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ABSTRAKT

Spotieba zelatiny se kazdoro¢né zvySuje v fadech desitek tun celosvétoveé. Kromé samotné
spotieby se zvysuje 1 poptavka po alternativnich zdrojich, nebot’ tradi¢ni zdroje, jako jsou
veptové a hovézi klize a skelety, jsou stale Castéji odmitany s ohledy na kulturni, zdravotni
1 vyzivové aspekty. V této praci jsme se zamefili na optimalizaci extrakéniho procesu
zelatiny s myslenkou zuzitkovat odpadni produkty potravinarského primyslu. Z aktudlné
testovanych metody byla pro praci zvolena extrakce po enzymatické predipravé materialu.
Vysledky ukazaly, ze enzymatické opracovani a naslednd extrakce Zelatin horkou vodou si
zada striktni dodrzovani predepsanych podminek, nebot’ jejich nedodrzeni by v praxi vedlo
k produkci nizkomolekuladrnich produkti o charakteristickych vlastnostech pro jiné nez

zamyslené pouziti.

Kli¢ova slova: Zelatina, rybi Zelatina, kolagen, alternativni zdroje, extrakéni podminky,

extrakce, enzym.

ABSTRACT

Gelatin consumption has been rising in units of tons annually. As well as the general
consumption, demand for alternative sources have been growing too. Traditional sources,
like bovine and pork skins or skelets, are rejected more often by the culturar, health or even
nutritional aspect. The aim of this thesis was to optimalise extraction conditions, which
would allow us to reuse food industries byproducts. Of the currently tested methods,
extraction after enzymatic pre-treatment was chosen for this work. The results have shown,
that enzmatic pre-treatment followed by hot water extraction of fish gelatin requires strict
comliance with the prescribed extraction condition. Otherwise it would lead to prodution of
product with low molecular weight with characteristic propertis for different filed of use than

intended.

Keywords: gelatin, fish gelatin, collagen, alternative sources. extraction conditions,

extraction, enzyme.
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UVOD A MOTIVACE

Zelatiny jsou polymery &im dal Castdji vyuZivané ve vsech odvétvich primyslu — od
mediciny, pfes farmacii, potravinaiskou technologii, obalové technologie, az naptiklad po
primysl zabyvajici se vyvolavanim analogovych fotografii. Neustalé zvySovani poptavky
po Zelatin€ se odrazi i v nartistu poptavek po alternativnich zdrojich tohoto polymeru, nebot’
pribyva skupin obyvatel, ktefi se tradi¢nim zdrojtiim z ndbozenskych, dietnich, zdravotnich,

lifestylovych davodii nebo jen osobniho piesvédceni vyhybaji.

Rybi kolagen obsazeny v kiizich a neocisténych skeletech sladkovodnich i motskych
ryb pouta stale vyssi pozornost védct, nebot’ jeho obsah ve zminénych ¢astech rybich tél je
pomérné vysoky. Vzhledem k faktu, Ze rybi skelety jsou v soucasné dobé& ve velké mife
pouze odpadnim produktem rybi produkce, jsou také zdrojem snadno dostupnym. Pro
primoiské staty, jejichz ekonomika ve velké mife zavisi na rybolovu a dalSim zpracovani
jeho produktl, by se rybi skelety mohly stat primarnim zdrojem kolagenu pro vyrobu
zelatiny a hydrolysatli, umoziiujici snizit nutnost dovozu Zelatin a bilkovinnych zdroji ze

zahranici, nebo naopak zefektivnit jejich odpadovou ekonomiku.

Hlavni ptekazkou zabranujici komerénimu vyuzivani rybi zelatiny je nedostatecné
provéieni metod jejiho ziskadvani z kolagenu. Kvuli stavbé molekul kolagenu v rybich
tkanich nelze pouZit stejné podminky extrakce jako pfi extrakci Zelatiny z tkdni veptovych
¢i hovézich. Rybi zelatiny ziskané stejnym extrakénim procesem jako tradi¢ni zdroje
nedosahuji stejnych funkénich vlastnosti. Problematika optimalizace extrakéniho procesu je
v aktudlni dob¢ Casto omilanym tématem, pfi¢emz vyzkumné instituce po celém svéte testu;ji

rozdilné technologie.

S myslenkou zavést nové zdroje Zelatin a hydrolyzatl je tfeba zvazit otevienost vefejnosti
k netradi¢nim zdrojim. Pravé ndzor spole¢nosti na vyzkum a budouci mozné pouziti rybich
zelatin je neopomenutelnym faktorem, ktery v budoucnu miize silné ovlivnit vstup Zelatin
z téchto netradi¢nich zdroji na trh. ZvySovani povédomi o vyuziti vedlejSich a odpadnich

produktii miZe vstup na trh usnadnit.

V ramci této prace byly pro praci pouzity skelety dvou druhti sladkovodnich,

v ¢eskych rybnicich bézné zijicich ryb — Kapra obecného a Amura bilého.



I. TEORETICKA CAST



1 PREDSTAVENI PROBLEMATIKY KOLAGENU A
ZELATINY

Pro pochopeni diivodu k vyzkumu extrakce Zelatin z ryb je nutno se podivat na aktualni stav
svétového trhu s zelatinou a jaké mezery v nabidce je tfeba vyplnit. Pro vé€deckou ¢innost je
pak nutno pochopit strukturu kolagenu a Zelatiny, abychom byli schopni vyvodit zmény
v téchto molekulach v disledku extrakce. Tato kapitola je zaméfena na uvedeni do kontextu,

ktery je tfeba znat, nez se mizeme prakticky této problematice vénovat.

1.1 Celosvétova produkce Zelatiny

Bézné se zelatina ziskava z kosternich, koznich ¢i vazebnych materiala zvirat [ 1], nejcastéji
se mizeme setkat s Zelatinami vepfovymi a hovézimi [2][3]. Pravé tyto dva zdroje zastupuji
nejvetsi ¢ast ze vSech dnes pouzivanych surovin.

Tento kolagenni polymer je vyuzivan v Sirokém spektru primyslovych odvétvi — od
potravinatského primyslu, pfes farmaceutické, medicinalni ¢i v kosmetice. Uplatnéni
nalezneme napiiklad jako ztuzovaci slozku potravin ¢ kosmetickych piipravka, jako
stabilizator vodni aktivity, obalovy materidl, matrix pro organové implantaty ¢i jako
stabilizator pény a pro Upravu textury [1][4]. Diky svym vlastnostem je Zelatina velmi

univerzalni a relativné dostupny material, jehoz produkce rapidné roste.
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Obrazek 1; Mnozstvi vyuzité Zelatiny v letech 2014-2019 s pifedpokladem do roku 2025.
[18]
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Jak jiz bylo zminéno vySe, Zelatina je ziskavdna z zivociSnych zdrojli, zejména
z veprovych a hovézich kiiZi a kosti. Tyto zdroje dohromady tvoii vice neZ 80 % celosvétove

produkce. Zbyla procenta zastupuji suroviny jako napiiklad dribezi b&hy, dribeZzi kostry,

nebo pravé rybi material.
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Obrazek 2; Procentudlni zastoupeni jednotlivych zdroji v letech 2010-2025* [18]

Jak lze vycist z grafu ¢. 1, poptavka po zelatiné v poslednich letech vyrazné stoupa.
Zdroje zelatiny se vSak v poslednich letech méni — bezkonkuren¢né pievazuje jako primarni
zdroj Zelatiny veprova kize. Od roku 2020 nicméné jeji zastoupeni zac¢ind pomalu klesat a
nahrazuje ji klize hovézi a alternativni zdroje, v nichZ jsou v grafu €. 2 zastoupeny i rybi
skelety a kiize. Pravé rybi kostry, kiize a ploutve tvortily v roce 2020 1,5 % [1][5] z celkové
vahy vychoziho materialu. Se vzristajici poptavkou po alternativnich zdrojich, véetné rybich
skeletl, se oc¢ekava, ze k roku 2025 bude jiz rybi zelatina stabilni alternativou za bézné

pouzivané sav¢i zelatiny [1].

1.2 Kaulturni impulz pro produkci Zelatiny z alternativnich —
rybich zdroji
Pro vyzkum izolace rybi, ¢i jiné alternativni, zelatiny bylo nutno najit dostatek padnych
davodt, pro¢ se odklanét od tradi¢nich surovin, jako je hovézi nebo veprova kiize. Ackoli
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jsou tradi¢ni zdroje dostatecné kvalitni a svymi vlastnostmi vyhovuji prakticky vSem
odvétvim vyuziti, nejsou z kulturniho kontextu oblibené¢ zejména v urcitém spektru
spolecenskych komunit. Pravé nabozenské skupiny, nasledujici pravidla své viry, zpravidla

odmitaji vyrobky s obsahem tradi¢ni Zelatiny. [1] [3] [4]

Zastupci zidovské ¢i islamské viry maji zakdzano pozivat vepiové a jakékoli vyrobky
z ngj, stejné tak jako cokoli vyrobeno z jakékoli ¢asti prasete. Na druhé stran¢ hinduisté maji
svou virou zakazané hovézi [4], nebot’ praveé skot je pro hinduisty symbolem Zivota a m¢l

by byt chranén, nikoli pozivan.

Impulzy pro hledani alternativnich zdroji vSak nevychdzi pouze znabozenskych
skupin. Trendy ve stravovani za posledni dvé dekady pfispivaji k narGstu vyznavacl
flexitaridnské stravy. Pravé flexitarianska strava se vyznacuje majoritni konzumaci vyrobkli
rostlinného pivodu, nicméné maso, pfevazné rybi, je do jidelnicku zahrnuto ve velmi malé
frekvenci. De facto by se dalo mluvit o ne tak striktni vegetarianské stravé. Pravé tato
skupina konzumentt, kterd v dnesni dobé prevlada nad tradi¢ni vegetarianskou stravou, je
dalsi velmi pocetnou komunitou volajici po produktech s pouzitim Zelatin z alternativnich
zdrojt.

Po vyuziti alternativnich zdrojt volaji i skupiny enviromentalniho zaméteni. Praveé ryby
jsou dle nich velmi slibnou alternativou[4]. Vyroba potravin z ryb je velkym producentem
odpadu. Celkova rybi produkce, respektive vylov ryb, doséhla v roce 2018 179 miliontim
tun [5], z ¢ehoz 47 % z této hmotnosti bylo vyuZito v potravinaiském primyslu, a zbylych
53 % tvofil primyslovy odpad [1] — klize, ploutve a skelety, které jsou pro dalsi potravinové
zpracovani jiz nevyuzitelné. Své vyuZziti nachazeji minoritné v ramci vyroby krmiva pro
ryby. AvSak pravé tyto cCasti obsahuji velké mnozstvi kolagenu — u nekterych motskych
druhti je v téchto zbytcich obsah kolagenu az 51,4 % [1; 4]. Pravé€ tento podil by mohl byt
v budoucnu vyuzit k produkci Zelatiny, kterd by ¢astecn€ mohla nahradit Zelatinu tradi¢nich
zdrojti.

