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ABSTRAKT

Kolagen a jeho hydrolyzaty nachazeji Siroké uplatnéni v potravinafstvi, farmacii, medicing
i kosmetice. Vzhledem k rostouci poptavce po téchto latkach je zadouci hledat nové,
udrzitelné a alternativni zdroje kolagenu. Tato prace se zaméfuje na vyuziti vedlejsich
produktli ze zpracovani Stiky obecné (Esox lucius), konkrétné hlavy, kosti a ploutve, jako
suroviny pro piipravu kolagennich hydrolyzati. V praktické ¢asti byly analyzovany vybrané
casti téla Stiky na obsah kolagenu a optimalizovany podminky enzymatické hydrolyzy za
pouziti enzymu Protamex. Pfipravené Zelatiny a hydrolyzaty byly dale hodnoceny z hlediska
fyzikélné-chemickych vlastnosti, jako je vytéZnost, schopnost vadzat vodu a tuky,
emulzifikacni kapacita a stabilita. Vysledky ukazuji, ze §ti¢i odpadni suroviny maji vysoky
obsah kolagenu, ale ne vSechny vykazuji vhodné funkcni vlastnosti pro potravinarské
vyuZiti. Prace rovnéz diskutuje moznosti vyuziti vedlejsSich slozek (pigment, tuk) a navrhy

pro dalsi optimalizaci procesu.

Klicova slova: kolagen, kolagenni hydrolyzaty, Stika obecnda, enzymatické opracovani.
ABSTRACT

Collagen and its hydrolysates are widely used in the food, pharmaceutical, medical, and
cosmetic industries. Due to the growing demand for these compounds, it is necessary to
search for new, sustainable and alternative sources of collagen. This thesis focuses on the
use of by-products from the processing of northern pike (Esox lucius), specifically heads,
bones, and fins, as raw material for the preparation of collagen hydrolysates. In the
experimental part, selected fish parts were analyzed for collagen content, and extraction
conditions were optimized using the enzyme Protamex. The resulting gelatins and
hydrolysates were evaluated for their physicochemical properties, including yield, water-
and fat-binding capacity, emulsifying capacity, and stability. The results show that pike
processing by-products contain a high amount of collagen, although not all exhibit suitable
functional properties for food applications. The thesis also discusses the potential use of side

fractions (pigment, fat) and provides suggestions for further process optimization.

Keywords: collagen, collagen hydrolysates, northern pike, enzymatic processing.
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UVOD A MOTIVACE

Kolagen a jeho hydrolyzaty nachéazeji uplatnéni v celé fadé¢ primyslovych odvétvi — od
mediciny a farmacie pies kosmetiku az po potravinafstvi. Vzhledem k rostouci poptavce po
téchto latkach je nezbytné hledat nové, alternativni a zaroven udrzitelné zdroje kolagenu.
Mezi nejnovéjsi a perspektivni alternativy patii moisti a sladkovodni zivocichové, pticemz
vedlejsi produkty z jejich zpracovani — jako jsou hlavy, kosti ¢i ploutve — predstavuji dosud
nedostatecné vyuzivany materidl s vyznamnym potencidlem. Vyzkum zaméfeny na
sladkovodni ryby, jako je Stika obecna (Esox lucius), umoziuje nejen efektivni zhodnoceni
lokalné€ dostupné suroviny, ale zaroven prispiva ke snizovani mnozstvi biologického odpadu
a celkové ekologické zatéze. Vedle environmentélnich a ekonomickych vyhod se kolagen
z téchto zdrojii muze diky svym specifickym vlastnostem uplatnit i v oblasti vyzivy
a zdravotni prevence — napiiklad jako soucast podpiirné péce o klouby nebo jako soucast

vyvoje funkcnich potravin.

Teoreticka ¢ast této prace se vénuje kolagenu jako suroving pro piipravu hydrolyzati,
jeho roli v lidském téle a mozném vyuziti kolagenovych hydrolyzati. Dale je predstavena
stika a celkova spotieba ryb v Ceské republice na osobu za rok. Tuto &ast uzaviraji samotné
metody piipravy kolagenu, konkrétné se jedna o acidobazickou hydrolyzu, enzymatickou

hydrolyzu a fermentaci.

Prakticka Cast je zaméfena na piipravu zelatin pomoci enzymatické hydrolyzy za
vyuziti enzymu Protamex. V této Casti je podrobné popsan postup piipravy kolagennich
hydrolyzath v€etné mechanického zpracovani suroviny, vstupni analyzy suroviny a vystupni
analyzy ptipravenych kolagennich hydrolyzati. Vstupni analyza suroviny zahrnuje
stanoveni obsahu suSiny, mineralnich latek, tuku, celkového obsahu dusiku a kolagenu.
Vystupni analyza piipravenych kolagennich hydrolyzatti obsahuje stanoveni vodu zadrzujici
kapacity, tuk vazaci kapacity, emulzifika¢ni kapacity a stabilitu emulze, viskozitu a Cirost
zelatinového roztoku. Cely tento proces, respektive jeho hmotnostni bilance je zaznamenana

ve vysledném grafu, ktera spole¢né s naméfenymi vysledky uzavirajici tuto praci.
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I.

TEORETICKA CAST
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1 KOLAGEN

Kolagen je fibrilarni protein tvofici zakladni slozku extracelularni matrice v pojivovych
tkanich, jako jsou ktize, vazy, slachy a kostni struktury. [ 1] Z hlediska zastoupeni ptfedstavuje
priblizné 25-30 % celkového obsahu proteinti u vétsSiny zivocicht. [2] Jeho molekularni
struktura se sklada ze tfi polypeptidovych fetézcl svinutych do charakteristické trojité
Sroubovice (triple helix), pficemzZ kazdy fetézec je tvofen opakujicim se tripletovym
motivem Gly-X-Y, kde X a Y byvaji nej€astéji obsazeny prolinem a hydroxyprolinem. Tyto
aminokyseliny vyznamné pfispivaji k termodynamické stabilité kolagenni Sroubovice. [3]
Kolagen se rutinn¢ ziskava z vedlejSich produkti zivo¢isného ptivodu, zejména z hovézich
a vepfovych tkani, nicméné tyto zdroje jsou spojeny s rizikem pienosu zoon6z (napi. bovinni
spongiformni encefalopatie, pfenosné spongiformni encefalopatie, slintavka a kulhavka)

a mohou byt problematické z etickych ¢i nabozenskych hledisek.

Vzhledem k témto omezenim roste zdjem o alternativni zdroje kolagenu, piedev§im
o kolagen moiského a sladkovodniho (fi€niho) plvodu. Tyto typy kolagenu jsou
extrahovany z odpadnich tkani motskych 1 vnitrozemskych ryb (napt. kiize, Supiny, kostry),
¢imz se zaroven podporuje udrzitelné zpracovani rybaiského odpadu. Kolagen z ryb
vykazuje srovnatelné bioaktivni a biochemické vlastnosti s kolagenem savc¢iho ptivodu,
piicemz navic nabizi vysSi biokompatibilitu, niz§i imunogenicitu a lepsi rozpustnost pii
nizsich teplotach. Jeho vyuziti se tak jevi jako perspektivni nejen z hlediska zdravotni

bezpecnosti, ale 1 environmentalni udrzitelnosti a Sirs$i kulturni akceptovatelnosti. [4]

Kolagen disponuje specifickymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, které vychazeji
z jeho unikétni molekularni struktury. Je charakteristicky vysokou pevnosti v tahu a zna¢nou
odolnosti vii¢i mechanickému namahéni, coz zajist'uje ochranu tkani pred poskozenim. Tyto
vlastnosti se zvySuji v zavislosti na véku a mife zesitovani jeho vlédken. [5] Diky své
prostorové konformaci a schopnosti vazat vodu se kolagen ve vodnim prostiedi nerozpousti
a zaroven je rezistentni vici proteolytickym enzymim, jako jsou trypsin, chymotrypsin ¢i
pepsin.[6] Jeho stabilita je ovlivnéna vnéjSimi faktory, jako je teplota, pH nebo koncentrace
soli a elektrolytil; proces tepelné denaturace probiha ve dvou fazich pfi teplotich mezi
5-60 °C. [7] Porovname-li tepelnou stabilitu kolagenu z rybi kitze (FSC) a kolagenu
z Achillovy Slachy skotu (BAT), vysledky diferencialni skenovaci kalorimetrie (DSC)
naznacuji, ze kolagen z ryb vykazuje niz$i odolnost vii¢i vysSim teplotdm. Teplotni
maximum absorpce tepla, které odpovida procesu tepelné denaturace, bylo u FSC

detekovano pii 147 £+ 10 °C, zatimco u BAT dosahovalo hodnoty 220 + 5 °C. U obou typi
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kolagenu se uvolnovani volné a vdzané vody odehravd ve shodném teplotnim rozmezi
57-87 °C. Navzdory nizsi tepelné stabilité mize byt FSC za urcitych podminek vhodnou
alternativou k BAT, zejména v pripadech, kdy nésledné technologické zpracovani
rybiho kolagenu v aplikacich, kde je prioritou jiny nez tepelny typ stability. [8] Rozpustnost
kolagenu lze docilit pouzitim soli, kyselin, zadsad nebo specifickych enzymii. Zesitovani

kolagenovych molekul vyrazné pfispiva ke zvyseni jejich strukturalni stability. [7]

Kolagen je zékladni strukturdlni protein v lidském téle, pfi¢emz existuje 28 riznych
typi, které se li§i svou strukturou, lokalizaci a funkei. Tyto typy jsou pfitomny v Siroké Skale
télesnych tkani, v€etn¢ kuze, kosti, rohovky, cév, chrupavek, sttev, zZlaz, srdce, ledvin,
mozku a kosternich svalii, kde hraji kliCovou roli pfi poskytovani pevnosti, stability
a propojeni bunék. [9] Kolageny se déli do dvou hlavnich kategorii: fibrilarni a nefibrilarni.
Fibrilarni kolageny, jako jsou typy I, I, III, V, XI, XIV a XXVII, tvofi asi 90 % celkového
kolagenu v téle a jsou hlavnimi slozkami extracelularni matrix. [10] Maji strukturu tvofenou
trojitymi Sroubovicemi, které se skladaji ze tfi polypeptidovych fetézci, v nichz se
pravidelné opakuje sekvence Gly-Pro-Hyp. Tyto Sroubovice se spojuji do fibril, které
poskytuji tkanim potfebnou pevnost. Nefibrilarni kolageny, které piedstavuji asi 10 %
celkového kolagenu, se 1i§i od fibrilarnich svou strukturou, umisténim 1 funkci. Mezi
nefibrilarni kolageny patii kolageny, které se podileji na vytvareni bazalni membrany,
sitovych struktur nebo kolageny s prerusenymi Sroubovicemi. Rozmanitost kolagenovych
typt je zplUsobena rUznymi molekularnimi izofory, kombinacemi a-fetézci,
nadmolekularnimi strukturami, riznymi variantami sestiihu mRNA a odliSnymi promotory,

coz umoziuje jejich specifické ptsobeni v riznych typech tkani. [11]

