana kyselym zplisobem pomoci 0,1 M kyseliny octové. Extrakce probihala pfi teploté
75 °C po dobu 2 hodin. Vytézek Zelatiny z kachnich nohou byl 3,97 %. Pevnost gelu Zelatiny
byla 334 Bloom. [48]
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Jridi a kol. zabyvali extrakci Zelatiny z kize chobotnice pobiezni. Opracovani probihalo
alkalickou cestou pomoci pepsinu o riznych koncentracich po dobu 4 hodin a teploté °C Poté
doslo k ptidavku 10 M NaOH po dobu 1 hodiny. Extrakce probihala pti teploté 40 °C po dobu
4 hodin. Vysledné Zelatiny poskytovali pevnost gelu 201 Bloom, mé¢li teplotu tuhnuti 17,5 °C
a teplotu tani 22,4 °C. [49]

Dalsi studie se zabyvala pfipravou Zelatiny z kize brojlerd. Kiize byla nasekana a odtu¢néna
pomoci Soxhletovy metody. Déle vzorky byly opracovany 15 % NaOh po dobu 30 minut. Poté
byla surovina vystavena 0,15% H2S04 a 0,7 % kyselin€ citronové. Extrakce probihala pfi
pokojové teploté. Vysledné zelatiny mély pevnost gelu 166 Bloom, teplotu tani 33,6 °C. [50]

Tabulka 11: Porovnani viastnosti Zelatin s dalsimi literarnimi studiemi
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Tabulka ¢. 11 obsahuje piehled zkoumanych parametri a vlastnosti zelatin vyrobenych v ramci
této diplomové prace a jejich srovnani s literarnimi zdroji. Z tabulky je zfejmé, Ze nejvyssi
vytéznost zelatiny byla dosazena pti zpracovani kachnich zaludku v této praci, pticemz celkova
vytéznost dosdhla az 58,98 %. Naopak nejniz$i vytéznost byla zaznamenana u Zelatiny z
kachnich nohou, a to pouze 3,97 %. I piesto vSak tato zelatina dosahovala vynikajici pevnosti
gelu, ktera ¢inila 334 Bloom. Gelova pevnost mého experimentu s kachnimi zaludky dosahla
hodnoty 294 Bloom. Dalsi vysoké hodnoty pevnosti gelu byly pozorovany u zelatiny z ktize
zraloka Zlutého a chobotnice pobiezni a to konkrétné 207 a 206 Bloom. Nejvyssi teplota tani
byla zaznamenana u mého experimentu s kachnimi zaludky, a to 35,7 °C, coz ptedstavuje
nejvyssi hodnotu ze vSech zkoumanych zelatin. Dalsi vysokou hodnotu teploty tani vykazovaly
zelatiny z kiize brojlerii, kde dosahovala 33,6 °C. Zelatina z kachnich Zaludkii zagala tuhnout
pobtezni.

13 Ptinos pro praxi

Zelatina, jako vysokomolekularni polypeptid, je celosvétové znama svymi unikatnimi
fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi, v€etné hydrofility, schopnosti Zelatinizace a povrchové
aktivity, coz ji ¢ini velmi uzite¢nou ve vice prumyslovych odvétvich. Tyto vlastnosti jsou
klicova nejen v potravinaistvi, kde Zelatina slouzi jako stabilizator, ale 1 v kosmetickém
pramyslu, kde je vyuzivana pro svou schopnost vytvaiet konzistenci a texturu produktfi. Navic,
diky své schopnosti Zelatinizace, se stava dilleZitou sloZzkou v biopolymerech a fotosenzitivnich
materidlech. Je zdsadni pro vyrobu masnych produktl, jelikoz pomaha zadrZovat vodu a

poskytuje strukturu, které je nezbytna pro uchovani tvaru a optimalizaci tepelného zpracovani.