Dalsi vyznamny impulz pro nalezeni vhodnych alternativ k tradi¢ni Zelatin€ z hovézich
zdrojii pfinesla epidemie bovinni spongiformni encefalopatie [1][3][4], ktera byla
problémem piedevsim ve Velké Britanii v 80. a 90. letech minulého stoleti. Onemocnéni
jinak zvané tako jako nemoc Silenych krav postihovalo v tomto obdobi chovna stada skotu
urc¢ené¢ho na pordzku pro masny pramysl. Jde o prionové onemocnéni, které primarné

postihuje skot, avSak se v minulosti zmutovana varianta tohoto onemocnéni pfenesla na
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¢lovéka, z cehoz se rozsitila novéa verze onemocnéni, postihujici primarné¢ lidskou populaci
— Creutzfeldtova-Jakobova choroba. Onemocnéni postihujici mozek a nervovou soustavu
vyvolalo v nemalé ¢asti populace obavy z konzumace hovéziho masa nebo vyrobkt jakkoli
spojenych s hovézi produkei. Naptiklad hovézi zelatina mohla pro populaci piedstavovat

potencidlni transmiter. Pravé v obdobi nejvétsiho rozsifeni nemoci se zacal klast diraz na

hledani nového bezpecného zdroje pro vyrobu Zelatiny.
Vsechny vySe zminéné argumenty zvySily poptavku po vyvoji procesu izolace rybi

zelatiny, jako slibného zdroje pro budouci vyuziti.

1.3 Kolagenni struktury

Zelatina je tiirozmérna sit’ biopolymeru tvofena do urité miry degradovanymi fibrilarnimi
vlakny kolagenu — proteinu pfitomného v zivociSnych tkanich, nejvice v kizi, kostech,
Slachach a vazech [4]. Vyznacuje se tuhou gelovou konzistenci, nema vyrazné zbarveni ani
zapach, nebot’ jde o proteinovou strukturu. [1]

Kolagenni vldkna jsou fibrildrnimi proteiny tvofenymi molekulami kolagenu. Tyto
molekuly jsou tvofeny tfemi peptidovymi fetézci stoCenymi do levotocivé Sroubovice
vzajemné spojeny intramolekuldrnimi H-mustky [2]. Kolagenni molekuly byvaji u vétSiny
tkani 300 nm dlouhé jejich pramér je ptiblizné 1,5 nm. Prave tato kolagenni vlédkna jsou
v procesu extrakce degradovana na mensi a kratsi fragmenty, které tvoii Zelatinovy roztok.

Sekvence aminokyselin - alfa Fetézec
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Obrazek 3; Struktura stavby kolagennich vlaken [13]

Dle stupn¢ degradace molekuly kolagenu se v zZelatinovém roztoku nachazi mensi

fragmenty, tj. a-, B- a y-fetézce. a-fet€ézcem se rozumi pouze jedna samostatna molekula
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kolagenu, B-fetézcem se rozumi dva spojené a-fetézce, y-fetézci analogicky rozumime tfi

vzajemné spojené a-fetézce [1], a tedy kratsi fragment molekuly kolagenu.

Kolagen je nejvice zastoupenym proteinem v zivocisSnych, respektive savcich,
tkanich, kostech, vazech a Slachach. Pravé tento protein tvoii 25-35 % celkové vahy

zivocicha [1].

1.4 Struktura a chemické sloZeni Zelatinového gelu

V procesu extrakce Zzelatiny z opracovaného kolagenu je vysokou teplotou, tlakem
a ptipadné hydrolytickymi enzymy ¢astecné rozbita struktura kolagennich vldken a molekul,
a volné a-, B- a y-fetézce jsou uvolnény do okolniho roztoku. Za postupného chladnuti
roztoku spolu fetézce opét tvoii vodikové mustky a vystavuji 3D strukturu. Takto
reformovana struktura nikdy neni shodna s ptivodni strukturou molekuly kolagenu, nebot’
fetézce tvoii mustky s vhodnymi, tedy blizkymi fetézci. Vysledkem je tuhy gel, jehoz
pevnost zavisi na stupni rozbiti ptivodni molekuly [2]. Je-li zelatina vystavena zdrojim
rozpadu pfili§ dlouhou dobu, ztrati Zelatina schopnost tvofit pevny gel, ¢imz sniZuje

vyslednou funkéni pevnost gelu.

Kolagen Zelatina

E— — kvselvalkalicka [ %
I
— | —— hydrolyza [ - J roztok
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NGNS
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Obrazek 4; Rozpad nativni struktury kolagenu a opétovné vytvoreni struktury Zelatiny [14]

Z chemického hlediska je Zelatina téméf cCisté proteinovym gelem [1], v konkrétnim
zastoupeni 85-92 % proteinu. Kolagenni molekuly jsou molekulami fibrilarnich proteind, a
jsou tedy slozeny z aminokyselin. Kolagen je sloZen ze 20 riznych aminokyselin, pfi¢emz

18 z nich je proteinogennich — pouze cystein a tryptofan zastoupen neni. NejveEtsi zastoupeni
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ma glycin (33 %) a prolin a hydroxyprolin (22 %) [1]. Prolin a hydroxyprolinem jsou zaroven

zodpovédné za sekundarni strukturu kolagenu.

Konkrétni procentudlni zastoupeni jednotlivych typt aminokyselin se 1i$i v zavislosti
na typu kolagenu. Je zndmo 27 typlu kolagenu, které se diferencuji dle svého umisténi

a funkce v organismu, véku, samotného aminokyselinového slozeni a dalsich faktort.

14.1 Aminokyselinové sloZeni Zelatinového gelu z ryb v porovnani se

sav(i zelatinou

Sav¢i zelatiny obecn€ maji zastoupeni aminokyselin velmi podobné. Produkty derivované
ze savCéiho kolagenu neobsahuji cystein ani tryptofan a maji velmi maly obsah histaminu,
tyrosinu a methioninu. Naopak glycin a prolin jsou zastoupeny nejvice. V rybich Zelatinach
je toto sloZeni velmi podobné, ne-li témét totozné. Primarni struktura kolagenu u ryb je
udavana Castou nékolikandsobnou repetici sekvence Glycin-X-Y, kdy X a Y jsou mnohdy

zastoupeny prolinem nebo hydroxyprolinem [3].

Lepsi ptedstavu o zastoupeni aminokyselin v rybich Zelatinach podava tabulka ¢. 1;
Treska obecnd, Treska pestra a Stikozubec obecny jsou zastupci ryb obyvajicich studené

vody, zatimco Kambala prisvitné a Tilapie jsou rybami obyvajicimi teplé vodni plochy.

Podil aminokyselin, jak Ize vyc¢ist z tabulky, neni v pfimé zavislosti na teploté vody,
v niz ryby Ziji. Nicméné teplota vody, v niz ryby Ziji, signalizuje niZ§i teploty funkénich
faktori zelatinového gelu (viz Fyzikalné chemické funk¢ni vlastnosti zelatin — Teplota tani

gelu, Teplota tuhnuti gelu). V porovnani s vepiovou Zelatinou jsou rozdily patrné.

Obecné je podil glycinu a methioninu v rybich Zelatinach vyssi, podobné je tomu
u threoninu nebo argininu. Opacné, tedy vyssi podily aminokyselin ve veptové zelating
oproti rybi, je tomu u prolinu a hydroxyprolinu. Pravé nizsi podil prolinu a hydroxyprolinu,
které vyrazné ovliviiuji konformaci sekunddrni struktury, mize byt zodpovédny za nutné
mirnéj$i podminky extrakce €i nizsi teploty tani a tuhnuti Zelatinového gelu oproti savéim

zelatinam [5].



Tabulka 1; Zastoupeni aminokyselin v rybich Zelatindch v porovnani s Zelatinou vepfovou
(vyjadreno jako mnozstvi reziduji/1000 celkovych rezidui aminokyselin) [3] [4]

Kuze Stikozubec | Kambala Kize Amur | Vepiova

Tresky obecny | prusvitna | Tilapie bily kiize

pestré
Alanin 108 119 123 123 129 112
Arginin 51 54 54 47 50 49
Asparagin 51 49 48 48 47 46
Cystein 0 - - 0 1 0
Glutamin 74 74 72 69 77 72
Glycin 358 331 350 347 367 330
Histidin 8 10 8 6 5 4
Hydroxylysin 6 5 5 8 - 6
Hydroxyprolin 55 59 60 79 70 91
Isoleucin 11 9 8 8 10 10
Leucin 20 23 21 23 21 24
Lysin 26 28 27 25 25 27
Methionin 16 15 13 9 13 4
Fenylalanin 12 15 14 13 13 14
Prolin 95 114 115 119 87 132
Serin 63 49 41 35 39 35
Threonin 25 22 20 24 25 18
Tryptofan 0 - - 0 - 0
Tyrosin 3 4 3 2 4 3
Valin 18 19 18 15 18 26




2 FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI ZELATIN

Zelatinové gely o stejné koncentraci nejsou univerzalné pouzitelné pro viechny potiebné
aplikace. Jejich pouziti je stanoveno na zaklad¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, na
které ma konkrétni pouziti specifické pozadavky. Zakladnimi sledovanymi
charakteristikami je pevnost gelu, viskozita, teplota tani a teplota tuhnuti gelu. Pro
podrobnéjsi charakterizaci jsou u Zelatin stanovované i1 veliiny jako napiiklad obsah
popelovin, stravitelnost, pénotvorna kapacita nebo vaznost vody. S této praci byla

charakterizace gelii omezena na vyse zminéné 4 zakladni veliCiny.

2.1 Pevnost gelu

Pevnost zelatinového gelu je veli¢ina udavajici hmotnost v gramech pottebnou pro prinik
sondy do gelu o definované koncentraci v nadobé o piedem definovaném rozméru [6].
Jednotka Bloom udava silu, kterd je potfebna k naruseni povrchu gelu do hloubky 4 mm
rychlosti 1 mm/s. Jde o veli¢inu technologicky vyznamnou, nebot’ Casto determinuje
nasledujici primyslové vyuziti Zelatiny. Komeréné vyuzivané Zelatiny disponuji pevnosti
gelu v rozmezi 50-300 Bloom. Pro potravinarské vyuziti je toto rozmezi ptiblizné¢ 150-300
Bloom. Hodnoty pevnosti gelu jsou Casto v korelaci s teplotou tani a tuhnuti gelu. Obecné

vzato, gel, ktery ma vysoké hodnoty pevnosti, ma také vyssi teploty tani a tuhnuti. [6]

Pevnost gelu je vprubéhu ziskavani zelatiny ovlivhéna mnoha faktory, jako
naptiklad pH roztoku, extrakéni teplota, mnoZstvi extrakéniho enzymu atd. Pfimo zavisla je
na stupni degradace kolagennich molekul. Cim vice jsou ptivodni molekuly degradovany (tj.

zaniklo vice intramolekularnich H-mistki), tim méné pevny je vysledny gel.

2.2 Viskozita

Viskozita Zelatiny je veli¢inou métfenou plné v kapalném skupenstvi na rozdil od zbylych
stanovovanych charakteristik. Z fyzikdlniho hlediska ndm Zelatina udavd pomér mezi
te¢nym napétim a zménou rychlosti v zavislosti na vzdalenosti mezi sousednimi vrstvami
proudici kapaliny — zjednoduSené vnitini tfeni kapaliny. Viskozita md pro zpracovani
Zelatiny podstatny technologicky vyznam, nebot’ jeji hodnoty determinuji reologii Zelatiny

a tim 1 jeji vyuziti. Viskozita Zelatiny se obvykle pohybuje v rozmezi 1,5 — 7,5 mPaxs. [15]
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2.3 Teplota tuhnuti gelu

Teplota tuhnuti, v n€kterych studiich uvadéna také jako teplota gelovaténi, je veliCina
udavajici teplotu, pfi niz viskozni Zelatinovy roztok tuhne v gel. Na tuto charakteristiku je

kladen diraz zejména ve farmaceutickém primyslu pti vyrobé kapsli a obalt na 1éky.

Tyto teploty jsou u gelll zrybich Zzelatin Casto vyrazné niz8§i nez u tradicné
vyuzivanych Zelatin, coz muze byt pro priimyslové pouziti znaCnym problémem, nebot’
teploty tuhnuti nékterych rybich Zelatin se pohybuji i v hodnotach 8-10 °C, a tedy za

pokojové teploty nejsou stabilni ani tuhé.