1.1 Role kolagenu v lidském téle

Kolagen hraje v lidském téle zasadni roli jak na strukturalni, tak na biologické urovni.
Predstavuje zakladni strukturalni bilkovinu, tvofici pfiblizné jednu ctvrtinu vSech télnich
proteintl. Je nezbytny pro integritu a funk&nost pojivovych tkani, jako jsou kiiZe, Slachy,
kosti, chrupavky, vazy ¢i cévy. V téchto strukturdch zajistuje mechanickou pevnost,
pruznost a stabilitu, a zaroven vytvaii podpiirné prostiedi pro builkky. Kromé své stavebni
role v8ak kolagen zasahuje i do fady biochemickych a bunécnych procest. Pii vazbé na
integriny a dal$i mediatorové proteiny stimuluje pienos bunécnych signall, podporuje

proliferaci a migraci bun¢k, ¢imz se aktivné podili na regeneraci tkani a hojeni ran. Kolagen
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rovnéz interaguje s proteoglykany, ¢imz posiluje mechanickou odolnost tkani. Jeho syntéza
a degradace jsou fizeny komplexni siti enzymd, véetné kolagendz a chaperont, které udrzuji

dynamickou rovnovahu v extracelularni matrix. [12]

Kromé strukturdlnich a regeneracnich funkci ma kolagen i vyrazny biologicky
a imunologicky vyznam. Pasobi jako ochranny faktor proti patologickym staviim — brani
tvorbé nadorovych bunck, omezuje metastazovani, angiogenezi a ptispiva k formovani
nadoroveého mikroprostfedi. Interakci s imunitnimi proteazami Clr a Cls se aktivné podili
na spusténi imunitni odpovédi a zvySuje efektivitu imunitniho systému. Kolagen je rovnéz
schopen vézat rizné ligandy, vCetné polyaniontovych latek, jako jsou lipoproteiny s nizkou
hustotou (LDL), ¢imz mutZze pfispivat ke sniZovani jejich koncentrace v krvi. Diky své
chemotaktické funkci a schopnosti ovliviiovat bunéénou migraci hraje kolagen zasadni roli
v procesech hojenti, a to nejen jako fyzicka opora, ale 1 jako aktivni regulacni slozka bunécné

komunikace a imunitni obrany. [13]

1.2 Hydrolyzaty a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti

Kolagenové hydrolyzaty vznikaji Stépenim plvodnich kolagenovych molekul na kratsi
peptidové fetézce, coz zajistuje jejich lepsi vstiebatelnost a biologickou uc¢innost. Tento
proces, znamy jako hydrolyza, muze byt realizovan bud’ chemickymi ¢inidly, nebo pomoci
enzymli — pfiCemz enzymatickd cesta je Casto upfednostiiovdna diky své selektivité
a Setrnému pribehu. Pti vyrobé se kolagen nejprve extrahuje (kyselinami nebo zasadami),
nasledné je tepelné upraven za Ucelem narusSeni jeho trojité helikdlni struktury a poté
enzymaticky hydrolyzovan napiiklad pomoci pepsinu, papainu nebo alkaldzy. Vybér
konkrétniho zplisobu zpracovani a pouZzitych enzymu pfimo ovliviiuje vlastnosti vysledného
hydrolyzatu, jako jsou jeho rozpustnost, bioaktivita a vhodnost pro aplikaci v riznych

pramyslovych odvétvich. [12]

Peptidy ziskané timto zptisobem maji obvykle nizkou molekulovou hmotnost, zpravidla
mezi 3 a 6 kDa, coZ zajiSt'uje jejich snadn&jsi zaclenéni do finalnich produktii a lepsi funkéni
vlastnosti. Diky této charakteristice se kolagenové hydrolyzaty uplatiuji predevSim
v kosmetickém, farmaceutickém a potravinarském sektoru. Niz§i molekulovd hmotnost
ptispiva k lepsi rozpustnosti a antioxida¢nim G¢inklim, které jsou zaddouci v produktech pro
zdravi a krasu. Na rozdil od Zelatiny, kterd je vysledkem pouze castecné hydrolyzy

a obsahuje vyssi molekulové frakce, jsou hydrolyzaty vyrazné rozstépeny a bioaktivné;si.
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Pfemeéna kolagenu ¢i Zelatiny na takto upravené formy piinasi pfidanou hodnotu a umoznuje

jejich efektivni vyuziti v modernich biomateridlovych a nutri¢nich aplikacich. [13]

1.3 Zpisoby vyuziti kolagenu a kolagennich hydrolyzati

Kolagen ziskany z vodnich zivo¢ichii predstavuje hodnotny biologicky material
s Sirokym aplika¢nim potencidlem, zejména v oblasti biomateridlového vyzkumu. Diky
zachovani trojSroubovicové struktury, kterd je klicovd pro jeho biologickou funkcnost,
nabizi tento typ kolagenu stabilitu a mechanické vlastnosti nezbytné pro tvorbu struktur, jako
jsou hydrogely. Tyto materialy 1ze dale vyuzit naptiklad pti regeneraci mékkych tkéni véetné
chrupavek, coz z kolagenu ¢ini dilezitou soucéast vyvoje novych materidlit v oblasti
tkanového inzenyrstvi a mediciny. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o surovinu ziskanou
z vedlejSich produktl rybatského a zpracovatelského primyslu, jeji vyuziti navic ptispiva
k celkové udrzitelnosti a efektivnimu zhodnoceni biologického odpadu. [14] Kolagen ze
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k sav¢im kolagentm, a to jak z hlediska dostupnosti, tak i nizSiho rizika pienosu patogent.
[9]

Vedle medicinského vyuziti nachazi kolagen vyznamné uplatnéni i v potravinaiském
prumyslu, kde je cenén predevsim pro své funkeéni a technologické vlastnosti. [15] Mize byt
pridavan do masnych produkti, jako jsou parky ¢i Sunky, kde slouzi jako pojivo a plnivo,
¢imz prispiva ke zlepSeni vaznosti, textury a stability vyrobka pfi tepelném zpracovani
a skladovani. [16] Dalsi perspektivni oblasti je vyuziti kolagenu jako filmotvorného
materidlu pro vyrobu ekologicky rozlozitelnych obald, které mohou caste¢né nahradit
konven¢ni plastové materidly. Kromé toho se kolagen uplatituje 1 pii vyrobé stiev pro
uzeniny, kde jeho schopnost vytvaftet stabilni, pruzné sité¢ umoziuje efektivni zpracovani
béhem kontinudlnich technologickych operaci. Tyto vlastnosti ¢ini z kolagenu univerzalni
a cennou surovinu s vyznamem jak pro zdravotnictvi, tak i pro moderni potravinaistvi

a udrzitelny rozvoj. [17]

Kolagen ziskavany z ryb, jak sladkovodnich, tak mofskych, se stale ¢ast&ji uplatiiuje
v kosmetickém primyslu diky svym hydratacnim a obnovujicim ucinkim. [4] Kolagen
z lososi kiize je hojné vyuzivan jako ptirozeny zvlhcovac, ktery pomahé udrzet rovnovahu
vlhkosti v pokoZce a minimalizovat transepidermalni ztrdtu vody — proces, pii némz voda
unikd z téla ptes kiizi do okolniho prostiedi. Tim se pfispiva ke zlepSeni elasticity, hebkosti

a celkového vzhledu pleti. [18] Studie dale ukazuji, Ze kolagen extrahovany z klize karase
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muze byt v kombinaci s pfirodnimi bioaktivnimi latkami zaclenén do hydrogell, které se
uplatiiuji nejen pii hojeni ran, ale i v dermokosmetice. [19] Zajimavou formou aplikace jsou
rovnéz kolagenové nité —jemna vldkna zavadéna do podkozi, ktera aktivuji tvorbu vlastniho
kolagenu, zpeviiuji pokozku a zvySuji jeji pruznost. Tyto biokompatibilni struktury
predstavuji oblibenou alternativu k invazivnim estetickym zékrokiim. Rybi kolagen je
obecné povazovan za bezpecnou a ucinnou slozku kosmetickych piipravka diky své dobré

snasenlivosti a nizké toxicité. [20]
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2 STIKA OBECNA

Stika obecna (Esox lucius) piedstavuje vrcholového sladkovodniho predatora s vyrazné
hydrodynamickou morfologii. T€lo mé protdhly tvar, pficemz u mladSich jedinci je
valcovité, zatimco u vétSich dospélych jedinci zplostélé ze stran. Hlava je napadna,
s dlouhym, zplostélym rypcem, Sirokymi tsty a silnymi zuby umisténymi nejen na celistech,
ale také na patte, vomeru (kost radli¢nd) 1 jazyku. Relativné velké oc¢i odrazeji adaptaci na
vizualné fizeny zpusob Zivota typicky pro mélké a prosvétlené biotopy. Neparoveé ploutve
— hibetni, ocasni a fitni — jsou posunuty do zadni casti téla, coz optimalizuje schopnost
rychlého vypadu smérem ke kofisti. Ocasni ploutev je vykrojena, parové ploutve (bfisni
a prsni) jsou relativné malé. T¢€lo pokryvaji cykloidni Supiny, pfi¢emz je postranni ¢ara rovna

a kompletni. [21]

Tento druh se vyskytuje na velkém Uzemi, které zahrnuje vétSinu Evropy, severni Asii
a Severni Ameriku. Pfirozen¢ osidluje diverzifikovana sladkovodni prosttedi, zahrnujici jak
ficni systémy, tak stojaté vody — jezera ¢i tin€. Vyskytuje se rovnéz i v mirné slanych
(brakickych) vodach, naptiklad v pobfeznich oblastech Baltského moie, kde byly popsany
i populace schopné reprodukce v brakickém prostiedi. Diky své vyrazné ekologické
plasticité¢ osidluje rtznorodd stanovisté, priCemz vybér konkrétni lokality ovlivituje
dostupnost potravy, struktura prostiedi a vhodnost podminek pro vytér. [21] Stiky se obvykle
rozmistuji v prostfedi tak, aby maximalizovaly svij rlst a pieziti, pfi¢emz vyuzivaji riizna

stanovisté podle své velikosti a faze vyvoje. [22]

Stika se vyznaéuje vrcholovym postavenim v potravinovém fetézci a nizkou populaéni
hustotou ve srovnani s nedravymi druhy. Pro uspésny chov ¢i podporu ptirozenych populaci
jsou kli¢ové vhodné habitatové podminky. Nezastupitelnou roli v Zivotnim cyklu Stiky hraje
vodni vegetace — zejména v obdobi vytéru a raného vyvoje, kdy slouZi jako ukryt pro jikry
i nedospélé jedince. Komplexni vegetani struktury poskytuji ochranu pied predaci
a kanibalismem a vytvafeji vhodné mikroklima pro rist. Optimalni tfeci a odchovné
prostiedi zahrnuje vegetacni pokryv alespont 35-70 %, pficemZ stabilni vodni hladina
a dobra priihlednost vody vyznamné ovliviiuji uspéSnost reprodukce. V podminkéch
regulovanych vodnich ploch se ukazuje, Ze méné kolisavy vodni reZim miliZze mit na vyvoj

mladych §tik pfiznivéjsi vliv nez ptirozené vykyvy vodni hladiny. [23]