Zelatina je bilkovinna latka, kterd se vyznacuje svou schopnosti rozpoustét se ve vode. Proces
jeji ptipravy zahrnuje destrukci tercidrni, sekundarni a v men$i mife primarni struktury
kolagend, které jsou zakladnimi surovinami pro vyrobu Zelatiny. Je ndm zndmo, Ze Zelatiny se

pfipravuji komeréné dvéma uZivanymi metodami v zavislosti na druhu vstupni suroviny. [40]

Zelatina typu A se pfipravuje pomoci kyseliny. Proces zahrnuje n&kolik kroki. Nejprve jsou
zivo€i$né vstupni suroviny (vepiové kiize) podrobeny hydrolytickému procesu, ktery rozklada
kolagenova vldkna na mensi peptidy. To je umoZnéno pouzitim anorganickych kyselin, jakymi

jsou kyselina sirovéa, kyselina chlorovodikova, piipadné fosfore¢na. Tento proces trva 12-40
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hodin v zavislosti na druhu suroviny. Pot¢ je tento hydrolyzovany material podroben tprave

pH a nésledné extrakci s kyselinou za urcitych teplotnich a ¢asovych podminek.

Zelatina typu B je ziskavana alkalii. Nejprve jsou Zivo¢idné suroviny (hovézi kiize a kosti)
podrobeny hydrolytickému procesu, ktery rozkladd kolagen pomoci roztoku hydroxidu
vapenatého po dobu 4-20 tydni. Poté stejné jako u zelatiny typu A je tento hydrolyzovany

material podroben extrakci s alkalii za dané teploty a Casu.

Vétsina zelatiny se vyrabi celosveétoveé z vepiové kiize (41 %), hoveézi kize (28,5 %) a hovézich
kosti (29,5 %) a pouze asi 1 % pochazi z jinych alternativnich zdroj, jako jsou ryby, hmyz ¢i

driibez. [41]

Experimentalni ¢ast diplomové prace se zabyva zpracovanim kachnich zaludkl na zelatinové,
pfipadné hydrolysatové produkty pomoci enzymu Protamex, ktery uskutecnuje enzymovou

reakci s vstupni surovinou s vysokou ucinnosti a jiz pii mirnych reakénich podminkach.

Nejprve byl z vstupni surovin ziskdn nativni kolagen. To bylo dosdhnuto nékolikandsobnym
promyvanim v roztoku NaOH pfti pokojové teploté. Nasledné probihalo suSeni a odtu¢néni
pomoci smési rozpoustédel petrolether/ethanol v poméru 1:1. Pfipraveny kolagen byl
opracovan pomoci enzymu podle faktoru A (0,1-0,3 %) a smichdn s vodou v poméru 1:10. Bylo
nutné udrzovat pH pomoci 3 % HCI v rozsahu 6,5 — 7. Enzymové opracovani probihalo 22
hodin pfi teploté 8 °C. Nésledna extrakce poté probihala za teploty stanovené faktorem B (50—
60 °C) a po dobu stanovenou faktorem C (20—40 minut). Vysledné Zelatiny byly ususeny a
uskladnény.

Porovname-li komeréné uZivané metody s pouzitou metodou v experimentu, tak zjistime, Ze
experimentalni metoda pfedstavuje hned nékolik vyhod. Hlavni vyhodou je cas, kdy pfi
porovnani metod pfipravy Zelatiny B vii€i enzymatickému opracovani, jde o enormni Usporu
Casu a v porovnani ptipravy Zelatiny typu A jde o Usporu €asu az 50 %. Dalsi vyhodou jsou
ekonomické a ekologické faktory, kdy spotfeba materidlu na opracovani (enzymu) je mala
v pfepoctu na suSinu materialu, kdezto u pfipravy Zelatin A a B je velkéd spotfeba roztoku
kyselin a alkalii, které nejsou ekologického typu. Dal§i vyznamnou vyhodou je pavod
materialu, ktery je opravdu levny, kafilerie se jej zbavuji, coZ by mohlo vést k minimalizaci

pramyslového odpadu a maximalni vyuziti vedlejSich produktt dribeze.
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Navrhy na pokracovani dal§iho vyzkumu

Dalsi faze vyzkumu extrakce zelatiny z kachnich zaludkd by mohla sméfovat k dikladné&jsimu
zkoumani a optimalizaci extrak¢nich podminek, s cilem dosdhnout jesté vyssi kvality zelatin.
Dalsi aspekt by se mohl sousttedit na detailnéjsi analyzu vlastnosti zelatin ziskanych z 3. frakce,
jak jiz bylo uvedeno v této praci. Rovnéz by bylo vhodné provést podrobnéjsi charakterizaci
aminokyselinového slozeni téchto zelatin, pfipadné molekulovou hmotnost, aby doslo
k navyseni potencialu téchto zelatin. Za zminku stoji také zvazit jejich potencial pro aplikaci v

prumyslovém méfitku, zejména pokud jde o jejich pevnostni vlastnosti zelatinového gelu.
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Zavér

Diplomovéa prace s nazvem "Zpracovani dribezich tkani na kolagenni produkty" poskytla
komplexni pohled na procesy a technologie spojené se zpracovanim dribezich tkéni a jejich
transformaci na kolagenni produkty, které nachazeji Siroké uplatnéni v riznych primyslovych

odvétvich.