2.4 Teplota tani gelu

Analogicky viici teploté tuhnuti je teplota tani gelu teplotou, pfi niz gel ptechazi z pevné do
viskézni kapalné faze. Na jeji vyznam je kladen dlraz zejména v potravinovém primyslu,

kdy dle funkce Zelatiny je tieba, aby za pokojové teploty zlstavala v pevném stavu.

V potravinafstvi, v souvislosti s teplotou tani Zelatiny, existuje termin ,,melt-in-
mouth temperature. V praxi jde o to, aby se gel, ktery je za pokojové teploty v pevném
stavu, rozpustil ve chvili, kdy se v ustech konzumenta zahieje na télesnou teplotu, a tim
uvolni chutové a aromatické latky, které jsou v gelu rozpustény. [7] Rybi Zelatiny maji
obecné nizsi teploty tani, ¢imzZ jsou slibnou alternativou k savéim Zzelatindm ptevazné
v potravinafském pramyslu. OvSem i vramci druhové diferenciace se teplota tani
zelatinového gelu 1i8i na zéklad¢ druhu, respektive teploty vody, v niz dany druh ryby Zzije.
Gely pfipravené z ryb Zijicich v chladnéjSich vodach maji nizsi teploty tani gelu oproti

gellim z ryb obyvajicich teplé vody, hlavné kviili snizenému obsahu prolinu [1].
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3 METODY EXTRAKCE ZELATINY Z RYBIiHO
MATERIALU

V soucasné dob¢ je k extrakci zelatiny vyuzivano, resp. testovano nékolik metod. Pouzivaji
se hydrolytické metody za piisobeni tepla, enzymii ¢i s vyuzitim louhi a kyselin, tj. pomoci
kyselé ¢i alkalické hydrolyzy. Pouzitd metoda ma vliv na strukturni a funk¢ni vlastnosti
ziskané zelatiny, a tedy Zelatina ze stejného zdroje se mize svymi vlastnostmi liSit pouze
diky pouzité metod¢ jejiho zisku [8]. V kontextu soucasné¢ho ziskavani rybi zelatiny jsou
v této kapitole popsany vybrané metody nalezené v literatufe zabyvajici se touto
problematikou. Uvedené metody byly publikovany Ustavy plisobicimi pfi agrikulturnich ¢i
technologickych fakultach v riznych zemi svéta. Zemé se vzajemné diferencuji zastoupenim
nabozenskych skupiny, dietnich trend ¢i dostupnych zdroji potravy. Zminéné faktory

mohou vést k rozdilnému pfistupu k extrakei zelatiny ze stejného zdroje.

Ackoli se samotna extrakce Zelatiny mize v metodice lisit, celkovy proces ma ve
vétsing zdroju stejny zakladni technologicky postup prace: opracovani surového materialu
(promyti, odstranéni doprovodnych latek, ¢isténi kolagenu), extrakce a purifikace kolagenu
a suseni ziskané¢ Zelatiny [3]. Tento postup je uplatitovan ve vSech nize popsanych metodach

a uplatnéno bylo 1 v praktické ¢asti prace.

3.1 Extrakce teplou vodou

Metoda vyvijend na Fakulté agrikultury pfi Univerzité v Zagazig v Egypté, publikovéana
v ¢lanku v roce 2019 [9], byla testovana na kostrach sladkovodnich ryb, a to konkrétné na
Tlamounu nilském (Oreochromis niloticus) a Robalu nilskému (Lates niloticus). Zelatina

byla extrahovdna do vody plisobenim tepla, bez pouziti enzymad.

Rybi material, v tomto ptipad¢ kiize z Oreochromis niloticus nebo Lates niloticus,
byl zvaZzen a ponechdn po dobu 1 hodiny v kohoutkové vodé. Nésledovalo opracovani
v 0,4% roztoku NaOH po dobu 4 hodin, promyti vodou po dobu 1 hodiny, opracovani 0,4%
roztokem HCI po dobu 4 h. Material byl nakonec promyvan kohoutkovou vodou do doby,
dokud jeho pH nebylo neutralni (pH 7). Samotnd extrakce se sestdvala z materidlu
smichaného v poméru 1:2 s destilovanou vodou a ptisobeni tepla (70 °C) po dobu 1,5 hodiny.
Vysledny roztok s extrahovanou zelatinou byl prefiltrovan, zahustén odpafenim a vysuSen
pii 50 °C. Ziskand zelatina byla nasledné skladovéna v exsikatoru aZ do charakterizace

zelatinového gelu.
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Tato metoda extrakce poskytovala vytézek 3,80 % (w/w) z Lates niloticus a znatelné

vyssi vytézek 8,65 % (w/w) z Oreochromis niloticus.

3.2 Enzymaticka extrakce

Clanek [2] sepsany na Institutu piirodnich véd a technologii pii Statni technické univerzité
v Murmansku v Rusku, publikovany v roce 2022 popisuje postup extrakce zelatiny z kize
Tresky atlantské (Gadus morhua), obyvajici studené vody, s vyuzitim biotechnologie — za
pomoci enzymatické extrakce. Studie argumentuje vyuziti materidlu z Gadus morhua
zvySenim celkového vyloveného mnozstvi ryb o 4 % v poslednich letech, a to na 400 000
tun ryb ro¢né. Z tohoto mnozstvi se velka c¢ast filetuje, z cehoz vznikd velké mnozstvi

vedlejSich produktd, tj kiizi a kosti.

Jako extrakéni enzymy jsou ve ¢lanku uvadény Protosubtilin a Pankreatin. Jedna se
o smesi enzymui. Protosubtilin G3x je smés enzymu bakteridlniho plivodu slozena
z neutralnich protedz, alkalickych protedz, alfa-amylazy, beta-glukandzy, xylandzy
a celulazy. Tato enzymatickd smés nachdzi optimum pfi neutralnich podminkach (pH 6,5-
7,5) a teplotach 40-55 °C. Pancreatin je smési enzymi ziskanou ze slinivky bfisni savci.
Tato smés se sestava z proteazy, amylazy a lipazy. Optimalni podminky pro ptisobeni této
enzymatické smési jsou v lehce zasaditém prostiedi pti pH 7,4-8,5 a pii teploté 40-50 °C.
Rybi material je v tomto experimentu po rozmrazeni promyt vodou, rozmélnén na kousky o
velikosti ptiblizné 0,5 % 0,5 cm a smichan s destilovanou vodou v poméru 1:6. V destilované
vodé byl materidl za stadlého michani ponechan 1 hodinu pii teploté 20 °C. Tato smés byla
prefiltrovana skrze 3 vrstvy gazy, nacez byl zachyceny material opét smichan s destilovanou
vodou, v niz probihala extrakce. Koncentrace enzymu je udavana na 0,025 g enzymu na 1
kilogram surového materialu, pfi¢emz smési enzymu byly pouzity v separovanych vzorcich
ve stejném mnoZzstvi. Extrakce probihala pti pH smési 7,0-7,5 a pti teploté 40 £ 1 °C po dobu
3 hodin. Smés byla nésledné zahtata na 85-90 °C na 5 minut s cilem deaktivovat enzym.
Smés byla po deaktivaci piefiltrovana ptes filtracni tkaninu a odstfed’ovana na
centrifuze po dobu 40 min pii 5000 ot/min a teploté¢ 20 °C. Nakonec byla smés vysusSena

mrazem pii -50 °C a uchovavana pii teplotach neptesahujicich 5 °C.

Vytézek z tohoto experimentu tvoiil 60 % (w/w) pii pouZziti enzymatické smeési
Protosubtilin G3x a 58 % (w/w) pfi pouziti smesi Pancreatin. Krom dalSich stanovovanych
charakteristik se u téchto vzorkl testovalo i slozeni aminokyselin. To se nepatrné lisilo,

avSak velmi malo na to, aby se jednalo o rozhodujici faktor pro vybér konkrétni enzymatické
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smeési. Oproti surovému materidlu doslo u obou vzorkt k drastickému ubytku methioninu
a tyrosinu. Pouziti extrakénich enzyma mélo dle experimentu vliv na molekularni hmotnost
zelatinovych fetézcii. V referencnim vzorku zelatiny, ziskaném za tejnych podminek, pouze
bez pfitomnosti enzymu, je molekulovd hmotnost stanovena na 158,8 kDa, zatimco ve
vzorcich ziskanych za pomoci enzymatickych smési je primérna hmotnost fetézcl
stanovena na 138,9 kDa pro vzorek s pouzitim Protosubtilinu a vyrazn¢ mensi hmotnost 97,1

kDa pro vzorek ziskany za pomoci Pancreatinu.

3.3 Dry salting

Metoda dry saltingu je spole¢né s dalsSimi 5 metodami (viz wet salting, kyseld metoda;
nepopsané metody extrakce teplem, Pepsinem a Trypsinem) popséana v ¢lanku sepsaném na

Akademii rybich véd v Guangxi v provincii Nanning v Ciné [8].

Pro testovani vSech téchto metod byly vstupnimi surovinami kize ze zraloka
a hadohlavce. Tyto kiuize byly mechanicky oddéleny od skeletu a zbytkli pruhované
svaloviny, promyty vodou a uchovavany pfi -20 °C az do doby samotného testovani. Kiize
byly rozmrazeny na pokojovou teplotu a promyty vodou. Materidl byl nasledné smichan s
roztokem NaOH o koncentraci 0,25 mol/l v poméru 2:5 po dobu 12 hodin. Poté byl material
promyt vodou a smichan s roztokem bezvodé kyseliny octové o koncentraci 0,1 mol/l
v poméru 2:5 na dobu 3 hodin. Po samotném opracovani danou metodou byl material
s roztokem obsahujicim extrahovanou zelatinu zahfat na vodni 14zni na 45 °C a pii této
teploté ponechan ptes noc. Nasledné byl prefiltrovan ptes 4 vrstvy tkaniny. Ziskany filtrat
byl centrifugovan pii 6000 ot/min pii pokojoveé teploté po dobu 20 minut pro zisk Zelatiny.

Ziskana Zelatina byla nakonec vysuSena mrazem.

Tyto ptipravné a zavére¢né postupy byly vyuZity pro zde popsané metody dry

saltingu, wet saltingu a kyselou metodu.

Pro zisk Zelatiny za pomoci dry saltingu byl materidl smichdn s NaCl v mnozstvi 3,75 %,
vztazeno na hmotnost materidlu. Smés byla promichana a ponechdna ptes noc. Smés byla
dalsi den smichéna s destilovanou vodou v poméru 4:5 a zhomogenizovana. Zelatina byla

z filtratu ziskana postupem popsanym vyse v této sekci.
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3.4 Wet salting

Metoda wet saltingu je spolecné s dalSimi 5 metodami (viz. dry salting, kyseld metoda;
nepopsané metody extrakce teplem, Pepsinem a Trypsinem) popsana v ¢lanku sepsaném na
Akademii rybich véd v Guangxi v provincii Nanning v Cing [8]. Material byl pied samotnou

extrakci opracovan postupem zminénym v sekci popisujici metodu dry saltingu.

Metoda wet saltingu je obdobou dry saltingové metody. Materidl byl smichan
s destilovanou vodou v poméru 4:5 a NaCl v mnozstvi 3,75 % (w/w). Tato suspenze byla
diikladng promichana a ponechana pies noc. Zelatina byla ze suspenze ziskana postupem

popsanym v sekci popisujici metodu dry saltingu.

3.5 Kysela metoda

Kyseld metoda extrakce Zelatiny je spolecné s dal§imi 5 metodami (viz. dry salting, wet
salting; nepopsané¢ metody extrakce teplem, Pepsinem a Trypsinem) popsana v ¢lanku
sepsaném na Akademii rybich véd v Guangxi v provincii Nanning v Ciné [8]. Material byl
pred samotnou extrakci opracovan postupem zminénym v sekci popisujici metodu dry

saltingu.