Dominantni slozku potravy §tik tvoii jiné ryby. Velikost ulovené kofisti izce souvisi

s velikosti samotného predatora —jedna se o tzv. ,,predacni okno*. Navzdory této adaptabilité
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projevuje Stika preferenci ke specifickym velikostem kofisti, v n€kterych pfipadech zvladne
dokonce ulovit i vétsi jedince, neZ by odpovidalo velikosti jeji tlamy. [24] Uspé&snost lovu
také ovliviiuje chovani kofisti, naptiklad jejich schopnost vnimat nebezpe¢i pomoci zraku,
¢ichu nebo jinych smysli. Kanibalismus je u Stik béznym jevem, ktery muze indikovat
nedostatek potravy, ale i samotnou konkurenci mezi jedinci. [21] Vyzkumy ukdzaly, ze Stika
lovi stejné Gspésné, at’ je kofist sama nebo v hejnu. Zmeény v potravnich zvyklostech béhem
ristu nejsou vZzdy vyrazné a odvijeji se od dostupnosti potravy v daném prostiedi. V obdobi
nizké koncentrace vyskytu kofisti lovi Stiky jiné€ vodni Zivo€ichy, jako je hmyz nebo pijavice,
coz vSak miize vést ke zpomaleni jejich vyvoje. Byla zaznamendna 1 schopnost pfizptsobit
se vyskytu novych druht, v€etn¢ invaznich jako je rak ¢erveny a schopnost Stiky vyuZzivat
je jako potravu. I pfes to, Ze tento druh dokéze tvotit vyznamnou slozku potravy, Stiky Casto
nedokazou zabranit populacni expanzi raka. Celkovée je Stika velmi piizplsobivy dravec,

ktery reaguje na nabidku potravy ve svém okoli. [23]

Stika obecna byla zvolena jako zdroj biologického materialu na zakladé svych
specifickych morfologickych a ekologickych charakteristik, které z ni ¢ini vhodny model
pro analyzu kolagennich struktur. V ramci této prace byly jako suroviny vyuzity nekonzumni
casti téla — konkrétné hlavy, kosti a ploutve — které predstavuji bohaty zdroj kolagenu,
piredevsim typu I. Tyto tkané jsou bézné povazovany za vedlejsi produkty rybarského
a zpracovatelského priimyslu, avsak soucasné nabizeji vyznamny potencial pro dalsi vyuziti
ve vyzkumu a biotechnologiich. Stika jako vrcholovy predator sladkovodnich ekosystémti
disponuje vyrazn¢ vyvinutou opérnou a pohybovou soustavou, adaptovanou na rychly vypad
a aktivni lov. To se odrazi ve struktufe jejich kosti a vazivovych tkéani, které mohou
vykazovat odlisné fyzikéaln¢é-chemické vlastnosti ve srovnani s jinymi druhy ryb s odlisSnym
zpusobem Zivota. Ekologicka plasticita Stiky, stejné jako jeji Siroké geografické rozsitent,
navic umoziuji srovnani vlivu prostiedi na kvalitu a charakter kolagenniho materialu. Vybér
Stiky byl rovné€Z podminén dostupnosti vzorkl z lokalnich zdroji a moZnosti zajisténi

standardizovanych podminek odbéru.
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2.1 Spotieba ryb

Podle odbornikt na lidskou vyzivu je optimum spotieby 17 kg ryb na osobu za rok. Spotieba
ryb v Ceské republice v letech 2014—2023 vykazuje mirné kolisani, aviak bez vyrazného
trendu rastu ¢i poklesu. Celkova ro¢ni spotieba ryb na obyvatele se v uvedeném obdobi
pohybovala v rozmezi 5,1 az 6,0 kg. Nejvyssi hodnoty byly zaznamenany v roce 2019
(6,0 kg/osobu), zatimco nejniz§i spotieba byla evidovana v roce 2016 (5,1 kg/osobu).
V poslednich letech se spotteba drzela na urovni ptiblizné 5,6 az 5,9 kg na osobu ro¢né¢.
Z této celkové spotieby ryb tvoti sladkovodni ryby tuzemského ptivodu stabilni, ale pomérné
nizky podil. V letech 2014 az 2019 se jejich spotieba pohybovala kolem 1,3—1,4 kg na osobu
a rok. Od roku 2020 dochazi k mirnému poklesu — v roce 2021 klesla na 1,2 kg, v roce 2022
na 1,1 kg a v roce 2023 se opét mirn¢ zvysila na 1,2 kg. Tento vyvoj ukazuje, Ze ackoli
celkova spotieba ryb ziistava relativné stabilni, podil domaci sladkovodni produkce na ni

mirné klesa. [25]

V Ceské republice byl v obdobi 2020-2023 zaznamenan mirné rostouci trend v trzni
produkci Stiky obecné. V roce 2020 dosahla produkce hodnoty 103 tun zivé hmotnosti,
v nasledujicim roce vzrostla na 116 tun, pfi¢emz tato hodnota zlistala stabilni i v roce 2022.

V roce 2023 doslo k dalSimu nartistu, a to na 125 tun. [26]

Naopak sportovni vylov $tiky na udici v tekoucich vodach v témze obdobi vykazoval
klesajici tendenci. V roce 2020 bylo v rdmci sportovniho rybolovu uloveno 135 tun zivé
hmotnosti, v roce 2021 jiz pouze 102 tun a v letech 2022 a 2023 byl zaznamenan shodny
objem 94 tun. Tyto Gdaje odrazeji aktualni vyvoj v intenzifikaci chovu Stiky, stejné jako

zmény ve vyskytu a dostupnosti této dravé ryby ve volnych vodach. [25]

Zvy$ovani spotfeby masa sladkovodnich ryb v Ceské republice Ize povazovat za
multidimenziondlni vyzvu, kterd si vyzaduje systematicky a koordinovany pfistup vSech
aktéri napfic celym produkcné-distribucnim fetézcem. Za jeden ze stézejnich predpokladii
se povazuje zajisténi kontinualni dostupnosti rybich produkti v pritbéhu celého roku a jejich
efektivni za€lenéni do béZné nabidky maloobchodnich siti. Z hlediska spottebitelského
chovani je nezbytné reflektovat preference souvisejici se zptisobem technologické upravy
vyrobkll — preferovany jsou zejména formy s delsi trvanlivosti, vy$§i mirou opracovani
a balenim prizplisobenym velikosti bézné domdacnosti. Jednim z rozhodujicich faktort pfi
vybéru je komfort konzumace, ktery vyrazné ovliviluje vyskyt kosti v rybi svaloviné. Je

proto zadouci smétovat k technologickému zpracovani suroviny tak, aby byl jejich vyskyt
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minimalizovan, ptipadné zcela eliminovan. Zaroven se otevira prostor pro vyssi zhodnoceni
mén¢ vyuzivanych casti ryb, které jsou spotiebiteli v kontextu nakupu zivé ryby casto

prehlizeny, pfestoze mohou mit nutricné i technologicky zajimavy potencial. [25]

Vedlejsi produkty vznikajici pfi zpracovani ryb, které dosud nejsou vyuzivany pro
lidskou vyzivu ani jinak hospodarn¢ zhodnoceny, mohou piedstavovat az 50 % zivé
hmotnosti ryby. Tyto ¢asti jsou pfitom cennym zdrojem bilkovin, tukil, minerdlnich latek
a vitamind, a jejich efektivni vyuziti je z hlediska udrzitelnosti a ekonomiky zpracovani ryb

klicové. Pravé na tyto vedlejsi produkty a jejich zpracovani se zamétuje tato prace. [27]
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3 METODY PRIPRAVY KOLAGENNICH HYDROLYZATU

Vedlejsi suroviny vznikajici pfi zpracovani ryb, zahrnujici zejména hlavy, kosti, ploutve
a kuzi, predstavuji vyznamny zdroj kolagenu a dalSich strukturalnich bilkovin, jez lze za
vhodnych podminek prfeménit na nizkomolekularni bioaktivni peptidy. Tyto peptidy,
slozené zpravidla z 2-20 aminokyselinovych zbytki, vykazuji fadu biologicky ptiznivych
ucink, jako jsou antioxidacni, antihypertenzni, antimikrobialni ¢i imunomodulacni aktivity.
Vyuziti téchto surovin pfispiva nejen ke snizovani potravinového odpadu, ale rovnéz
predstavuje udrzitelny pfistup k produkci vysoce hodnotnych latek s potencidlnim
uplatnénim v potravinafstvi, farmacii ¢i kosmetice. Mezi hlavni technologické ptistupy
pouzivané k uvolnéni téchto peptidl patii acidobazickd hydrolyza, enzymaticka hydrolyza

a fermentace.

Uvedené metody predstavuji kliCové ptistupy pro efektivni valorizaci vedlejSich
surovin rybiho plivodu a poskytuji perspektivni zaklad pro vyvoj funkcnich slozek

s vyuzitim v riiznych priimyslovych odvétvich. [28]

3.1 Acidobazicka hydrolyza

Acidobazickd hydrolyza vyuziva stifidavého plisobeni kyselych a zésaditych roztoka
k naruSeni primarni a sekundarni struktury bilkovin a uvolnéni kolagenu. Proces obvykle
zacina oSetfenim materidlu zdsadou (napt. NaOH) za michani pii kontrolované teploté, jehoz
cilem je odstranéni nekolagennich proteint a jinych nezadoucich slozek. [29] Nasledné¢ je
material oSetfen kyselinou (napi. HCI), promyt, neutralizovan a podroben extrakci v teplé
vodé. V nékterych piipadech je soucasti postupu i1 odtuénéni pomoci organickych
rozpoustédel a ndsledna dialyza. Takto pfipraveny hydrolyzat 1ze nasledné lyofilizovat. Tato
metoda je aplikovatelnd nejen na kizi, ale také na rybi Supiny, kosti a dalSi skeletalni

komponenty. [30]

Chemicka hydrolyza, at’ uz kysela nebo zasadita, se uplatiiuje zejména v piipadech, kdy
je pozadovan vysoky stupen rozkladu bilkovin. Vysledné hydrolyzaty ptispivaji ke zlepSeni
technologickych a funkénich vlastnosti, jako je emulgaéni schopnost, pénivost ¢i viskozita,
coz umoznuje jejich vyuziti jako potravinaiskych pridatnych latek nebo soucdasti parenteralni
vyzivy diky vysokému obsahu volnych aminokyselin. Nevyhodou téchto metod je vSak
obtizna kontrolovatelnost procesu a neselektivni §tépeni proteinil, které ¢asto vede ke vzniku

nezadoucich vedlejsich produkti a k vyssi spotfebé chemickych ¢inidel. [31]
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3.2 Enzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza ptedstavuje efektivni metodu rozkladu bilkovin, pii niz dochazi
k selektivnimu $tépeni peptidovych vazeb enzymy s proteolytickou aktivitou. Tento proces
umoziuje cilené a kontrolované ziskavani proteinovych hydrolyzati s pozadovanymi
funkénimi vlastnostmi. V poslednich letech se enzymatickd hydrolyza uplatiiuje pfi
zpracovani raznorodych rostlinnych i ZivociSnych surovin. Proteolytick¢ enzymy se
ziskavaji z Zivoc€iSnych (napf. trypsin, pepsin), rostlinnych (papain, bromelain)
i mikrobidlnich zdroji, pfiCemz z hlediska primyslové dostupnosti a ekonomické
vyhodnosti dominuji enzymy mikrobidlniho plvodu, jako jsou Alkalaza, Flavorzym,

Neutraza, Protamex nebo Savinaza.