Prace byla strukturovana do dvou hlavnich ¢asti: teoretické a experimentalni, které spolecné

piispély k hlubokému porozuméni tématu.

V teoretické Casti byly detailn¢ prozkoumany rizné aspekty zpracovani dribeze, od sbéru,
transportu, vykladky a porazky, az po spotiebu a produkci driibeziho masa. Bylo zdlraznéno,
jak vyznamnou roli hraje spravné nakladani s vedlejSimi zivo¢isnymi produkty, které jsou ¢asto
opomijenym zdrojem hodnotnych materiali, ptipadné v jakych aplikacich mohou byt efektivné
vyuzivany a transformovany na uZzitecné produkty. V teoretické ¢ésti byla také vénovéana
zna¢na pozornost kolagenu a zelating, jejich slozeni, typtim, vyuziti a inovativnim aplikacim.
Kapitola o kolagenu detailn¢ popisovala jeho biochemické slozeni a strukturu, coz je zasadni
pro pochopeni jeho funkci a vlastnosti. Byly rozebrany rizné typy kolagenu, které se vyskytuji
v riznych tkanich a maji odlisné fyzikalni a chemické charakteristiky, coz ovliviiuje jejich
pramyslové vyuziti. Zelatina, které je derivatem kolagenu, byla rovnéZ podrobng prozkoumana.
Byly popsany jeji klicové vlastnosti, jako jsou gelovaci schopnosti, viskozita a teplota tani,

které jsou kritické pro jeji primyslové aplikace.

Experimentalni ¢ast se zaméfila na praktické aspekty ptipravy kolagenu, hydrolyzatu kolagenu
a zelatin z kachnich Zaludkl a hodnoceni kvality vyslednych produktt. Byly popsany metodiky
pripravy téchto produkti a provedeny analyzy vstupni suroviny, meziprodukti a kone¢nych
produktt. Tyto analyzy poskytly zakladni informace o chemickém slozeni suroviny, coz bylo

klicové pro optimalizaci extrakénich podminek. Byly také méteny kli¢ové vlastnosti Zelatin,

jako jsou pevnost gelu, dynamicka viskozita, teplota tuhnuti a tani. Tyto parametry byly klicové
pro posouzeni funkénich vlastnosti Zelatin a jejich potencidlniho vyuziti v primyslovych

aplikacich.

Vysledky experimentalni ¢asti ukazaly, ze procesni podminky maji zasadni vliv na kvalitu a
vytéznost zelatinovych produkti. Byly navrzeny podminky pro extrakci zelatiny dle Taguchiho
schématu, které zahrnovaly specifické koncentrace enzymu (Faktor A), teploty (Faktor B) a

doby extrakce (Faktor C). Tyto podminky byly navrZeny tak, aby maximalizovaly vytéZzek a
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zaroven zachovaly nebo zlepsily fyzikalné-chemické vlastnosti zelatin, jako jsou pevnost gelu,

viskozita a teploty tuhnuti a tani.

Prace je pfispévkem k feSeni problematiky environmentalnich aspektii biomateriali. Bylo
prokdzano, ze pii vhodné volb¢ inovativni technologie zpracovani s vyuzitim Taguchiho
designu jako moderni metody planovani experimentt je, ze 1 z netradi¢niho zdroje kolagenu Ize

ziskat zelatinu rtizné kvality. Ty jsou srovnatelné s tradicnimi vepfovymi a hovézi Zelatinou.