Material byl umistén na vodni lazen o teploté¢ 50 °C na dobu 1 h. Poté byl smichan
s roztokem kyseliny citronové o koncentraci 0,05 mol/l v poméru 4:5 a diikladné promichan.
Zelatina byla poté izolovana postupem popsanym v sekci popisujici metodu dry saltingu.
3.6 Srovnani vlastnosti Zelatin

Pro lepsi pfedstavu o vyslednych vlastnostech Zelatin, ziskanych vySe popsanymi metodami,

jsou v tabulce €. 2, srovnané jednotlivé vlastnosti deklarované samotnymi studiemi.
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Tabulka 2; Vlastnosti Zelatin ziskanych metodami extrakce teplem a enzymatické extrakce

Vytézek [%] Pevnost gelu | Viskozita Vodu Pénotvorna
[Bloom] [mPaxs] lZ:::)l;liclilf:lci%] kapacita [7s]
1.1 | 8,65 N 6,02 637,18 2,45
1.2 | 3,80 N 5,96 687,97 2,37
21 160+1 N N N N
22 158+1 N N N N
3.1 |31,1+1,01 295 2,70 9,90 79,5 mz/g
3.2 339+1,60 260 2,77 9,25 80,5
4.1 | 31,6 +£1,02 287 2,73 9,60 78
4.1 |322+1,24 191 2,80 8,80 78
5.1 (22,7+1,58 328 2,28 8,50 66,2
5.2 (253+1,34 297 2,28 6,90 60,76
Stabilita pény | Teplota tini gelu | Teplota tuhnuti gelu | Cirost [%]
(%] el e
1.1 | 2,04 28,47 17,12 1,074
1.2 | 1,90 214 19,90 1,490
21| N 11,4 1,5 N
22| N 10,1 -0,3 N
3.1 | N N N N
32| N N N N
41| N N N N
41| N N N N
51 | N N N N
52 | N N N N
Pozn.: 1.1 — Extrakce teplem, Oreochromis niloticus 1.2 — Extrakce teplem, Lates niloticus

2.1 — Enzymaticka extrakce, Protosubtilin;

3.1 — Dry salting, Zralok;

4.1 — Wet salting, zralok,

5.1 — Kysela metoda, Zralok;

2.2 — Enzymaticka extrakce, Pancreatin

3.2 — Dry salting, hadohlavec

4.2 — Wet salting, hadohlavec

5.2 — Kysela metoda, hadohlavec
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Srovnanim vysledkl z vyse uvedenych experimenti mtize byt jednoznacné vyvozen zaver,
ze extrakce zelatiny s vyuzitim enzymii ma nezanedbatelny vliv na vytéznost procesu
(vytézek vyssi skoro o 50 %) a zaroven sniZzuje dobu extrakce o 2 hodiny oproti extrakci
horkou vodou. Zelatina extrahovana za pomoci biotechnologie obsahovala dle uvedenych
zdrojt vice bilkovin, nicméné na celkovy obsah bilkovin v Zelatinovém gelu ma vliv nékolik
faktorti, naptiklad rozdilné druhy ryb jakozto vychozi material extrakci. Nezanedbatelny vliv
enzymu na gel ve srovnani s horkou vodou miizeme vidét na srovnani teplot tani a tuhnuti.
Enzymy dle vysledki silné narusuji strukturu molekul kolagenu a pro reformaci pevného
gelu je tfeba nezanedbatelné nizsich teplot. Naproti tomu je extrakce horkou vodou Setrnéjsi

a pravdépodobné vhodnéjsi pro zisk komeréné vyuzivanych zelatin.
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4 VYUZITI RYBICH ZELATIN

V soucasné dob¢ je rybi Zelatina vyuzivand velmi ziidka, jeji produkce ¢inila v roce 2020
pouze 1,5 %, z ¢ehoz 1 vypliva jeji nizké vyuziti. AvSak pfesto lze najit n¢kolik riznych,

aktualnich, a i do budoucna moznych vyuziti.

4.1 Aplikace rybich Zelatin v souc¢asné dobé

V aktuélni dobé se jiz zelatina extrahovana z rybiho materialu vyuziva k emulzifikaci
primyslovych polev ¢i omdacek. Jejim ptridavkem jakozto emulzifikacniho d¢inidla je
prodlouZena doba trvanlivosti potraviny a zvySeny podil hydroxyprolinu ptispiva k udrzeni
vody v potraving€. Své vyuZiti nachazi zelatina z ryb i pfi vyrob€ zmrzlin, kde kratké fetézce
kolagenu zabranuji rastu ledovych krystalkii. Zaroven dochazi ke stabilizaci

elektrostatickych a H-vazeb v krystalové struktuie vytvorené peptidovymi fetézci. [7]

Ocekédvanym polem uplatnéni je ptidavek zelatiny jako piidatné suroviny do
produktl z ryb ¢i motskych plodii, kde by pouzitim rybi zelatiny nedochdzelo k druhovému
ktizeni. Toho je vyuzivano pfi vyrob¢ surimi, surimi ty¢inek, ¢asto pojmenovavanych i jako
rybi ¢i krabi ty€inky. Pod pojmenovanim surimi rozumime pastu ¢i drt’ z rybiho masa, ktera
je Casto zpracovavana do podoby ty€inek [10]. Pfi vyrob€ surimi se pouziva hydrolyzat z
Carcharhinus limbatus, ktery zde podporuje hydrofobicitu povrchu a zvySuje mnozstvi
disulfidovych vazeb vyrobku, ¢imZ zabraiiuje denaturaci myofibrilarnich proteinli ve
vyrobku [7]. Krom prevence pied denaturaci ma pridavek Zelatiny pozitivni vliv 1 na texturni
vlastnosti vyrobku, kdy ptidavek 10 % rybi Zelatiny zvySuje vodu vazajici kapacitu vyrobku
o0 35 %, ¢imz se Zelatina ve vyrobku, ktery je primarné skladovan pii mrazirenskych
teplotach, stava hlavnim kryoprotektivem. Dale také zmiriiuje Zvykavost a tuhost vyrobku
[7]. Na ukor protein protektivni aktivity a kryoprotektivni aktivity mé vliv 1 na nutricni
hodnotu surimi vyrobki, ktera je ptfidavkem rybi Zelatiny na ukor zelatiny vepfové sniZena
[7]. Xantanem modifikovana rybi Zelatina byla testovana jako ptidavek do jogurtu, kdy ji
byla upravena vodu vézajici kapacita, viskozita a konzistence [7].

Rybi Zelatina je vyuZzivana i v napojovém primyslu. V oblasti pivovarnictvi a vinarenstvi,
napojii, se ukazala byt konkurenceschopnou. Zelatina extrahovani ze sumce nejenZe

vykazovala stejné adsorpcni vlastnosti, ale dokonce i vykazovala vyssi efektivitu [7] .
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clavata vysSich Citicich schopnosti se soucasnym zachovanim stejnych nutricnich hodnot

jako pii pouziti hovézi zelatiny [7].

Naopak nevhodna je rybi Zelatina v soucasné dobé¢ jako stabilizator pény, v tomto
ohledu kvuali své sekundarni struktufe, ktera zde zaostava za strukturou a stabiliza¢nimi

schopnostmi hovézi zelatiny [7].

4.2 Potencialni budouci aplikace

V ramci tkanového inzenyrstvi ma rybi Zelatina do budoucna potencial jakozto opora pfi
darovani bunék, kdy zelatina slouzi jako biodegradabilni zdroj bun€k a proteind. Tato opora
ma za tkol mimo jiné i podpofit bunécné interakce podporujici uchyt bun¢k. Rybi Zelatina
se jevi jako potencidlné vhodny materidl, jelikoz spliiuje zdkladni pozadavky na material
v ramci tkanového inzenyrstvi: 1) material je biokompatibilni a je mozno ho modelovat do
pozadovaného tvaru; 2) interakce material-hostitelskd bunka musi spliiovat tkanove
specifické strukturni a metabolické pozadavky; 3) u€innost materidlu by méla byt otestovana
in vitro 1 in vivo za pouziti kvantitativnich molekuldrnich a histologickych metod. Rybi
zelatina spliiuje vSechny tyto pozadavky svymi biokompatibilnimi a biodegradabilnimi

vlastnostmi a nizkou antigenitou [3].

Konkrétnim piikladem je vyuziti Zelatiny z Cyprinus carpio jakoZto matrici
podporujici tvorbu vazeb mezi darcovskymi buiikami a hostitelskym organismem. ZvySeni
mnozstvi vazeb zde snizuje imunitni odpoveéd’ na darcovske buiiky, a tim zvySuje Sanci jejich
uchyceni. Nedostatkem vyuziti této Zelatiny je nizkd mira proliferace darcovskych bunck
[3]. V celkovém kontextu vyuZiti rybich Zelatin v oblasti tkafiového inZenyrstvi je limitaci
obecné nizka teplota tani rybich Zelatin, ktera se pohybuje pod bazalni télesnou teplotou [3].
Z tohoto diivodu by pro potencialni aplikaci bylo tieba vyuzivat modifikované rybi Zelatiny,

ktera bude disponovat hustSim sitovanim ve sv¢ struktuie.

Utinky rybi Zelatiny jsou zkoumany nejen v souvislosti s tkafiovym inzenyrstvim,
ale 1 s 1écbou onemocnéni postihujicich kosti; naptiklad prodlouzeni trvani Gc¢inka 1écby
osteoporozy. V aktudlni dobé neni Gc€inek lécby osteopordzy trvaly, nicméné bylo jiz diive
prokazano, Ze vysoky obsah kolagenu v potravé ma pozitivni vliv na dobu, po kterou ti¢inky
1écby tohoto onemocnéni plisobi. V roce 2005 bylo navic zjiSténo, Ze perordlni uzivani

zelatiny ze Zralo¢i kize obsahujici urcité peptidy zvySuje tvorbu kostni tkané€ a produkei
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kolagenu typu I v kostech. Nicméné tento mechanismus byl zkouman zatim pouze
u kastrovanych potkand. [3]

Své uplatnéni miize zelatina najit i pii 1éCbé hypertenze. Nejrozsitenéji pouzivané
léky na hypertenzi obsahuji ACE (angiotension-coverting enzyme) inhibitory. Aktualné
vyuzivané syntetické inhibitory na trhu maji fadu vedlejSich ucinkl, nicméné bioaktivni

zdrojem [3].

Konkurenci by v budoucnu mohla rybi zelatina tvotit virovym vektorim v ramci
genove terapie pro 1é¢bu rakoviny. Pienos DNA do bun¢k je v aktualni dobé v ramci vyuziti
zelatin zastoupen Zelatinou vepfovou, nicméné rybi zelatina s vlastnostmi podobnymi

veprové by zde své uplatnéni v budoucnu mohla najit takeé [3].