Z technologického hlediska ma enzymatickd hydrolyza fadu vyhod. Na rozdil od
chemickych metod nevyuziva kyseliny, zasady ani organicka rozpoustédla, ¢imz eliminuje
nezadouci zmény struktury, jako je racemizace aminokyselin. Vysledné hydrolyzaty tak
splnuji pozadavky na bezpec¢nost a jsou vhodné pro lidskou spotiebu. Funk¢nost enzymt je
ovlivnéna jejich specifitou 1 podminkami procesu — zejména koncentraci enzymu a substratu,
pH, teplotou, viskozitou reakéni smési, dobou reakce a dal§imi faktory, které¢ ovliviuji

aktivitu enzymu a charakter konecnych produktt. [30]

Znacnou pozornost si ziskaly bioaktivni peptidy vznikajici enzymatickym Stépenim,
zejména diky svym antioxidacnim ucinkiim. Tyto vlastnosti jsou casto spojovany
s pritomnosti specifickych aminokyselin, jako jsou histidin, cystein, methionin, leucin nebo
tyrosin, které se vyznaCuji schopnosti vazat volné radikdly. Vyznamnou vyhodou
enzymatickych procest je také jejich adaptabilita pro rizné suroviny a moznost efektivniho

métitkovani do primyslové vyroby.

Pouziti komer¢nich enzymil umoziluje zefektivnit vyrobu a soucasné snizit ndklady na
findlni produkty. Napfiklad Sumaya-Martinez a kol. prokézali, ze enzymatické zpracovani
vedlejsich produkti kapra obecného (Cyprinus carpio) pomoci enzymu Flavorzymu vedlo
ke vzniku hydrolyzati s piiznivymi nutriénimi a funkénimi vlastnostmi. Uprava
technologickych parametrti, jako je hodnota pH, umoziuje fidit aktivitu enzymu a ovlivnit

vlastnosti vyslednych peptida.

Vyroba bioaktivnich peptidl prostfednictvim enzymatického Stépeni predstavuje nejen
funkéné Ucinny, ale zaroven i ekologicky Setrny pfistup. Vzhledem k rostoucim pozadavkim

na udrzitelnou vyrobu a zdravi prospésné potraviny se tato technologie jevi jako perspektivni
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feSeni. Vyzkum v této oblasti se aktudlné soustfedi na optimalizaci enzymatickych procest,
vyvoj novych enzymii a efektivni purifikacni techniky, které umozni Sir$i vyuziti této
metody i v ekonomickém méftitku. Enzymatickd hydrolyza tak piedstavuje strategicky
nastroj pro valorizaci vedlejSich surovin a inovace v oblasti potravinaistvi, vyzivy

1 zdravotnictvi. [31]

V réamci této prace byla zvolena enzymatickd hydrolyza s vyuzitim komercné
dostupného enzymu Protamex™, coz je proteazovy enzym produkovany bakteriemi rodu
Bacillus, vyrabény spolecnosti Novozymes A/S (Bagsvaerd, Déansko). Tento enzym byl
specialné vyvinut pro potravinaiské aplikace, zejména pro S$t€peni bilkovin, a spliiuje
pozadavky na Cistotu stanovené Spole¢nym vyborem experti FAO/WHO pro potravinaiska
aditiva i normami Food Chemicals Codex. [32] Optimalni reakéni podminky pro jeho pouZiti
jsou v rozmezi pH 5,5-7,5 a pii teploté 35-60 °C. Deklarovana enzymova aktivita ¢ini
1,5 Ansonovy jednotky na gram, pficemz davkovani enzymu pii hydrolyze se vyjadiuje
v jednotkach AU na kilogram hrubého proteinu ve vychozi suroving. Inaktivace enzymu je

zajisténa zahiatim na 85 °C po dobu 10 minut. [33]

3.3 Fermentace

Fermentace je biotechnologicky proces, ktery vyuziva biochemické mechanismy pfirozené
probihajici v raznych vyvojovych fazich organismti. Tento proces se klasifikuje podle
fyzikéalné-chemickych vlastnosti prostfedi, ve kterém probiha, a to bud’ jako fermentace
v kapalném médiu (ponornad fermentace), nebo jako fermentace na pevném substratu.
Ponorna fermentace se odehrava v tekutém médiu, zatimco fermentace na pevném substratu
vyuzivéa pevné médium, které je pouze zvlhceno pro podporu riistu mikroorganismu. VyuZziti
fermentace pro produkci bioaktivnich peptidii a zlepSeni nutri¢ni kvality potravin se
v poslednich letech stalo pfedmétem intenzivniho vyzkumu, pfi€emz fermentacni procesy

umoznuji zvysit vytézky a biologickou t¢innost téchto latek. [30]

Fermentacni procesy, které zahrnuji mikroorganismy, umoziuji St€peni bilkovin
pfitomnych v substratech, zejména v potravinach, prostfednictvim metabolickych drah, pfi
nichZ mikroorganismy produkuji protedzy a dalsi hydrolytické enzymy. Timto zpiisobem
vznikaji bioaktivni peptidy, které mohou zlepsit nejen nutri¢ni hodnotu potravin, ale i jejich
senzorické vlastnosti, jako je chut’ a stabilita. Peptidy ziskané fermentaci jsou navic ¢asto
Iépe stravitelné nez plvodni bilkoviny. K ziskdni té€chto peptidii se vyuZivaji rtzné

mikroorganismy, napiiklad bakterie mlé¢ného kvaseni, které vykazuji proteolytickou
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aktivitu jak na bunécné sténé, tak uvnitt builky, coz umoziuje efektivni $t€peni bilkovin

v proteinovém médiu.

Fermentace hraje klicovou roli i ve zlepSeni nutri¢niho profilu potravin. Prikladem je
kefir, jehoz zdravotni pfinosy jsou pri¢itiny nejen obsahu bioaktivnich peptidd, ale i dalsim
biologicky u€innym latkdm, jako jsou antioxidanty. Vyznamnym pokrokem v oblasti
fermentace je jeji vyuziti pro zlepSeni kvality bilkovin v riiznych substratech, jako je cocka
nebo sdjova mouka, kdy se pro fermentaci pouzivaji specifické bakterie jako Lactobacillus
plantarum a Bacillus subtilis. Tyto procesy mohou vyrazn€ ovlivnit rozpustnost
a biologickou aktivitu peptidi. Kromé toho fermentace zlepSuje vyuzitelnost cukri,
vitaminl a mineralnich latek a podporuje obsah polyfenolickych slou¢enin s antioxida¢nimi

vlastnostmi. [31]
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4 VYUZITI TEORETICKYCH POZNATKU PRO NAVRH
EXPERIMENTALNI CASTI

Teoreticka ¢ast této prace poskytla uceleny prehled o kolagenu jakoZzto strukturni bilkoving,
jeho biologické funkei, molekuldrni struktute, zdrojich a metodach izolace. Zvlastni diraz
byl kladen na alternativni suroviny zivocisného pivodu, zejména ryby, které predstavuji
ekologicky 1 ekonomicky zajimavy zdroj kolagenu. Klicovym zjiSténim bylo, Ze kolagen
z vodnich Zivoc¢ichll vykazuje odliSné fyzikalné-chemické vlastnosti neZ kolagen savci, a to
predevsim v niz§i tepelné stabilité a jiné struktufe jednotlivych typt kolagenu, coz je

nezbytné zohlednit pfi nastavovani extrak¢énich podminek.

Tyto poznatky vytvorily zaklad pro ndvrh experimentalni ¢asti prace, ktera se zamétuje
na vyuziti vedlejSich produkti ze Stiky obecné (Esox lucius) k ptipravé Zelatiny pomoci
enzymatické hydrolyzy. Pti tvorbé metodického postupu byly brany v potaz klicové faktory
ovliviiujici vytéznost a kvalitu vyslednych produkti — zejména teplota a doba extrakce. Déle
byly zohlednény specifické vlastnosti jednotlivych ¢asti rybi suroviny, jako jsou hlavy, kosti

a ploutve, v€etné jejich obsahu kolagenu a tuku.

Na zakladé¢ ziskanych teoretickych poznatkl si prakticka cast této prace klade za cil
zhodnotit obsah kolagenu ve vybranych ¢astech Stiky obecné, konkrétné v hlavach, kostech
a ploutvich, a posoudit jejich vhodnost jako suroviny pro ptipravu kolagennich hydrolyzatu.
Déle se zamétuje na optimalizaci podminek extrakce kolagenu s ohledem na specifika rybi
suroviny, predevSim jeji tepelnou citlivost, a vychdzi pfitom z poznatkii uvedenych
v odborné literatute. Prace si rovnéz klade za cil pfipravit Zelatiny a hydrolyzaty a analyzovat
jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, jako jsou vytéznost, schopnost vazat vodu a tuky,
emulzifikacni kapacita a stabilita. V neposledni fad¢ se zabyva hodnocenim vyuZitelnosti
téchto produktii pro potravinarské ucely a zvazuje alternativni zplisoby zpracovani a dal§iho

vyuziti zbytkového materidlu vzniklého béhem extrakce.
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1. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIALY A METODY

Tato kapitola obsahuje podrobny popis pfipravy vstupni suroviny pro nasledné pouziti pii
vyrobé¢ kolagenového hydrolyzatu, a také jsou zde obsazeny principy vyuzitych metod, jak
pii vstupnich analytickych zkouskach, tak i pfi vystupnich analytickych zkouskach.

Pouzivanymi materidly byly polypropylenova tkanina s velikosti ok 0,5 um (déle jen
tkanina), draténé sito s velikosti ok 1 mm (dale jen sito) a polyethylenova nadoba o objemu
10 1 (dale jen polyethylenova nadoba). Pro enzymatickou hydrolyzu byl pouzit proteolyticky
enzym Protamex, ktery byl zakoupen od firmy BIOTECH s.r.o.. V ramci této prace byl
vytvoren kolagen metodou enzymatické hydrolyzy s vyuzitim enzymu Protamex, ktery
pusobil na rybi surovinu pfi teploté 10 °C po dobu 3 hodin. Hodnota pH byla udrzovana

v rozmezi 6,5-7.