Celkoveé diplomova prace pfinesla cenné poznatky o moznostech zpracovani dribezich
vedlejSich produkti na kolagenni produkty a predstavila metodiky, které mohou byt aplikovany
pro zlepSeni udrzitelnosti a efektivity v masném prumyslu. Vysledky této prace mohou slouzit
jako zaklad pro dalsi vyzkum a rozvoj v oblasti vyuziti zivo¢isnych vedlejSich produktl, coz

ptispéje k lepSimu vyuziti zdrojii a snizeni odpadu v potravinatském primyslu.
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TSE Pienosné spongiformni encefalopatie
NaOH Hydroxid sodny

NaCl Chlorid sodny

CSU  Cesky statisticky tfad

DPP-IV Dipeptidylpeptidaza

TEWL Transepidermdlni ztrata vody

HGC Tvrdé kapsle

SGC Mekké kapse

XRD Rentgenova difrakéni analyza
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Protamex”

Description
Protamex is & Bacifius protease complex developed for the hydrolysis of food
proteins,

Product Properties

Product Type

Protamex is a light brown, free-flowing, non-dusting microgranulate with an
average particke size of approximately 250-450 microns. The colour may vary
from batch to batch and colour intensity is not an indication of product
strength. The product i readily soluble in water.

Activity
Protamex is standardized in Anson Units per gram (AL/g).

Protamei.........coommeceneclared activity: 1.5 Allg

See the Analytical Method for more information on the protealytic analyis,
which is based on the proteolysis of denatured haemoglobin.

Purity

The product complies with the recommended purity specifications for food-
grade anzymes issued by the Joint FAQOANHD Expert Committes on Food
Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC).

Packaging
See the standard Packaging List for more packaging information.

Application
In contrast to many other endoproteases, Protamex will produce non-bitter
protein hydrolysates even at low degrees of hydrolysis.

Reaction Parameters

Optimal working conditions are at pH 5.5-7.5 and at 35-60°C (25-140°F) as
determined by application trials.

In Figure 1 the activities shown are measured according to a modified Anson
method in aqueous solutions without the stabilizing effect of proteinaceous
matter. The stability of PFrotamex at a certain temperature is influenced by the
type and concentration of the proteins present.
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Fig. 1. Influence of pH at varicus temperatures on the activity of Protamax.

Mathod: AF 4
Substrate: Denatured hamisglobdan
Inactivation

Protamex can be inactivated in 30 minutes at 50°C (122°F) or higher when the
pH is 4, and in 10 minutes at 85°C (185°F) or higher when the pH is 8.
However, the inactivation is very much dependeant on the substrate (substrate
concentration, pH, atc.). Thus, the documentation for efficient elimination of
Protamex must be based on actual analysks for the detection of residual activity.
See the Method for the detection of residual protease activity in protein
hydrolysate for further information.

Safety
Enzymes are proteins and inhalation of dust or aerosols may induce

sensitization and may cause allergic reactions in sensitized individuals. Some
enzymes may imitate the skin, eyes and mucous membranes upon prolongad
contact.

The product is designed to resist some mechanical effects. However, excessive
mechanical wear and tear or crushing may create dust.

Al spills, even small spills, should be gently shovelled into plastic-lined
containers. Use respiratory protection. Small spills and remains of large spills
should be removed by vacuuming or flushing with water {avoid splashing).
Vacuum cleaners and central vacuum systems should be aquipped with HEPA
filters.

When using the product for the production of protein hydrolysates, consumer
safety in use is documentad only if the production includes processing steps in
wiich the product is remaoved and/or inactivated.

A Material Safety Data Sheet is supplied with all products. See the Safety
Manual for further information regarding how to handle the product safely.
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Storage

Enzymes gradually lose activity over time depending on storage temperature.
Cool conditions are recommended. When stored at 5°C (41°F), the product will
maintain its declared activity for at least 1 year. When stored at 25°C (77°F).
the product will maintain its declared activity for at least 3 months. Extended
storage andfor adverse conditions, including higher temperatures or high
humidity, may lead to a higher dosage requirement.

novozyrnes**‘

Laws. mguiions g Med parly oghis may peeont
Nowozypmes A5 Ted +45 8824 9999 ; = Bom g, o o o
Krogshoaivey 36 Fax +45 BR24 9808 AEglng cotan prodits N 2 gven maer f s Ie

mEpanabdly oF R oS ol spaoic s of
proQuTts fom Moo g nol ntnge okt
bws g g oo TR oMs nob
ntinge paont s ar aner Mo nay agnis

The conints of Lis doqmen! a0 T [0 oange
warout Aethar noiioe

2580 Bagsvaerd i fodn ovoz Pnes.com
Demmark WAL MOVOZ TS, (0T

Z00T OEPAL-03 Maf 200 © Movorymos A4S