Nutno podotknout, ze rybi Zelatiny obsahuji mimo jiné i bioaktivni peptidy
s antimikrobialnimi vlastnostmi (dale jako AMP). Tyto peptidy hraji roli jakozto obranny
mechanismus §iroké Skaly organismu proti mikrobialnimu napadeni. AMP peptidy rybich
zelatin jsou schopné velmi rychlé difuze a neutralizace patogenu. Jedna se o kratké sekvence
kationové povahy o zhruba 50 aminokyselinach, obsahujici vysoky podil histidinovych,
lyzinovych a argininovych rezidui, kterd umoziuji AMP vytvofit hydro-neutralni strukturu
a bez problému tak projit skrze buné¢nou membranu prokaryot, kterou tak narusi. Dalsi
mozné mechanismy u¢inku jsou inhibice syntézy bunécné stény, inhibice syntézy proteint,
inhibice syntézy nukleovych kyselin nebo napiiklad stimulace autolytickych enzymd, které

zajisti lyzi bakterialni bunky. [3]

S antimikrobialni aktivitou je spojeno potencidlné nadéné vyuziti rybich Zelatin
jakozto obalového materidlu na potraviny a vyzivové doplitky. Doplnénim rybich filma
dal$imi slouCeninami (sorbat draselny, katechin, karvakrol, esencidlni oleje z oregana -
Origanum vulgare, thymin), podporujicimi pevnost a trvanlivost filmu mohou prodlouzit
dobu pouZitelnosti a bezpe€nosti vyrobku z hlediska obrany pfed oxidativnimi G€inky
kysliku, mikrobidlnimi vlivy ¢i vysychanim [3]. Té&chto vlastnosti jakoZto obalového

materialu je jiz v souc¢asné dob¢ vyuZzivano.
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5 SWOT ANALYZA ZELATIN A HYDROLYZATU Z RYB

SWOT analyza piedstavuje nastroj pro zhodnoceni aktudlni situace problematiky a navrzeni
strategie pro Uspesné feSeni. Jednd se analyticky model vyuzivany firmami i védeckymi
institucemi, ktery hleda silné a slabé stranky problematiky, mozna uskali, kterd mulze

problematika piedstavovat, ale i ptilezitosti pro dalsi rozvoj.

5.1 Silné stranky (Strenghts)

Mezi silné stranky hydrolyzatl z rybiho materialu 1ze jednoznacné zatadit dostupnost a cenu
vychoziho materialu. JelikoZ kolagenni vlakna nachdzime nejvice v kiizich a vazech okolo
skeletu, povazujeme tento materidl jako dale nevyuZzitelny pro potravinarskou vyrobu. Od
tohoto faktu se odviji nizkd nakupni cena materidlu, za ktery by producent musel
pfinejmensim zaplatit asanacni poplatek kafilerii za zpracovani biologického odpadu.
V Ceské republice se aktualné asana¢ni poplatek pohybuje v hodnoté 12-13 Ké&/kg [11].
Moznost prodeje vedlejSich produkti by se pro majitele zpracovatelského zavodu stala

wevr

byt ekonomickym problémem.

Volné misto na trhu pro rybi Zelatiny aktualné stale tvofi skupiny s ndbozenskym ¢i
vyzivovym piesvédcenim, které se vyhybaji pravé tradicnim zdrojim. JelikoZ rybi Zelatina
nabizi podobné nutri¢ni hodnoty a benefity jako Zelatina hovézi ¢i veptova, a zaroveil neni
v rozporu s virou, je jeji odbyt na trhu pravdépodobny. Ackoli by lidé mohli jako alternativu
pouzivat rostlinné agary, zelatiny maji oproti agarim charakteristické senzorické vlastnosti,

které agary v aktualni dob€ nahradit nedokazou [7].

5.2 Slabé stranky (Weaknesses)

Pomérné velkou ptekazkou pro produkci rybich Zelatin je nestabilni slozeni vychoziho
materialu. Ackoli mize byt materidl odebiran se stejného zdroje, bude-li se jednat o skelety
a kize zryb odchycenych z volného lovu, bude jejich chemické sloZeni patrné kolisat
s ohledem na dostupnost potravy v mofich, €istotu a vlastnosti vody, v niZ ryby Ziji. U ryb
z akvakultur by tento problém mohl byt sniZzen do jist¢é miry kontrolovanou stravou
a kvalitou vody, avSak odchylky sohledem na prakticky neexistujici moznost plné
kontrolovat stav vody, v niz ryby ziji, musi byt bran v potaz. Pokud by se navic vyrobce
rybich Zelatin nezamétoval na vyrobu z jednoho druhu ryb, pak by se vlastnosti a slozeni

zelatin lisilo 1 v rdmci podilu jednotlivych druhi.
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Dalsi ptekazkou je nutnost velmi Setrnych podminek pro extrakei. Jak lze vy¢ist i
z praktické ¢asti této bakalatské prace, pfili§ drsné podminky extrakce maji negativni vliv
na pevnost gelil, které pfi neSetrné extrakci netuhnou. Ackoli by tedy extrakce za vyssich
teplot nebo za vyssich davek enzymit poskytovaly vyssi vydélky, bylo by to na kol kvality

zelatiny.

5.3 Prilezitosti (Opportunities)

Vyzkum rybich hydrolyzatti sdm o sobé nabizi pro védecka stiediska spektrum pfilezitosti.
Diky druhové variabilit¢ lokalnich druhi ryb v riznych castech svéta je mozné pro
jednotlivé staty hledat vlastni zdroje bez nutnosti dovozu materialu ze zahrani¢i. Oteviena
moznost cirkularni ekonomicky tak ze socioekonomického hlediska nabizi nové pracovni
pozice, vybudovani novych trznich konexi, a v neposledni fadé¢ zohlediuje vyuziti

vedlejsich, jinak prakticky odpadnich materialti.

Argument nedostatku informaci a charakterizace Zelatin tvoifi dalsi pfilezitost.
Jelikoz se 1 dnes jedna o mélo prozkoumané téma, pro védecké instituce mohou rybi Zelatiny

tvofit ptilezitost pro dal§i badani s vidinou slibné budouci aplikace vysledkd.

5.4 Uskali (Threats)

Jednozna¢nym uskalim rybich Zelatin je v soucasné dobé nedostatek informaci. JelikoZz je
vyuzivani rybich Zelatin méné atraktivnim odvétvim, dostava se ji pozornosti vyzkumnych
instituci velmi malo. Zajem o rybi hydrolyzaty stoupl pfevazné v poslednich 15 letech. To
usti k malo informacim o jejich vlastnostech, moznostech vyuziti ¢i tskalich. Aktualné
dostupné zdroje podavaji v zasadé témét identické informace, coz ackoli je v aktualni dobé
uskalim s ohledem na pouZzivani rybich zelatin, je to zaroven Sirokou Skalou pftilezitosti pro

dalsi vyzkum.

DalSim kamenem urazu by pro rybi Zelatiny mohla byt alergie spotiebitelll na ryby
moiské plody. V aktudlni dobé je alergie na ryby 3. nejcast&j$i potravinovou alergii
v Evropé [12], pfi€emZ tato alergie nejCasteji vznikd opakovanou senzibilizaci v détstvi a ve
vétSiné pripadl je doZivotni. Vys$i procenta alergie na ryby se objevuji v ptimoiskych
oblastech, kde ryby zatupuji vétsi ¢ast jidelniCku. V ramci Evropy je nejvyS$si procento

alergikli na ryby ve Finsku, kde 7 % alergikt v populaci zarovent dosahuje i na nejvétsi
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procento alergikl na svéte, v Némecku o néco nizsich 2,9 %, v Recku pouze 1,5 % a ve
Spanélsku je to dokonce jen 0,5 % populace. Celoevropsky primér ukazuje, Ze 0,2 %
evropské populace je alergickd na ryby. Druhou nejvice alergickou narodnosti jsou pak
Japonci, kde jsou 4,4 % populace alergickd [12]. Vysoka procenta alergikl v populaci
znamenaji i vyssi riziko pro uplatnéni rybich hydrolyzath v dané oblasti, nebot’ spotiebitelé
budou casteji sahat po produktech obsahujici jiné zdroje zelatin. Nekteré studie uvadi, ze
riziko alergie na Zelatinu z ryb je mnohem nizsi nez riziko alergie na ryby samotné [3]. Pro
stanoveni bezpecnosti by pouzivané zelatiny musely byt pravidelné proveéfovany

analytickymi metodami.
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II. PRAKTICKA CAST
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Mechanické opracovani

Testovani rozpouitédel

Piiprava Zelatin = optimalizaéni proces Charakterizace Zelatinovych geh

6 CILE PRAKTICKE CASTI PRACE

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla prace zaméfena na optimalizaci procesu
extrakce kolagenu z rybiho materidlu a nasledného testovani kvality zelatin, pfipravenych
z extrahovaného kolagenu. Optimalizace probihala ve dvou ¢éastech — testovani efektivity
rozpoustédel a optimalizace samotného extrakéniho procesu. Priibézné byly u ziskanych
zelatin testovany jejich funkcni vlastnosti v ramci charakterizace zelatin, a to za ucelem dalsi
optimalizace. Vstupnim materialem byly opracované kostry Kapra obecného (Cyprinus

carpio) a Amura bilého (Ctenopharyngodon idella).

Na kostrach Cyprinus carpio byla otestovana efektivita rozpoustédel a jejich vliv na
vytéznost zelatin z frakci pti danych podminkach. Na zéklad€ miry odtu¢néni a vytéznosti
byly ve vybraném nejefektivnéji odtucnujicim rozpoustédle obdobné opracovany kostry
Ctenopharyngodon idella, na nichz probihala optimalizace vicestupiiového extrakéniho
procesu. Charakterizace zelatin probihala pribézné na vybranych frakcich vytézenych ve
vSech fazich procesu. Pribézna charakterizace slouzila jako kontrolni mediator, ktery

stanovoval dal$i upravy procesu extrakce.

Hlavnim cilem bylo nalezeni takovych podminek extrakéniho procesu, pfi kterych
ziskana Zelatina méla funkéni pouzitelnou pevnost gelu a optimélni teplotu tani a tuhnuti

zelatinového gelu, aby byla Zelatina uplatnitelna v primyslovych odvétvich.

Promyti materialu (NaCl, NaOH) Smichani materidlu s vodou, tiprava pH
b

Odtuénéni materidlu (petrolether-ehtanol)

4
. . . Filtrace hydrolyzatu
Demineralizace materialu (HCI)

Inaktivace enzymu vodou

Extrakce Zelatiny
Smichéni materidlu s vodou

Zahf4ti na extrakéni teplotu (faktor B)

Extrakce (faktor C)
Filtrace pfes tkaniny
Zahiev filtratu na 85 °C. 5 minut
Centrifugace

Filtrace

Suseni

Pridavek enzymu, opracovani enzymem (faktor A)

Obrézek 5; Schéma technologického postupu prace
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7 PRIPRAVA ZELATIN

V nasledujici kapitole je podrobné popsan postup prace, dle kterého z rybich skeletl ziskany

zelatiny pro piipravu gela.

7.1 Mechanické opracovani materialu

Matrial byl v obou pfipadech ryb ziskdn v podobé& opracované rybi kostry (viz
obrazek 4A). Z koster byly ntizkami odstranény hibetni, fitni, ocasni a tukové ploutve a
velké tukové vrstvy vcetné zbylé kiize a Supin ryby. Tyto odpadni materialy nebyly nijak

dale v procesu extrakce vyuZity.

C

Obrazek 6; A - Cyprinus carpio pted prvotnim opracovanim; B — mechanicky odstranéné
casti; C - Cyprinus carpio po odstranéni ploutvi

Takto opracované kostry byly zhomogenizovany na mlynku s $ajbou o velikosti 15 mm.
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Obrazek 7; Vnitini ¢ast mlynku pouzitd k homogenizaci rybiho materialu.

Se zhomogenizovanymi smésmi se postoupilo k testovani vhodného rozpoustédla

k odstranéni piebyte¢ného tuku.

Obrazek 8; Zhomogenizovana smés z koster o velikost 15 mm; A — Cyprinus carpio, B —
Ctenopharyngodon idella.