5.1 Mechanické zpracovani vstupni suroviny

Vstupni surovinou byly odpadni produkty ze Stiky obecné (Esox lucius), konkrétné se
jednalo o hlavy, kostry a ploutve. Tato surovina byla dale rozd€lena na dvé Casti, hlavy
(experimenty €. 1-6) a kostry s ploutvemi (experimenty ¢. 7-12), se kterymi se nasledné
pracovalo oddé€lené. Suroviny byly zhomogenizovany na mlynku s Sajbou o velikosti
15 mm. Se zhomogenizovanou surovinou se dale postoupilo ke vstupni analyze

a naslednému zpracovani suroviny na kolagen.

T
Ch

Obrazek 1 Proces homogenizace surovin
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5.2 Vstupni analyza

Pfed samotnym zpracovanim suroviny bylo potieba zjistit jeji vstupni hodnoty, diky kterym

byl nasledné sestaven postup piipravy zelatin.

5.2.1 Stanoveni obsahu suSiny

Pro stanoveni obsahu suSiny bylo na analytickych vahach do Petriho misek navazeno 10 g
suroviny, ktera byla posléze vlozena do suSarny s cirkulaci vzduchu na 103 °C a ponechéna
pies noc vysuSit. Nasledujici den byla surovina opétovné zvazena a piepoctena na

procentualni obsah susiny. Vypocet byl proveden dle vzorce 1. [34]

m
% = — - 100 (1)
m,
Kdy:
mg...... hmotnost na zacatku, navazka / g,
mg ...... hmotnost na konci/ g.
Tabulka 1 Vysledky obsahu suSiny v suroviné
Susina $ti¢ich hlav / % Susina kosti a ploutvi/ %
28,9 28,9
29,2 28,5
26,8 29,2
25,9 28,0
24,2 27,6
Primérna susina hlav / % Priimérna susina kosti a ploutvi / %
27 28,5

(

N

Obrazek 2 Susina Stic¢ich hlav
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5.2.2 Stanoveni obsahu mineralnich latek

Stanoveni obsahu mineralnich latek bylo provedeno zjiz vysusené suroviny. Na
analytickych vahach byl do porcelanovych kelimki navdzen 1 g suroviny. Kelimek se
surovinou byl déale zihdn nad plamenem. Po dostate¢ném vyzihani byl vlozen do pece na
650 °C a spalen. Vychladly popel suroviny byl nasledné¢ znovu zvazen a prepocten na

procentudlni obsah mineralnich latek. Vypocet byl proveden dle vzorce 1. [34]

Tabulka 2 Vysledky obsahu mineralnich latek v suroviné

Mineralni latky — stici hlavy / % Mineralni latky — sti¢i kosti a ploutve / %
27,3 27,2
30,9 23,7
33,6 23,1
31,6 21,2
Priimérny obsah mineralnich latek Priimérny obsah mineralnich latek
Sti¢i hlavy / % Sti¢i kosti a ploutve / %
30,8 22,7

Obrazek 3 Popel ze §ticich kosti a ploutvi
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5.2.3 Stanoveni tuku

Stanoveni tuku bylo provedeno metodou dle Soxhleta zjiz vysusené suroviny. Na
analytickych vahach bylo do patrony navazeno 10 g suroviny. Patrona se surovinou byla
nasledné vlozena do destila¢ni aparatury. Toto stanoveni probihalo ve dvou dnech za pouziti
dvou riznych rozpoustédel tuku. Prvni den byla destilace provadéna pomoci chloroformu
po dobu 7 hodin. Druhy den byla destilace provadéna pomoci ethanolu po dobu 8 hodin. Po
skonceni druhé destilace byla surovina vysypana z patrony do Petriho misky a ponechany
v digestofti pies noc doodpaftit zbytky rozpoustédla. Nasledujici den byla surovina opétovné

zvazena a byl vypocten procentualni obsah tuku. Vypocet byl proveden dle vzorce 1. [35]

Tabulka 3 Vysledky obsahu tuku v suroviné

Obsah tuku — §ti¢i hlavy / % Obsah tuku — §ti¢i kosti a ploutve / %
5,8 18,7
7,1 20,6
Priimérny obsah tuku Priimérny obsah tuku
Sti¢i hlavy / % Sti¢i kosti a ploutve / %
6 19,7

IR L dgh-

-

-

‘-
.

nahote probihajici extrakce tuku do rozpoustédla. Vpravo dole patrona s vysuSenou
odtu¢nénou surovinou.
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5.2.4 Stanoveni celkového obsahu dusiku

Stanoveni celkového obsahu dusiku bylo provedeno metodou dle Kjeldahla. Ke stanoveni
byl pouzit zbytek suroviny po analyze tuku a jako srovndvaci vzorek, byla pouzita také
susina vychozi suroviny. Na zacatku bylo potfeba vzorek zmineralizovat. Do mineraliza¢ni
baniky byl na analytickych vahach odvédzen 1 g suroviny, pipetovano 10 ml koncentrované
H>SO4 a pfidan smésny katalyzator. Vznikla smés byla umisténa na topnou desku na 450 °C
a ponechana do doby, nez byl obsah banky vyc¢ifen. Pro urychleni reakce bylo pouZzito par
kapek 33 % (w/w) peroxidu vodiku. Po vycifeni smési byla baiika ponechéana pti pokojové
teploté zchladnout. Chladné smés byla nasledné kvantitativné ptenesena do 100 ml odmérné
banky, doplnéna po rysku destilovanou vodou a diikkladné promichana. Do titracni banky
bylo odmérnym valcem odméteno 50 ml 2 % (w/w) H3BOs3, do aparatury bylo pipetovano
20 ml ptipraveného mineralizovaného vzorku a 25 ml 30 % (w/w) NaOH. Destilace byla
provadéna po dobu 20 minut od pocatku varu vody ve vyvije¢i vodni pary. Po skonceni
destilace byl vznikly roztok titrovan 0,05 mol/l roztokem H>SO4 za pfitomnosti peti kapek
inikatoru Tashiro. Barevny ptechod byl pozorovan ze svétle zelené do svétle rtizové.
Destilace a nésledna titrace byla u kazdého vzorku provedena dvakrat. Vypocet byl proveden

dle vzorce 2. [36]

V,-0,0014-100 V.
N = —= _Zf (2)

m Vs

Kdy:

V1 ... objem odmérného roztoku H>SO4 spotiebovany k titraci / ml,
V3 ... celkovy objem mineralizitu / ml,

V3 ... objem mineralizatu pipetovany na stanoveni / ml,

f ... pfepocitavaci faktor odméerného roztoku H>SO4 (f = 0,9422),
m ... navazka vzorku/ g,

N ... obsah dusiku / %.
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Tabulka 4 Vysledky celkového obsahu dusiku v suroviné

Obsah dusiku — sti¢i hlavy / % Obsah dusiku — sti¢i kostry a ploutve / %
9,1 10,8
Soxhlet Soxhlet
9,0 10,8
9,5 8,5
Susina Susina
9,6 8,5

I

Obrézek 5 Stanoveni dusiku. Cislo 1 smés vzorku v mineraliza¢ni baiice na zacatku
zahiivani. Cislo 2 vy¢ifena smés vzorku v mineralizacni baiice. Cislo 3 méfené roztoky
vzorki. Cislo 4 destila¢ni aparatura dle Kjelhdala.
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5.2.5 Stanoveni obsahu kolagenu

Stanoveni obsahu kolagenu bylo provedeno za pouziti zbytku suroviny po analyze tuku. Do
kadinky bylo na analytickych vahach navazeno 5 g suroviny a odméteno 150 ml 0,1 mol/l
NaOH. Nasledné byla smés zahtivana pfi teploté 95 °C po dobu 45 minut. Horka smés byla
prefiltrovana ptes sito a promyta vodou. Tuhy podil byl dan do susarny s cirkulaci vzduchu
na teplotu 103 °C pres noc. Nasledujici den byla surovina opétovné zvazena a byl vypocten

procentudlni obsah kolagenu. Vypocet byl proveden dle vzorce 1. [34]

Tabulka 5 Vysledky obsahu kolagenu v suroviné

Obsah kolagenu — §ti¢i hlavy / % Obsah kolagenu — §tic¢i kosti a ploutve / %
93,1 82,8
94,7 82,0
Primérny obsah kolagenu / % Primérny obsah kolagenu / %
93,9 82,4

Obrazek 6 Zahtivani suroviny v 0,1 mol/l roztoku NaOH
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5.3 Zhodnoceni vstupni analyzy surovin

Na zékladé dfive uvedenych analytickych metod byla provedena komplexni charakterizace
obou surovin, tedy Sti¢ich hlav a Sti¢ich koster a ploutvi. Byly ziskany hodnoty obsahu
susiny, mineralnich latek, tuku (stanoveného extrakéni metodou dle Soxhleta), kolagenu
a dusiku (stanoveného metodou dle Kjeldahla). Ziskand data umoziuji kvantitativni
srovnani zakladnich slozek jednotlivych surovin a tvofi vychozi podklad pro jejich dalsi

zpracovani v ramci pripravy zelatin.

Z vysledki vstupni analytické charakterizace suroviny §ti¢i hlavy bylo stanoveno jeji
nasledujici slozeni. Obsah suSiny byl kvantifikovdn na 27 %. V ramci této suSiny byl
identifikovan obsah tuku ve vysi 6 %, minerdlnich latek 30,8 % a kolagenu 59,4 %.
U kolagenové frakce byl déale stanoven obsah dusiku, ktery ¢inil 9,6 %.

Analogickéd vstupni analyza byla také provedena u suroviny S§ti¢i kostry a ploutve.
Obsah susiny byl v tomto pfipad¢ stanoven na 28,5 %, pficemz bylo zjisténo 19,7 % tuku,
22,7 % mineralnich latek a 47,5 % kolagenu. Obsah dusiku v kolagenové slozce doséahl

hodnoty 8,5 %.

Stiei hlavy

iStir‘:i kostry a plout\.rel

Susina Susina
27 % 285 %

Kolagen Tuk Kolagen Tuk
594 % J 6 % 475 % ‘ 19,7 %
Mineralni latky Mineralni latky
30,8 % 227 %
¥ A 4
Dusik Dusik
9.6 % 8,5 %

Obrazek 7 Grafické zndzornéni sloZeni vstupnich surovin
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5.4 Vystupni analyzy

Vybrané zelatiny ptipravené jak ze Sti¢ich hlav, tak z koster a ploutvi byly nasledné
podrobeny vystupnim analyzam kvality. Jako jedno z hlavnich kritérii pro vybér zelatin byla

skute¢na hmotnost vyrobené Zelatiny. Dale je uveden vycet i postup provedenych analyz.

5.4.1 Stanoveni vodu zadrZujici kapacity

Pro stanoveni vodu zadrzujici kapacity byl do plastové zkumavky navazen na analytickych
vahach 1 g suroviny, ke kterému bylo pfidano 25 ml destilované vody. Tato smés byla
nasledné po dobu péti minut protiepavana. Po uplynuti pozadované doby byla smés ve
zkumavce umisténa do centrifugy na 5 000 otacek po dobu 30 minut. Po odstfedéni byl ze
zkumavky pipetou odstranén supernatant a nasledné byl proveden vypocet vodu zadrzujici

kapacity dle vzorce ¢islo 3.[37]

v
WHC = -2 -100 (3)
Vi

Kdy:
Vi ... celkovy piivodni objem smési / ml,
V3 ... objem absorbované vody / ml,

WHC ... vodu zadrZujici kapacita / %.

Obrazek 8 Stanoveni vodu zadrZujici kapacity
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5.4.2 Stanoveni tuk vazaci kapacity

Pro stanoveni tuk vazaci kapacity byl do plastové zkumavky na analytickych vahach
navazen 0,1 g suroviny a 10 g s6jového oleje. Zkumavka se smési byla dikladné protfepana
a ponechana po dobu 30 minut pii pokojové teploté stat. Po uplynuti pozadované doby byla
zkumavka se smési umisténa do centrifugy na 2 500 otacek po dobu 30 minut. Po odstfedéni
byl ze zkumavky odstranén supernatant, ktery byl nasledné zvazen a byl proveden vypocet

tuk vazaci kapacity dle vzorce Cislo 4. [38]
FBC = (my —m,)-10 (4)
Kdy:
m; ...navazka s6jového oleje / g,
m; ... hmotnost odebraného supernatantu / g,

FBC ... tuk vazaci kapacita / g/g.

.
Obrazek 9 Stanoveni tuk véazaci kapacity



38 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

5.4.3 Stanoveni emulzifikac¢ni kapacity a stability emulze

Ke stanoveni emulzifikacni kapacity bylo do plastové zkumavky na analytickych vahéach
navazeno 0,05 g suroviny a pfidano 5 ml destilované vody. Touto smési bylo dikladné
promichano a nasledné bylo pridano 5 ml s6jového oleje a opétovné promichano. Zkumavka
s dikladné promichanou smési byla vlozena do centrifugy na 1 000 otacek po dobu péti
minut. Po odstfedéni byla za pomoci pravitka zmétena vyska emulze a celkova vyska smési.
Nasledné byla vypoctena emulzifikaéni kapacita dle vzorce ¢islo 5. Po tomto vypoctu byly
zkumavky se smési umistény do vodni 1azné o teploté 55 + 1 °C po dobu péti minut. Posléze
byly zkumavky umistény znovu do centrifugy na 2 000 otacek po dobu 5 minut. Po
odstfedéni byla za pomoci pravitka znovu zmétena vyska emulze a celkova vyska smési.

Nasledné¢ byla vypoctena stabilita emulze dle vzorce Cislo 6. [39]

h
EC =-22.100 (5)
hCl

Kde:
hgi ... vySka emulze / cm,
hci ... celkova vyska smési ve zkumavce / cm,

EC ... emulzifika¢ni kapacita / %.

ES =-—-100 (6)

Kde:
hgz ... vySka emulze / cm,
hca ... celkova vyska smési ve zkumavce / cm,

ES ... stabilita emulze / %.

Obrazek 10 Stanoveni emulzifikaéni kapacity a stability emulze
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5.4.4 Viskozita a Cirost Zelatinového roztoku

Ke zméteni téchto dvou veli¢in bylo zapotiebi vytvotit zelatinovy roztok. Pro nase ucely byl
vytvoren zelatinovy roztok o koncentraci 6,67 % (w/w). Tento roztok byl umistén do vodni

lazné o teploté 45 + 1 °C, kde byl temperovan.

Mgéfeni viskozity bylo provedeno na Ubbelohdeho viskozimetru. Zelatinovy roztok byl

-----

ponoten do pfedem vytemperované vodni 1azné o teploté 60 + 1 °C. Za pomoci pipetovaciho
balonku bylo provedeno méfeni viskozity, kde se sledoval Cas pritoku Zelatinového roztoku
mezi dvéma ryskami. Z naméfenych hodnot byla vypoctena kinematicka viskozita, dle

vzorce Cislo 7, a poté byla dle vzorce Cislo 8 vypoctena i dynamické viskozita. [40]

Meéieni Cirosti zelatinového roztoku bylo provedeno ihned po meéfeni viskozity.
Zelatinovy roztok byl prelit do kyvety s mémou drahou 10 mm a proméfen pii vinové délce

640 nm. [40]

B
v=K- (z: - —) )
Kde:
K ... konstanta viskozimetru zjisténa ovétrenou kalibracni kapalinou (K = 0,5),
t ... aritmeticky primér zmétenych pritokovych dob /s,
B ... korek¢ni konstanta pro kinetickou energii (B = 2,8),

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

n=v-p (8)
Kde:
v ... kinematicka viskozita / mm?/s,
p ... hustota Zelatinového roztoku (1,005 g/cm?),

N ... dynamicka viskozita / mPas-s.
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6 PRIPRAVA KOLAGENNICH HYDROLYZATU

Tato kapitola obsahuje podrobny popis postupu prace, dle kterého byly z obou surovin
vytvotreny zelatiny.

|:281anoven|' SUSi ny|

|Stanoven|' mineralnich latek

o |
| Surovina | }—»{ | Migti | H |:’Vstupn|' analy?zy;:| |:JStanoven|' dusikfj]
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Obrazek 11 Schéma vybraného postupu piipravy kolagennich hydrolyzata
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6.1 PreciSténi suroviny

Na zacatku bylo potieba surovinu zbavit krevnich bilkovin, albuminu a globulinu, to bylo
provedeno postupnym promyvanim a opracovanim v nékolika riznych roztocich. Nejprve
byla surovina ditkladn¢ promyvana na situ pod proudem tekouci vody podobu péti minut.
Poté byla surovina piremisténa do polyethylenové nadoby, kde byla opracovana roztokem
NaCl o koncentraci 0,2 mol/l v poméru 1:6. V tomto roztoku byla surovina ponoiena po
dobu 1,5 hodiny. Po uplynuti pozadované doby byla surovina promyta vodou na situ a znovu
pfemisténa do polyethylenové nadoby. Pro dal$i opracovéani byl vyuzit roztok NaOH
o koncentraci 0,03 mol/l v poméru 1:6. V tomto roztoku byla surovina ponofena po dobu
45 minut. Po uplynuti poZadované doby byla surovina promyta vodou na situ. Pro zvyseni
efektivity procesu odstranéni krevnich bilkovin byl tento krok opakovan a proveden celkem
4x. Po poslednim opracovani roztokem NaOH byla promytd surovina rozprostiena na plechy

a byla dana do suSarny, s cirkulaci vzduchu na 35 °C po dobu 36 hodin, vysusit.

Obrazek 12 Promyvani suroviny na situ s tkaninou
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6.2 Odtucnéni suroviny

VysuSend surovina byla dale odtu¢néna na tfepacim zafizeni, pii laboratorni teploté, za
pomoci smeésného rozpoustédla petrolether/ethanol v poméru 1:1. Reakce probihala po dobu
2 dnii. V pribéhu procesu odtu¢iiovani bylo toto rozpoustédlo 2x vyméneéno. Po ukonceni
odtuc¢novani byla prefiltrovana surovina rozprostiena na plech a prenesena do digestote, kde
se nechalo voln¢ pfes noc doodpatit zbylé rozpoustédlo. Odtu¢néna surovina byla dale
rozemleta na mensi ¢astice za pomoci kuchynského mixeru. Soubézné s odtu¢nénim

suroviny byla provadéna i destilace dfive pouzitého rozpoustédla.

RS s o, e .

s,
T, A, b
o, s, et T P

Obrazek 13 Odtu¢néni suroviny. Vlevo proces odtuciovani na ttepacim zatizeni. Vpravo
vysu$ena odtuénénd surovina.
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6.3 Demineralizace suroviny

Rozemleta surovina byla smichana s roztokem HCI o koncentraci 1 % (w/w) v poméru 1:10
a ponechana na tfepacim zafizeni pii teplot¢ 10 °C po dobu 48 h. Pro dostate¢nou
demineralizaci byl roztok HCI po 24 hodinach vyménén. Po uplynuti pozadované doby byla
surovina dukladné promyta na situ vodou a nasledné rozprostfena na plech, ktery byl vlozen
do susarny, s cirkulaci vzduchu na teplotu 35 °C po dobu 36 hodin, kde probéhlo vysuseni.
Demineralizovanad surovina byla déale rozemleta na mensi ¢éastice za pomoci kavového

mlynku.

Obrazek 14 Demineralizace suroviny. Vlevo proces demineralizace. Vpravo vysuSena
demineralizovand surovina.

Do tohoto okamziku byly vstupni suroviny zpracovavany za pouziti stejného postupu,
pro dal$i zpracovani bylo ale potteba jejich rozdéleni a poukazat tak na rozdily pfi samotné

ptiprave kolagennich hydrolyzatt.
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6.4 Postup pripravy kolagennich hydrolyzata — sti¢i hlavy

Rozemleta demineralizovana surovina byla smisena s destilovanou vodou v poméru 1:10
a dana na tfepaci zafizeni, pfi laboratorni teploté, po dobu 20 minut, poté bylo pomoci 20 %
roztoku NaOH upraveno pH smési na rozmezi 6,5-7,0. Do smési byl pfidan proteolyticky
enzym Protamex v mnozstvi 0,1 % (pfepoc¢teno na susinu demineralizované suroviny). Tato
smés byla néasledné ponechéna na tfepacim zatizeni pii teploté 10 °C po dobu 3 hodin.
V pribéhu tiepani bylo potieba dvakrat doupravit pH smési, aby stale odpovidalo danému

rozmezi.

Po uplynuti pozadované doby byla smés piefiltrovana na situ s tkaninami. Filtrat,
obsahuje hydrolysat, byl rozlit na plech s nepfilnavou f6lii a dan do suSarny, s cirkulaci
vzduchu na 70 °C pfes noc, vysusit. Zbyla surovina na situ byla dikladné promyta pitnou

vodou po dobu 3 minut, tim doSlo vymyti vétSiny enzymu.

Nasledné byly postupné provedeny 4 extrakce suroviny za vzniku 4 zelatinovych frakeci.
Surovina byla vzdy smisena s destilovanou vodou v poméru 1:15 a poté extrahovéana. Prvni
extrakce byla provedena pfi teploté 40 = 2 °C po dobu 20 minut. Druha extrakce byla
provedena pii teploté dle faktoru A po dobu dle faktoru B (viz tabulka €. 6). Tteti extrakce
byla provedena pii teploté 70 + 2 °C po dobu 20 minut. Ctvrta, posledni extrakce byla
provedena pii teploté 90 £+ 2 °C po dobu 30 minut. Béhem extrakce bylo smési michano, pii
prvni a druhé extrakci ru¢né, pti tieti a ¢tvrté extrakci za pomoci magnetického michadla.
Zaroven byla méfena doba ohfevu smési na pozadovanou teplotu. Horka smés byla nasledné
umisténa do centrifugy na 4 000 otacek/min po dobu 4 minut, kde doslo k rozdéleni smési
na tenkou vrstvu tuku, Zelatinu a pigment. Supernatant byl poté prefiltrovan pres tkaninu,

¢imz doslo k oddéleni tuku od Zelatiny.