7.2 Testovani efektivity rozpoustédel

V prvni etapé prace byla otestovana 3 rozpoustédla, jez byla pouzita na odstranéni

prebytecného, v tomto piipadé odpadniho, tuku z koster. Testovana byla nésledujici polarni
rozpoustédla:

— smgs petrolether-ethanol v poméru 1:1,

— aceton,
— smgés 2-propanol-hexan v poméru 1:1.

Rozpoustédla byla vSechna otestovana na zhomogenizované kosterni smési Cyprinus

carpio, na niz byla nasledné provedena i extrakce za ucelem zjisténi vytéZnosti reakce.
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Kostry byly nejprve zbaveny piebytecnych krevnich bilkovin. Smés byla na situ
promyta studenou vodou, ¢imz byly odstranény albuminy. Nasledné byl material v kyblu
smichan v poméru 1:6 s roztokem NaCl o koncentraci 0,2 mol/l. Takto smichana smés byla
v roztoku ponechéana 1,5 hodiny, a poté dikladn€¢ znovu promyta na situ. Nasledn¢ byla
kosterni smés smichdna v poméru 1:6 s roztokem NaOH o koncentraci 0,03 mol/l; v tomto
roztoku byla smés ponechana 45 minut, nez byla promyta. Smés byla roztoku NaOH o stejné
koncentraci vystavena jest¢ tfikrat. Surovina zbavena krevnich bilkovin byla dikladné
promyta na situ stkaninou a vysuSena v suSarn¢ s cirkulaci vzduchu pfi 35 °C do

kompletniho vysuSeni.

Vysusena kosterni surovina byla smichdna v poméru 1:6 s danym rozpoustédlem a
odtuc¢novana na tfepacce za laboratorni teploty 1,5 dne. Samotné rozpoustédlo bylo v tomto
casovém intervalu dvakrat vyménéno, aby se dosdhlo co nejlepSiho vysledku. Hmotnostni
ubytek byl roven pfiblizné 20 % (w/w). Tuk zrozpoustéla se pro dal§i vyuziti nijak

neizoloval.

Odtu¢nénd surovina byla rozemleta na mens$i Castice na kuchynském mixéru a
demineralizovana v 1% (w/w) roztoku HCI. Surovina byla smichdna v poméru 1:10 s 1%
roztokem HCIl a demineralizovana na tiepacce za laboratorni teploty po dobu 48 hodin,
pficemz po 24 hodinidch byla kyselina vyménéna za novou. Hmotnostni ubytek po
demineralizaci se pohyboval okolo 50 % (w/w). Demineralizovana a vysuSena surovina byla
nadale podrobena vicestupiiovému extrakénimu procesu. Sledovan byl vliv rozpoustédel na
mnozstvi extrahovaného kolagenu, proto byly podminky extrakce pro suroviny odtu¢néné

riznymi rozpoustédly stejné.

Material byl nejprve smichan s destilovanou vodou v poméru 1:10, promichan a jeho pH
bylo upraveno na optimalni teplotu pH hydrolytické smési enzymi Protamex (pH 6,5-7). Do
této smési byl pfidan enzym Protamex na mnoZstvi 0,1 % (w/w), pfi¢emz suSina tvofila 90
% (suSina byla v tomto bod¢ prace stanovena odhadem). V tomto bod¢ mél byt material
hydrolyzovan po dobu 4 hodin, nicméné doslo k hrubé chybé a material byl v ptipadé vSech
rozpoustédel ponechdn v roztoku po dobu 24 hodin.Po uplynuti 24 hodin byl material

prefiltrovan pies sito s tkaninami a roztok (hydrolyzat) byl vysuSen pii 70 °C.

Material byl promyt pod tekouci vodou, a poté byla zahdjena vicestupniova extrakce.
Materidl byl smichan s vodou v poméru 1:10 a zahtivan na pozadovanou extrakéni teplotu.
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Po dosazeni extrakéni teploty byla extrakce provadéna po urcenou dobu pro danou frakci.
Po uplynuti této doby byl material piefiltrovan pies sito s tkaninami, a ziskany roztok byl
rychle zahtat na teplotu 85 °C, a pfi této byl udrzovan 10 minut. Po uplynuté¢ 10 minut byl
roztok Zelatiny odstedén na centrifuze pii 4000 ot/min po dobu 4 minut. Odstiedény roztok
byl prefiltrovan pies tkaninu, kde se zachytil piebyte¢ny tuk. Odstiedény roztok zelatiny byl
rozlit na plech a vysuSen pfi 40 °C pfes noc, pfi¢emz se dalsi den teplota zvedla na 65 °C do
uplného vysuseni. Po odstfedéni ve zkumavkach ziistal pouze pigment. Ten byl vysusen pii

60 °C pres noc.

Stejnym postupem byly provedeny vSechny 4 frakce zelatiny, pticemz se liSily pouze

extrakeni teploty a doby extrakce pro kazdou frakci (viz Tabulka 3).

Tabulka 3; Teploty a doby frakei vicestupiiové extrakce

Teplota extrakce [°C] Doba extrakce [min]
1. frakce 40 5
2. frakce 50 20
3. frakce 70 20
4. frakce 90 20

Po provedeni 4. frakce extrakce byl material jest€ jednou smichan s vodou a zaht4t na teplotu
95 °C, kdy extrakce trvala 30 minut. V této Casti se extrahoval z materialu klih. Tento roztok

Jiz nebyl odstted’ovan, pouze prefiltrovan a také vysusen, stejné jako frakce zelatin.

Nerozlozeny podil z materidlu byl vysusen pii 103 °C pies noc.
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7.2.1 Vysledky testovanim efektivity rozpoustédel

Tabulka 4; Hmotova bilance experimentu

Vytézek [%]
Petrolether-ethanol Aceton 2-propanol-hexan
1. frakce 6 19 4,86
2. frakce 31 20 13,47
3. frakce 4 4,07 4,03
4. frakce 1,4 2,10 1,94
Pigment z 1. 0,33 0,99 0,14
frakce
Pigment ze 2. 1,67 1,36 0,42
frakce
Pigment ze 3. 0,11 0,62 0,42
frakce
Pigment ze 4. 0,11 0,25 0,12
frakce
Hydrolyzat 11,77 14,20 28,88
Klih 1,22 1,11 1,11
Zbytkovy tuk 0,01 0,12 0,11
NerozloZeny podil 39,64 29,01 37,5

Obrazek 9; Tuk ulpény na pigmentu po odstfedéni
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7.2.2 Diskuse vysledkii

Jak je nazorné vidét v tabulce 4, nejvyssi vytézek zelatin (45,17 %) byl z materidlu
odtu¢néného v acetonu. Velmi podobny, o néco nizsi vytézek 42,2 % byl z materidlu
odtu¢iiovaného smési petrolether-ethanol. Nicméné aceton se ukazal byt velmi Spatnym
rozpoustédlem pro odstranéni tuku. Ackoli v hmotnostni bilanci tvofi zbytkovy tuk jen
0,12 %, tento zbytek je tvoten tukem, ktery byl zachycen na tkanin€ pfi filtraci po odstfedéni.
Viditelné mnozstvi tuku ulpélo na pigmentu ve zkumavce (viz obrazek 11), a jeho hmotnost

tedy byla zapocitana do hmotnosti pigmentu, nikoli tuku.

Vytézek zelatiny z materidlu opracovaného smési 2-propanol-hexan byl v porovnani
se zbylymi vytézky velmi maly, pouze 24,3 %, proto byl z vybéru vyrazen, ackoli material

byl odtu¢nén bez zbytki tuku.

Pro piesné stanoveni vhodného rozpoustédla by musely byt zahrnuty jesté vysledky
charakterizace zelatinovych gelii, nicméné zadny z ptipravenych zelatinovych gelii neztuhl,
a proto nemohly byt tyto charakteristiky zahrnuty. Kritéria vybéru rozpoustédla pro dalsi

postup proto tvofil pouze vytézek a stupeil odtuénéni materialu.

Pro dalsi postup, tj. optimalizaci procesu extrakce, byla jako odtu¢iiovaci ¢inidlo

vybrana smés petrolether-ethanol.

7.3 Optimalizace extrak¢niho procesu

Jak jiZ bylo zminéno v Uvodu, optimalizace extrakéniho procesu byla provadéna na
opracovanych kostrach Ctenopharyngodon idella. Postup opracovani probihal obdobné jak
v prvni fazi prace — rozemleté kostry byly promyty vodou na situ s cilem odplaveni krevnich
proteinti. Nasledné louhovani — opracovani roztokem NaCl o koncentraci 0,2 mol/l po dobu
1,5 hodiny a roztokem NaOH o koncentraci 0,03 mol/l po dobu 45 minut za Gcelem
odplaveni globulini a albumini probé&hlo zcela totoZzn€. Za stejnych podminek, tedy za
stejného poméru rozpoustédla ku suroving, teploté, dobé odtu¢néni, probehlo i odtu¢néni
materidlu. Jako rozpoustédlo organického ZzivociSného tuku byla pouzita smés 1:1
petrolether-ethanol zvolena testovanim v prvni fazi. Odtu¢néni probihalo za stejnych
podminek, tj. vysuSeny material byl smichan v poméru 1:6 s rozpoustédlem. Smés byla

odtu¢iiovana na tfepacce za laboratorni teploty po dobu 1,5 dne, pfi¢emz rozpoustédlo bylo
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dvakrat vyménéno za nové. Po uplynuli doby byl materidl ponechdn v digestofi za ti¢elem

odpareni zbytktli rozpoustédla.

Prvnim rozdilem v postupu byla zména teploty béhem procesu demineralizace.
VysuSeny odtué¢nény material byl smichan s 1% HCI v poméru 1:10 a demineralizovan po
dobu 48 hodin v chladicim boxu na automatické ttepacce pfi teploté 10 °C, ptfi¢emz po 4
hodinach byl material ru¢né¢ promichan. Po 24 hodinach byla kyselina vyménéna za novou
a op¢t byl po 4 hodinach material ru¢né¢ promichan. Nizsi teplota zpomaluje proces
demineralizace, jelikoz kyselina neni pfi takovych podminkach schopna dobfe rozpoustét
minerdlni latky z kosterni matrice. Po demineralizaci byl material vysuSen v suSarné.

V nésledujicim kroku bylo pfistoupeno k samotnému extrakénimu procesu.