Takto pfipravena Zelatina byla vloZena na 30 minut do lednice, a poté dana do susarny
s cirkulaci vzduchu na 40 °C ptes noc vysusit. Nasledujici den byla teplota na suSarné
zvySena na 65 °C, pfi kterych byly Zelatiny dosuSeny. Soub&zné s enzymatickou piipravou
zelatin byla provedena i jedna kontrolni pfiprava Zelatiny bez pfidani enzymu. Jednd se

o experiment ¢islo 3.
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Obrazek 15 Ptiprava kolagennich hydrolyzati. Cislo 1 navazka enzymu. Cislo 2 proces
ttepani v lednici. Cislo 3 filtrovani smési. Cislo 4 zkumavka s oddélenym pigmentem.
Cislo 5 proces zahtivani smé&si. Cislo 6 vysuSena Zelatina na plechu.
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Tabulka 6 Naméiena doba ohfevu smési na pozadovanou teplotu, surovina §ti¢i hlavy

Faktor A | Faktor B | 1.frakce | 2. frakce | 3. frakce | 4. frakce
Experiment /°C / min / min / min / min / min
1 45 15 6:10 15:31 26:37 37:08
2 45 35 11:00 6:18 36:52 22:27
3 55 15 11:06 10:00 15:37 1:31:01
4 55 35 15:37 9:04 20:59 51:58
5 55 15 3:20 10:00 8:37 12:23
6 50 25 6:10 10:32 11:29 -

V tabulce vyse (€. 6) byly zaznamenany namétené Casy ohievu smési na pozadovanou
teplotu. Pfi prvni extrakci by se hodnoty mély pohybovat blizko sebe, tady tomu vSak
bohuzel nebylo. Pfi ¢tvrté extrakci by naméfeny cas mél byt také podobny, ale zde byly
pozorovany jesté markantnéjSi rozdily. Domnivam se, ze byly tyto rozdily zplsobené
nepravidelnym ru¢nim michanim smési, pii prvni extrakci a nizkym vykonem magnetického
michadla, pfi ¢tvrté extrakci. Zaroven mohlo namétené Casy také ovlivnit pouziti rozdilnych

topnych desek.
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6.5 Zhodnoceni pracovniho postupu

Zde bylo provedeno zpétné zhodnoceni pracovniho postupu pii ptiprave zelatin ze Sti¢ich

hlav a nasledné doporuceni uprav pro pracovni postup pfi pripraveé Zelatin ze Sti¢ich koster.

Mezi silné stranky byla zatfazena samotna jednoduchost postupu piipravy zelatin a také

vysoka vytéznost u jednotlivych frakei zelatin.

Mezi slabé stranky byla zatazena riznd doba ohfevu pfi prvni extrakci (Tabulka €. 6),
ktera byla nejspise zpisobena pouzivanim odlisSnych topnych desek a také nepravidelnym
ru¢nim michanim smési. I pres pouziti magnetického michadla nebyly ani pfi nasledujicich
extrakcich ¢as vyhtati nijak podobny.

Po zhodnoceni silnych a slabych stranek bylo navrhnuto nasledujici zlepSeni
pracovniho postupu:

e Pro ohfev smési pouzivat jednu konkrétni topnou desku.

e K michani vyuzivat automatické hiidelové michadlo.

e Pro urychleni ohievu piidavat pro tieti a Ctvrtou extrakci teplou destilovanou

vodu.

G Heidolph

Obrazek 16 Optimalizované parametry. Vlevo pouzity typ hiidelového michadla. Vpravo
vybrand topna deska.
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6.6 Postup pripravy kolagennich hydrolyzata — sti¢i kostry

K ptipravé zelatin ze §ticich koster byl pouzit stejny postup jako u Sti¢ich hlav, avSak
zaroven byl optimalizovan na zakladé navrhovanych zlepseni. Pro tfeti extrakci byla pouzita
destilovana voda o teploté 50 £ 1 °C a pro ¢tvrtou extrakei byla pouzita destilovana voda
o teplot¢ 60 + 1 °C. Soubézné s enzymatickou pripravou zelatin byla provedena i jedna

kontrolni pfiprava Zelatiny bez pfidani enzymu. Jedna se o experiment Cislo 9.

Tabulka 7 Namétena doba ohfevu smési na pozadovanou hodnotu, surovina §ti¢i kosti

a ploutve
Faktor A | Faktor B 1. frakce | 2.frakce | 3. frakce | 4. frakce
Experiment /°C / min / min / min / min / min
7 45 15 4:54 7:00 5:00 12:27
8 45 35 6:25 3:18 5:35 9:25
9 55 15 6:04 6:12 4:48 11:58
10 55 35 3:01 9:48 5:25 8:58
11 55 15 2:41 6:59 5:11 9:09
12 50 25 6:50 6:43 6:05 10:34

V tabulce vyse (€. 7) byly zaznamenany naméfené Casy ohfevu smési na pozadovanou
teplotu po provedené optimalizaci pfipravného procesu. Namétené hodnoty u frakei 1 a 4 se
JiZ nachazeji v akceptovatelném toleranénim rozmezi, coz potvrzuje ucinnost provedené
optimalizace ptipravaiskych podminek. Optimalizaci tedy doSlo ke sjednoceni parametrii

mezi jednotlivymi frakcemi.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato kapitola obsahuje souhrnné vysledky provedenych testu, ale i celkové zhodnoceni

pracovniho postupu a navrhuje mozné dalsi tipravy a optimalizace pro nasledné vyzkumy.

7.1 Hmotova bilance procesu

V priibéhu uprav surovina az do faze ptipravy zelatin byl sledovan hmotnostni ubytek
vychozi suroviny. Naméfené hodnoty byly nasledné zaznamenany a znazornény v grafech,

které poskytuji piehled o zménach hmotnosti v jednotlivych technologickych krocich.

Hmotova bilance - sti¢i hlavy
2500 22488

2000

=
(O]
o
o

Hmotnost / g
=
o
o
o

607,2
393,5 384
200 I . 2395 2206
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Jednotlivé kroky pfipravy kolagenového hydrolyzatu

Obrazek 18 Graf hmotové bilance, surovina §ti¢i hlavy

Hmotova bilance - sti¢i kostry a ploutve

1800
1600
1400
1200
1000
800
600 455,5

400 2287 2153

1598,3

Hmotnost / g

200 . . 139,3 130,8
. H m
1 2 3 4 5 6
Jednotlivé kroky pfipravy kolagenového hydrolyzatu

Obrazek 17 Graf hmotové bilance, surovina §ti¢i kosti a ploutve

Legenda: 1 vychozi hmotnost suroviny, 2 suSina vychozi suroviny, 3 pteciSténi suroviny, 4

odtuc¢néni suroviny, 5 demineralizace suroviny, 6 susSina demineralizované suroviny.
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Na obrazku €. 17 je znazornén vyvoj hmotnosti u sti¢ich hlav, zatimco na obrazku ¢. 18
jsou zachyceny odpovidajici hodnoty pro $tici kostry a ploutve. Nasledujici popis se vztahuje
k obéma grafickym zaznamim. Pod <¢&islem 1 je uvedena vychozi hmotnost
zhomogenizované suroviny. Cislem 2 je oznaéena hmotnost sudiny této zhomogenizované
suroviny, tedy jeji skute¢na vychozi hmotnost. Cislem 3 je vyznadena hmotnost po
odstranéni krevnich bilkovin a nasledném vysuSeni. Pod ¢islem 4 je uvedena hmotnost po
odtu¢néni a suseni. Cislem 5 je znazornéna hmotnost po demineralizaci a nasledném
vysudeni. Cislem 6 je oznadena hmotnost susiny demineralizované suroviny, ktera je
povaZzovana za skute¢nou vychozi hmotnost pro pfipravu Zelatin.

Na zéklad¢ ziskanych udaji bylo zjiSténo, ze z ptiblizné 2,2 kg Sti¢ich hlav mlzZe byt
ziskano pfiblizné 220 g demineralizované¢ho kolagenu. V piipad¢ stiCich koster a ploutvi

bylo z vychozi hmotnosti 1,6 kg ziskdno ptiblizné 130 g demineralizovaného kolagenu.

7.2 Vytéznost procesu

Tady bude tabulka se souhrnnymi vysledky Zelatin. Srovnat to s literaturou, tieba to, co
jsem nasla ten jiny zptisob. Pii vstupni analyze surovin bylo zjisténo, Ze odpadni produkty
Stiky obecné obsahuji vyznamné mnozstvi kolagenu — hlavy obsahovaly 59,4 % a kosti
s ploutvemi 47,5 %. Tyto hodnoty potvrzuji, Ze jde o suroviny s vysokym potencidlem pro
vyrobu kolagennich hydrolyzata. Zaroven piekvapil vysoky obsah tuku v kostech
a ploutvich (19,7 %), coz miZe ovliviiovat jak vytéZnost, tak technologické vlastnosti

extraktu.

Béhem pftipravy kolagennich hydrolyzati se ukazalo, jak zasadni roli hraji extrakcni
podminky, zejména doba zahtivani smési na pozadovanou teplotu. Nejvétsi komplikace se
vyskytly pii extrakci ze Sti¢ich hlav (experimenty 1-6), kde ohfev trval déle a byl méné
kontrolovatelny. Tato ¢ast experimentu proto slouZila k optimalizaci podminek pro druhou
surovinu — $§ti¢i kosti a ploutve (experimenty 7-12). Optimalizace vedla ke stanoveni
stabilnich extrakénich podminek: pouZiti jedné konkrétni topné desky, hiidelového michadla
a predehraté destilované vody pii teti a ctvrté extrakci. Tato opatfeni se promitla do

stabilizace a zkraceni doby ohievu, ktera se dostala do akceptovatelného rozmezi.

Souhrnna vytéZznost procesu je uvedena v tabulce 8. Experimenty 1-6 byly provedeny

ze §tic¢ich hlav a experimenty 7—12 z kosti a ploutvi. Experimenty 3 a 9 byly navic provedeny
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jako slepé zkousky bez pridavku enzymu, a slouzily tak pro ovéteni vyznamu enzymatické

hydrolyzy.
Tabulka 8 Vytéznost procesu
Ex H/% 1. fr 2. fr 3. fr 4. fr | Pigment | Tuk NP /%
/% /% /% /% /% /%
1 11,8 15,5 8,1 5 3,1 2 0 46,7
2 12,1 19,9 6,9 3,1 0,9 1,6 0 49,6
3 6,5 5,9 6,5 4,3 7,5 3,1 0 64,2
4 11,8 12,7 14,9 2,8 1,9 0,9 0 49,9
5 18,4 23,4 3,3 2 2,6 1 0 40,8
6 11,8 18,4 4,6 2,3 - 0 0 59,6
7 8 19,2 4,3 1,1 2,7 4,8 3,2 55.9
8 6,9 13,3 5,3 1,1 2,7 2,7 2,7 57,5
9 3.4 4,3 4,3 4,3 6,4 2,1 3,2 67,1
10 8 13,3 5,3 1,1 1,6 2,7 2,7 60,2
11 7,5 16 4,3 1,1 1,6 2,7 2,1 55,9
12 7,5 14,4 5,9 1,6 2,1 2,7 2,7 58,5

Nejvyssi  vytéznost zelatinovych frakei (soucet 1.—4. frakce) byla dosazena
v experimentu 4 (32,3 %) u §ti¢ich hlav a v experimentu 7 (27,3 %) u §ti¢ich kosti a ploutvi.
Nejnizsi vytéznost byla zaznamenana u slepého experimentu 3 (24,2 %) pro §ti¢i hlavy
a u experimentu 9 (19,3 %) u stic¢ich kosti a ploutvi, coZ potvrzuje U€innost enzymu pii

rozkladu bilkovin.

Vedle hydrolyzath byly zaznamenany i dalsi potencialné vyuZitelné slozky — pigment
a tuk. Nejvyssi vytéZnost pigmentu byla zjiSténa praveé u slepych pokust (experimenty 3
a 9), kde dochézelo k nizsi hydrolyze, a tedy menSimu uvolnéni rozpusténych proteint. Tuk
byl izolovan hlavné ze vzorki piipravenych z kosti a ploutvi, pfi¢emz jeho obsah dosahoval

az 3,2 %, coz je mnozstvi hodné dalsiho zvazovani.

Specifickou slozkou procesu byl nerozlozeny podil (NP), tedy zbytkové surovina, ktera
zustava po ukonceni vSech extrakénich krokti. Tento podil obsahuje pfevazné nerozpustné
bilkoviny a je potencidlné vyuzitelny v krmivafstvi. Nejvyssi hodnoty NP byly opét

zaznamenany u slepych pokusti (experimenty 3 — 64,2 % a 9 — 67,1 %), coz potvrzuje, Ze
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bez enzymu zlstava velkd Cast suroviny nerozlozend. U enzymatickych pokusti se NP
pohyboval nejéastéji mezi 40 a 60 %, coz odrazi castecné vyuziti suroviny a zaroven prostor

pro budouci zhodnoceni zbytk.

Z vyse uvedeného je patrné, Ze vytéznost nelze pfimo porovnavat mezi obéma typy
surovin, nebot’ se jedna o biologicky a technologicky odlisné matrice, které maji spole¢ného
pouze plivodce — Stiku obecnou. Pfesto je mozné fici, Ze dosazené vytéZnosti byly vysoké
a nad ocekavani: u §ti¢ich hlav v priméru 31,5 % a u stic¢ich kosti a ploutvi 22,7 %. Tyto
hodnoty ukazuji, Ze 1 odpadni ¢asti ryb mohou slouZit jako bohaty zdroj cennych bilkovin

a dalsich slozek.

7.3 Analyza kolagennich hydrolyzata

V ramci vystupni analyzy kolagennich hydrolyzati byly hodnoceny funkéni vlastnosti
jednotlivych frakci ziskanych z riznych experimentd (Ex.). Hodnocené parametry
zahrnovaly schopnost vazat vodu (WHC), tuk (FBC), emulzifikac¢ni kapacitu (EC), stabilitu
emulze (ES), kinematickou (v) a dynamickou viskozitu () a transmitanci (T). Vysledky jsou

shrnuty v tabulce 9.

Tabulka 9 Vystupni analyza kolagennich hydrolyzata

Ex. | Frakce WHC | FBC EC/% | ES/% Y i T/%
/% /g/g / mm?/s | / mPas's
1 5,6 3,5 47,7 47,6 2,40 2,412 2,1
? 2 52 5 50,8 49,2 - - 3,0
1 52 5,1 46,7 46,7 1,96 1,970 5,4
) 2 4,8 5,8 44,6 46,0 2,50 2,513 4,6
5 1 4,8 7,5 47,7 47,6 2,46 2,472 7,2
7 1 6,4 4,8 46,9 50,0 - - -
8 1 5,2 4,2 48,4 46,9 - - -
10 1 5,6 7,7 46,9 48,3 - - -

Nejvyssi vodu véazaci kapacitu (WHC) vykazovala frakce 1 z experimentu 7 (6,4 %),
nejvyssi tuk vazaci kapacita (FBC) vykazovala frakce 1 experimentu 10, nejvyssi
emulzifikaéni kapacitu (EC) vykazovala frakce 2 experimentu 2 a nejvyssi stabilitu emulze

(ES) vykazovala frakce 1 experimentu 7. Tyto vysledky naznacuji celkem dobré funkéni
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vlastnosti testovanych frakcich. Z hlediska pouziti v potravinafstvi se nejlépe jevi
experimenty 2 (frakce 2) a 7 (frakce 1), mohly by byt vyuzity jako stabilizatory nebo

emulgatory.

U experimentd 2, 4 a 5 byly pfipraveny roztoky s cilem méfit pevnost gelu. Nicméné
tyto roztoky neztuhly, coz znemoznilo provedeni planovanych méteni. Vzhledem k tomu,
ze roztoky byly jiZ pfipraveny, byly vyuZity k méfeni kinematické a dynamické viskozity
a transmitance. Na zaklad¢ této zkuSenosti nebyly u zbyvajicich experimentli roztoky

pfipravovany.

Absence Zelatinace muZe byt zplisobena nékolika faktory. Jednim z nich je vysoky
stupeni hydrolyzy kolagenu, ktery vede ke zkraceni polypeptidovych fetézcl a tim
k neschopnosti tvorby trojitych helixti, jez jsou kli¢ové pro gelaci. Studie publikovana
v Casopise Advanced Engineering Materials uvadi, ze béhem hydrolyzy dochazi k preméné
trojité helixové struktury kolagenu na ndhodné smyckové struktury, coz snizuje schopnost

tvorby gelu. [41]

Dalsim faktorem muze byt oxidace zelatiny, ktera vede ke zménam
v aminokyselinovém sloZeni, snizeni obsahu trojitych helixti a zvySeni hydrofobicity, coz
omezuje schopnost tvorby stabilniho gelu. [42] Také pH roztoku hraje vyznamnou roli
v procesu gelace. Studie publikovana v asopise Journal of General Physiology ukazuje, ze

zmény pH mohou ovlivnit viskozitu a schopnost tvorby gelu u Zelatinovych roztoki. [43]

Vzhledem k témto faktorim je pravdépodobné, Zze kombinace vysokého stupné
hydrolyzy, oxidace a nevhodného pH vedla k neschopnosti tvorby gelu u experimentil
2,4 a5. Celkové se mezi jednotlivymi frakcemi a experimenty projevily znatelné rozdily,
coz potvrzuje, Ze podminky extrakce a frakcionace maji vyznamny vliv na funkéni vlastnosti

vyslednych hydrolyzatt.
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na ptipravu kolagenu, kdy jako surovina byla pouzita Stika obecna
(Esox lucius), konkrétné se jednalo o zpracovani odpadnich ¢asti — hlavy, kosti a ploutve.
Zvolenym postupem piipravy kolagennich hydrolyzati bylo enzymatické opracovani za
vyuziti enzymu Protamex. Cilem prace bylo mimo potvrzeni hypotézy o mnozstvi
extrahovatelného kolagenu v odpadnich tkédnich Stiky, také optimalizace tohoto procesu
atestovani kvality kolagenu z hlediska mozného pouZiti v potravinaiskych vyrobach

a primyslu.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkl lze konstatovat, Ze zvolené metody piipravy Zelatiny
ze zbytk Stiky obecné, konkrétné z hlav, kosti a ploutvi, nevedly k ptipravé zelatin. Ziskané
kolagenové hydrolyzaty vykazovaly velmi nizkou schopnost vazat vodu (v priméru 5,35 %)
a tuky (5,45 g/1 g), coz je ve srovnani s komerc¢ni Zelatinou (12 % pro vodu a 60 g/g pro
tuky) nizké hodnoty. Naopak emulzifikacni kapacita (47,46 %) a stabilita emulze (47,79 %)
byly pomérné dobré, i kdyz stdle niz§i nez hodnoty komercni zelatiny. Tyto vysledky
nasveédc¢uji tomu, ze zvoleny zplsob zpracovani neni pro dany typ suroviny idealni. Je vSak
nutno dodat, ze vysledky mohly byt ovlivnény i nizkym mnozstvim vychoziho materialu
a malym vytézkem hotového produktu, coz komplikovalo provadéni nékterych testi. Do
budoucna by bylo vhodné optimalizovat podminky enzymatického opracovani piimo pro

tuto surovinu.

Na druhou stranu bylo potvrzeno, ze zbytky Stiky obsahuji pomérné vysoky podil
kolagenu — v hlavach se jednalo o 59,4 % a v kostech a ploutvich o 47,5 %, coz naplnilo
pocatecni ofekavani. Primérna vytéznost Zelatin ze §ticich hlav Cinila 31,5 %, zatimco
z kosti a ploutvi 22,7 %. Zaroven byly pii extrakci z téchto ¢asti zjistény 1 vedlejsi produkty
— u hlav to bylo celkem 8,6 % pigmentu a 0 % tuku, zatimco z kosti a ploutvi se ziskalo
17,7 % pigmentu (coZ je vyznamna hodnota s moznym potencidlem pro dalsi vyzkum,
napf. vyuZiti v barvivech) a 16,6 % tuku. V piipadé kosti a ploutvi byl postup piipravy
castecné optimalizovan — pouzila se specifickd topnd deska, hiidelové michadlo a béhem
tieti a Ctvrté extrakce se pfidavala tepld destilovand voda. Presto bylo nutné celit celé fadé¢
technickych potizi. Zavérem lze fici, Ze prestoZze kolagen ze Stiky obecné predstavuje
zajimavy alternativni zdroj, zvoleny zplisob jeho vyuZiti prostfednictvim Zelatin pro

potravinarské ucely vyzaduje dalsi vyvoj, optimalizaci a testovani na vét§im vzorku.
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V budoucim vyzkumu by bylo vhodné zaméfit se na pouziti riznych typti enzymu
a porovnat jejich ucinnost pfi extrakci kolagenu ze stiky obecné. Zaroven by bylo pfinosné
hloubé&ji analyzovat jednotlivé kroky technologického postupu z pohledu primyslové
aplikace — naptiklad ovérit, zda je skute¢né¢ nutné kompletné odstranovat tuk a mineralni
latky, nebo zda jejich ¢aste¢na pritomnost mize byt technologicky i ekonomicky vyhodnéjsi.
Dalsi smér vyzkumu by mohl spocivat v optimalizaci procesnich podminek s cilem zjistit,
zda je viibec mozné ziskat Zelatinu vhodné kvality z kolagenu §ti¢iho ptivodu, a to prave
kombinaci riznych parametrti. V této souvislosti je dilezité zohlednit nejen vytéznost
a kvalitu produktu, ale 1 ¢asovou a ekonomickou naro¢nost jednotlivych variant, coz by
umoznilo zhodnotit celkovou efektivitu navrzeného postupu z hlediska mozného uplatnéni

v potravinarském nebo jiném zpracovatelském pramyslu.
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