7.3.1 Pilotni experimenty optimalizace

V dal§im postupu byly 1. frakce experimentli provadény za podminek danych predepsanym
rozpisem experimentd (viz tabulka 5). Podminky byly v procesu optimalizace pribézné
upravovany na zaklad¢ vysledkt charakterizace ziskanych zelatin. Zbylé 3 frakce probihaly

pro vSechny experimenty za stejnych podminek:
- 2. frakce: extrak¢ni teplota 60 °C, doba extrakce 30 minut;
- 3. frakce: extrak¢ni teplota 80 °C, doba extrakce 40 minut;

- 3. frakce: extrak¢ni teplota 95 °C, doba extrakce 60 minut.
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Tabulka 5; Predepsané experimenty; hodnoty proménnych faktord A, Ba C

Cislo experimentu Faktor A, Faktor B, Faktor C,
MnozZstvi enzymu | Teplota 1. extrakce | Doba 1. extrakce
(Y0) O (min)
1 0,05 40 20
2 0,05 40 40
3 0,05 50 20
4 0,05 50 40
5 0,15 40 20
6 0,15 40 40
7 0,15 50 20
8 0,15 50 40
9 0,10 45 30
10 0 45 30

Vlastni postup experimentu je popsan na experimentu ¢. 1:

Vstupni nasada 60 graml materidlu byla smichana v poméru 1:10 s destilovanou
vodou a 20 minut tfepana pii pokojové teploté. Po uplynuti stanovené doby bylo pH
suspenze upraveno na hodnotu 6,5-7 pomoci 20% NaOH, a k materidlu bylo ptidano
mnozstvi hydrolytického enzymu Protamex dle faktoru A, vztaZené na hmotnost suSiny.
Hmotnost susiny byla odhadem stanovena na 90 %. Smés byla pfi teploté 10 °C tfepana 4
hodiny. Béhem této doby pusobil na intramolekuldrni vazby kolagenu. Po uplynuti doby
pusobeni enzymu byl roztok filtraci oddé€len, a vysusen pii 70 °C. Zachyceny zbytek byl
studenou vodou promyvan po dobu 5 minut, ¢imz se ¢astecné vymyl a inaktivoval zbytek
enzymu. Promyty materidl byl smichéan s destilovanou vodou v poméru 1:10 a zahfivan na
plotné na teplotu 40 °C. Po dosazZeni teploty byla Zelatina extrahovana po dobu 20 minut. Po
provedeni extrakce byla suspenze piefiltrovana a filtrat byl neprodlené zahtat na 85 °C, pii
které¢ byl drzen po dobu 4 minut. Takto ptehraty filtrat byl rozdélen do zkumavek a
zcentrifugovan pii 4000 ot/min po dobu 4 minut. Ve zkumavce se odd¢lil pigment, ktery
ulpél na dn€ zkumavky a tuk, ktery se od roztoku Zelatiny odd¢lil filtraci pfes sedmkrat
pfehnutou tkaninu. Pfefiltrovana Zelatina byla vysuSena pii 45 °C pfes noc, a poté jesté pii

60 °C do uplného vysuSeni. Odd¢lené komponenty byly taktéZ vysuSeny; pigment byl
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vysusen pii 40 °C pfes noc, tuk byl vysusen pii 120 °C ptes noc. Zbyl¢ 3 frakce zelatiny
byly provedeny identickym postupem, teploty a ¢asy extrakci byly pro vSechny experimenty
stejné, a to dané hodnotami vyse v této sekci (7.3.1). Opétovny zahtev filtratu na 85 °C byl
proveden vzdy pouze u 1. a 2. frakce. Po provedeni extrakce posledni frakce byl nerozlozeny

podil vysusen pii 121 °C ptes noc.

Jako prvni byly dle tohoto postupu provedeny experimenty ¢. 1 a ¢ 8.
Z vyextrahovanych zelatin byly pfipraveny gely (viz kapitola 8 — Stanoveni funkc¢nich
vlastnosti zZelatin) a otestovany jejich funkcni vlastnosti.

7.3.1.1 Vysledky a diskuse pilotnich experimentii (experimenty ¢. 1 a ¢. 8)

Tabulka 6; Vytézky z frakci, experiment €. 1 a 8

Experiment 1. frakce [%] 2. frakce [%)] 3. frakce [%)] 4. frakce [%]
1 4,81 17,22 4,81 2,96
8 22,96 12,04 3,15 1,3

Tabulka 7; Pevnost Zelatinového gelu z 1. a 2. frakce; experiment ¢. 1 a 8

Experiment Frakce Pevnost gelu [Bloom]
1 1. Neztuhl

2. 10,1
8 1 Neztuhl

2. Neztuhl

Prvnim faktorem vypovidajicim o pisobeni enzymu na kolagenni struktury byla vlastni
vytéznost zelatiny z jednotlivych frakci. Procentudlni vytézky byly vztaZzeny na hmotnost
suSiny demineralizovaného materidlu, ktera byla odhadem stanovena na 90 % celkové

vstupni hmotnosti.

Z experimentu €. 1 byl celkovy vytézek zelatiny ze vSech 4 frakci 29,81 %. Oproti
tomu celkovy vytézek z experimentu €. 8 €inil 39,44 %. Tento vyrazny rozdil nasvédcuje
tomu, Ze minimalni a maximalni hodnoty vSech 3 proménnych faktorti extrakce maji na
celkovou vytéznost znacny vliv. Pravé v experimentu €. 1, ve kterém jsou proménné faktory
rovny hodnotdm: A — 0,05 %, B —40 °C a C — 20 min, je vidét, Ze mnozstvi zelatiny je niZsi,

a tedy podminky nenarusily strukturu tolik, jako podminky experimentu €. 8, kde byly
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hodnoty: A —0,15 %, B—50 °C, C — 40 min. Pro vyssi vytéznost se tedy zdaly vyssi hodnoty
vhodnéjsi.
Rozhodujicimi faktory pro dalsi praci nebyly hodnoty vytézk, ale funkcni vlastnosti Zelatin.

Testovany byly vzdy gely pfipravené z zelatiny vytézené z 1. a 2. frakce. Kontrolnim

faktorem, stanovujicim Gpravu podminek, byla pevnost Zelatinového gelu.

Jak je vidét v tabulce 7, Zelatina z 1. frakce experimentu €. 1 nevykazovala ptiliSné
znamky tuhnuti. Gel se jevil spiSe jako vysoce viskozni kapalina. Oproti tomu gel z 2. frakce
jevil aspon né¢jaké znamky tuhnuti. Pevnost gelu byla stanovena dle metody C a dosahovala
hodnoty 10,1 Bloom. Gel byl i pfesto nestabilni a vykazoval zndmky teceni. Pro aplikaci

v potravinaiském pramyslu by proto byl nevhodny.

Gely pfipravené z frakci experimentu ¢. 8 nebyly testovany nijak, nebot’ gely
pfipravené z 1. ani z 2. frakce neztuhly. Oba nevykazovaly znamky jakéhokoli
znovuvytvoreni struktur, tedy nativni struktura kolagenu musela byt enzymem narusena az

pilis.

Z celkového zhodnoceni vstupnich experimenti bylo mozno usoudit, Ze podminky
puvodnich 10 planovanych experimenti (viz tabulka 5) jsou pro zisk aplikovatelné zelatiny
nevhodné, nebot’ jsou pro nativni strukturu pfili§ invazivni. Struktura kolagenu byla

cvwvr

celkového planu.

Jelikoz mnoZstvi enzymu bylo jiz tak velmi nizké, stejné jako extrakéni teploty, bylo
ptistoupeno ke zkraceni doby pusobeni enzymu jesté¢ pred zahdjenim samotné extrakce.
Z puvodnich 4 hodin byla doba plisobeni zkrdcena na pouhou hodinu, pficemz enzym i
nadale plsobil pii teplot€¢ 10 °C na tfepacce. Dle ocekavani mél enzym narusit strukturu

mnohem méng¢, a tedy zajistit vyssi pevnost Zelatinového gelu.

7.3.2 Optimaliza¢ni experimenty — 1. Gprava

S tpravou podminek procesu byly znovu provedeny 2 experimenty — dle pivodniho planu
byl s upravou doby pilisobeni enzymu zopakovan experiment ¢. 1 — ted’ oznaceny jako

experiment €. 1.1, a nulovy experiment, tedy experiment ¢. 10.1. Ke zvoleni nulového
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experimentu namisto experimentu ¢. 8.1 bylo pfistoupeno po zhodnoceni faktu, ze vysoké
hodnoty proménnych faktori A, B a C nejsou pro zisk kvalitni Zelatiny z rybiho materialu
vhodné. Z toho ditvodu byl zvolen nulovy experiment bez pfidavku enzymu, aby doslo
k zjisténi vlastnosti zelatinového gelu bez naruSeni hydrolytickych vazeb invazivnim

zpusobem.

Postup extrakéniho procesu byl identicky s postupem pilotnich experimentt,
s vyjimkou zminéného kraceni ptisobeni dobry enzymu. U experimentu ¢. 10 byl material
hodinu tfepan pfi teploté 10 °C, aby byly zajisténé totozné podminky. Hodnoty proménnych

faktorii A, B a C ziistaly stejné, jako u ptivodnich experiment.

7.3.2.1 Vysledky a diskuse optimalizacnich experimentii (experimenty ¢. 1.1 a C.

10.1)

Tabulka 8; Vytézky z frakci, experiment ¢. 1.1 a experiment 10.1

Experiment 1. frakce [%] 2. frakce [%)] 3. frakce [%)] 4. frakce [%)]
1.1 10,19 7,78 4,63 4,26
10.1 4,26 4,26 6,48 6,67

Tabulka 9; Pevnost Zelatinového gelu z 1. a 2. frakce; experiment €. 1.1 a experiment 10.1

Experiment Frakce Pevnost gelu [Bloom]
1.1 l. Neztuhl

2. 80
10.1 l. 496

2. 522

S upravou podminek procesu se ocekavalo, Ze vytézky z jednotlivych frakci u experimentu
¢. 1.1 klesnou oproti ptivodnimu experimentu 1; a vytézky z experimentu €. 10.1 budou jesté
niz$i z diivodu absence enzymu. Tento predpoklad byl potvrzen, jelikoz celkovy vytézek
zelatin ze vSech 4 frakci pro experiment €. 1.1 €inil 26,85 %, coz ¢ini vytézek o 2,96 % nizsi,
vytézek z experimentu €. 10.1 pak 21,67 %. V porovnani s experimentem 1.1 vytéZek nizsi

05,19 %.
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Vyrazng€jsi zmeéna byla pozorovana v premisténi nejvétsiho vytézku. V experimentu
¢. 1 bylo nejvice zelatiny ziskdno z 2. frakce. Optimalizacni experiment ¢. 1.1 naopak
vykazoval nejvyssi zisk ve frakci 1, s kazdou dalsi frakei se vytézek imémé snizoval.
U experimentu €. 10.1 tento postup pozorovan nebyl, naopak 1. a 2. frakce vykazovaly
totozny vytézek, frakce 3. a 4. dosahovaly podobnych vysledk, vyssich nez u ptedchozich
frakci. Po ptfezkoumani vytézka z jednotlivych frakcei byl stanoven zavér, ze doba ptisobeni

enzymu nema vliv na mnozstvi uvolnéné zelatiny v jednotlivych frakcich.

Uprava podminek méla nejvétsi vliv na funkéni vlastnosti Zelatin. Stejné jako u experimentu
¢. 1, ani u experimentu ¢. 1.1 gel pfipraveny z zelatiny z 1. frakce neztuhl, ¢imz zanikla
moznost stanovit pevnost gelu. 2. frakce tohoto experimentu na druhou starnu vykazovala
podminky znatelné piijatelnéjs$i — u Zelatinového gelu byla namétena pevnost 80 Bloom.
Takto pevny gel je jiZ mozno aplikovat v potravinaiském pramyslu.

U nulového experimentu 10.1 bylo tuhnuti gelu zpozorovano jiz v gelu z 1. frakce.
Zelatinové gely z obou testovanych frakci vykazovaly znamky tuhnuti. Gel z 1. frakce
disponoval pevnosti 496 Bloom. Tato pevnost je pro potravinaiské aplikace jiz nevhodna,
jelikoz se stakto pevnymi gely se jiz Spatné manipuluje. Gel pfipraveny z frakce 2.
vykazoval pevnost jes$té o néco vyssi, konkrétné pevnost 522 Bloom. Gely vykazovaly
pevnost tak vysokou, ze by bylo pro dalsi postupy tifeba pracovat s méné koncentrovanym
gelem. U téchto gelll byla zpozorovana pfitomnost nerozpustitelnych ¢astic Zelatinového

charakteru (viz Kapitola 8 — Stanoveni funk¢énich vlastnosti Zelatin).

Obrazek 10; Nerozpustitelné Castice v gelu ze 2. frakce, exp. 10.1
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S ohledem na pozitivni vysledky po uprave extrakénich podminek bylo pfistoupeno k dalsi
upravé, a to k uprave casu extrakce jednotlivych frakei. Doposud byla doba extrakce prvni
frakce dana ptivodnim rozpisem faktoru C (viz tabulka 5); pro zbylé frakce nezménéno, tedy
dle rozpisu popsaného v sekci 7.3.1. Pro dalsi postup byly Casy vSech frakci pro kazdy
experiment sjednoceny na 20 minut. S touto upravou bylo o¢ekavano mensi naruseni nativni

struktury kolagenu v disledkli dlouhé expozice vysoké teploté.

7.3.3 Optimaliza¢ni experimenty — 2. Gprava

Diky sjednoceni extrak¢éni doby na 20 minut pro vSechny frakce vSech experimenti doslo
k vytazeni proménného faktoru C, ¢imz zaroven doslo k vyfazeni n€kolika experimentt
z puvodniho rozpisu (viz tabulka 5). Z toho divodu byl vytvoten plan novy, operujici pouze

se dvéma faktory, popsany tabulkou 10.

Tabulka 10; Rozpis experimentil po 2. upravé extrak¢énich podminek

Cislo experimentu Faktor A Faktor B
Mnozstvi enzymu (%) Teplota extrakce (°C)

1.2 0,05 40
2.2 0,05 50
3.2 0,15 40
4.2 0,15 50
5.2 0,10 45

7.3.3.1 Vysledky a diskuse optimalizacnich experimentit (experimenty ¢. 1.2 a

2.2)
Tabulka 11; Vytézky z frakci, experiment 1.2 a 2.2

Experiment 1. frakce [%] 2. frakce [%] 3. frakce [%] 4. frakce [%]
1.2 4,26 9,44 5 3,33
2.2 11,48 5,19 2,41 1,85
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Tabulka 12; Pevnost zelatinového gelu z 1. a 2. frakce; experiment €. 1.2 a experiment 2.2

Experiment Pevnost gelu [Bloom]
1.2 1. frakce Neztuhl

2. frakce 191,5
2.2 1. frakce Neztuhl

2. frakce 78,6

S ohledem na velmi nizkou pevnost gelu z druhé frakce exp. €. 2.2, nebyl proveden zbytek

experimentl z rozpisu. Pevnost gelu 78,6 Bloom je pro komer¢ni vyuziti zelatiny jako gelu

mala, a tedy neuplatnitelnd. Z piedchoziho pozorovani bylo usouzeno, ze vyssi podminky

proménnych faktorti by nebyly pfinosem.

Pevnost gelu ze druhé frakce exp. €. 1.2 nicméné vykazuje pevnost 191,5 Bloom, coz

je jiz pevnost pouzitelna naptiklad pro zlepSeni pénotvornych vlastnosti ¢i stabilizaci pény.
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8 STANOVENI FUNKCNICH VLASTNOSTI ZELATIN

Funk¢ni vlastnosti (pevnost gelu, viskozita, teplota tani a teplota tuhnuti) klicové pro
komer¢ni uplatnéni zelatiny byly stanoveny pfedepsanymi metodami. VSechny 4 méfené
vlastnosti byly pro jeden vzorek stanoveny vzdy zaroven v pribéhu jednoho dne, aby se
ptedeslo odchylce v piipadé stanoveni dvou rizné koncentrovanych gelti. Vsechny

testované gely byly pfipravovany nasledujicim postupem:

Pro stanoveni byl piipraven gel z 1. a 2. frakce z kazdého experimentu o koncentraci
6,67 %. Zelatina i voda byly navazeny, smichany v nadobce o predepsanych rozmérech
a ponechany po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté, aby zelatina nabobtnala. Poté byla
smés na vodni 14zni o teploté 45 °C zahtivana po dobu nezbytné nutnou k vytvoieni gelu.
Vytvoifeny gel byl chvili ponechan pfi laboratorni teploté, poté piesunut do lednice, kde byl

pfti teploté 10 °C pies noc ponechan k ztuhnuti.

8.1 Metody vyuzivané k charakterizaci funkénich vlastnosti

Zelatin

8.1.1 Pevnost gelu

Pevnost gelu byla stanovena na zafizena Stevens-LFRA Texture Analyser. Vzorek gelu
v ptedem dané nadobé& byl po vytaZeni z lednice ihned pfesunut na zatizeni, kde byla
zmgétena pevnost gelu ve stiedu plochy povrchu gelu, poté kontrolni méfeni v jiném bod¢.
Metoda stanoveni pevnosti gelu byla volena dle dostupného mnoZstvi dané¢ho vzorku

Zelatiny dle nasledujici tabulky:

Tabulka 13; Metody stanovovani pevnosti gelu

Rozmér nadoby
Navazk Navéizk d wevr cov s

Metoda | a\faz 2 avazia vocy V?ejsvl Vnoltrrvn Vyska Faktor
Zelatiny [g] [g] primér | pramér (mm] fenolt
[mm] [mm] prepoctu

A 7,5 104,5 66 59 85 /
B 3 42 50 44 50 1,2627
C 1,5 21 40 35 50 1,6272
D 0,9 13 32 29 40 2,5300
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Byla-li pevnost stanovovana metodou jinou, nez A, byl zvysledné hodnoté pouzit

nasledujici ptepocitavaci vzorec:

pevnost gelu [Bloom] = x; X f,,
kde:
X1 eueenn hodnota stanovena pfistrojem Stevens-LFRA Texture Analyser [Bloom],

fo.ooin. prepocitavaci faktor zvoleny dle pouzité metody.

8.1.2 Viskozita

Viskozita zelatinového gelu probiha na Ubbelohdeho viskozimetru za standardnich
podminek, kdy je Zelatinovy gel rozehtan do kapalné faze. Stanoveni probihalo pfi teploté
60 °C ve standardizované kapilafe, kdy se méfila doba, za niz kapalny gel protece

vyznacenou oblasti.

Obrazek 11; Aparatura pro stanoveni viskozity

Nameétena doba pritoku byla pro zisk kinematické viskozity dosazena do vzorce:

mm?

v[s

|=KXt-— %
kde:
v ... kinematicka viskozita [mm?/s],
K ... konstanta viskozimetru zjisténa oveétenou kalibra¢ni kapalinou (0,5),

t .... aritmeticky primér zmétenych pratokovych dob [s],
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B ... konstanta ke korekci na kinetickou energii uréena z rozmért viskozimetru (2,8).

Dynamicka viskozita byla z kinematické viskozity vypocitana dle nasledujiciho vzorce:

n[mPaxsl=vxp,

kde:
1 [PUPR dynamicka viskozita [mPaxs],
Vo kinematicka viskozita,
[ I hustota Zelatinového roztoku (1,005 g/cm?).

8.1.3 Teplota tani gelu

Teplota tani byla stanovovéana v kapilarach. Pied rozehtatim gelu pro stanoveni viskozity
byl gel odebran do 3 kapilar a umistén do lednice k fadnému opétovnému ztuhnuti. Po
vytazeni z lednice byla kapildra umisténa do aparatury, konkrétné do kadinky se studenou
vodou spolecné s teplotnim ¢idlem. Topnd deska byla zapnuta na maximalni vykon a
sledovala se teplota, pii niz se gel v kapilafe pohne smérem nahoru. Tato teplota byla

stanovena jako teplota tani gelu.

8.1.4 Teplota tuhnuti gelu

Teplota tuhnuti byla stanovovéana s rozehifatym Zelatinovym roztokem ihned po stanoveni
viskozity. Zelatinovy roztok byl pielit do zkumavky, ktera byla umisténa do drzaku
v kédince. Do zkumavky s Zelatinovym roztokem bylo zavedeno teplotni ¢idlo. Do kadinky,
v niZ byla zkumavka zanofena byla nalita vychlazenad voda. Do zkumavky byly s klesajici
teplotou vhazovany kovové kulicky. S klesajici teplotou se sledovalo, pii jaké teploté
kulicky nedopadnou na dno zkumavky, nybrz uviznou v gelu. V tu chvili byla odectena

teplota tuhnuti gelu.
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Obrazek 12; Aparatura pro stanoveni teploty tuhnuti zelatinového gelu
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9 SOUHRNNE VYSLEDKY A VYZNAM PRO PRAXI

Tabulka 14; Naméiené hodnoty pevnosti gelu, dynamické viskozit, teplot tani a teplot
tuhnuti gelti vykazujicich znamky tuhnuti

Experiment | Frakce | VytéZek | Souhrnny | Pevnost | Dynamicka | Teplota | Teplota
[%, wiw] | vytézek gelu viskozita | tanigelu | tuhnuti
Viechny | [Bloom| [mPaxs] [°C] | gelu[°C]
frakce
[Yo, wiw]
1 2. 17,22 29,8 10,1 1,2 / /
1.1 2. 7,78 26,86 80 1,49 19 14
10.1 1. 426 21,67 496 / / /
2. 4,26 522 / 32 15
1.2 2. 9,44 22,03 191,5 1,74 28 12,2
2.2 2. 5,19 20,93 78,6 1,53 28 8

V ramci posuzovani vysledkii byla hodnocena mimo jiné i vytéZnost jednotlivych
experimentl. Ta se pohybovala nejcastéji v rozmezi 20-30 % v souhrnu vSech 4 frakci. Ve
srovnani s tabulkou 2 jsou nami ziskané vytézky v priméru o polovinu niz§i, vezmeme-li
v potaz vytézky z experimentll vyuZzivajicich enzymatické extrakce. Separované pak byl
srovnavan vytézek znulového experimentu ¢. 10.1, ktery byl srovnavan s vytézky

z experimentil vyuzivajicich k extrakci horkou vodu. Zde byl nas vytézek vyssi o vice nez
10 %.

U gelt, které neztuhly, nebylo mozné zméfit jejich pevnost ani tepotu tani a tuhnuti.
Takové gely nebyly dale zkoumany, jelikoZ nevyhovovaly hledanym parametrim. Prakticky
se tak jednalo o veskeré gely pripravené z 1. frakci. Fakticky muze jit o gely z takového
kolagenu, ktery uz v nativni formé nebyl soudrZznou molekulou, a proto byl degradovan jiz
v prvni frakci. Zde se odrazi niz$i podil prolinu a hydroxyprolinu v nativni struktufe.
Vyjimku tvoftila 1. frakce exp. 10.1 (nulovy experiment), jejiz gel vykazoval pevnost 496
Bloom. Druhé frakce oproti tomu vykazovaly v zavislosti na podminkéch extrakce rtizné
pevnosti. Pevnost gelu se zvySovala se snizenim doby piisobeni a mnoZzstvi enzymu a
snizenim extrak¢ni teploty. Nejvyssi pevnosti dosahoval gel ze 2. frakce exp. 10.1, kde byla
naméfena pevnost 522 Bloom. Spole¢né s gelem z 1. frakce tohoto experimentu jsou tyto

gely jiz komer¢né nevyuzitelné, nebot’ pevnost gelil je ptili§ vysoka. Vyuzitelné by nicméné
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mohly byt gely o nizSich koncentracich. Optimalni komeréné vyuzitelnou, pevnost gelu
vykazoval gel ptipraveny ze 2. frakce exp. 1.2 a 2.2. Své vyuziti by tyto gely nalezly
naptiklad jako stabilizatory pény. Srovnani s experimenty probiranymi v teoretické Casti
prace (viz. Kapitola 3) nebylo mozné, jelikoz pouzité zdroje neuvadély pevnost pfipravenych

zelatinovych geltl.

Dynamicka viskozita vykazovala lehkou zavilost na podminkach. Cim Setrngjsi byly
podminky extrakce, tim byla dynamickd viskozita vyssi, nicméné nelze brat vysledky zcela

relevantné, jelikoZ pro posouzeni nebylo ziskdno dostatek dat.

Teplota tani kolisala jiz v zavislosti na dobé extrakce (napt. rozdil 11 °C mezi
experimenty 1.1 a 1.2, kdy rozdil v metodice byl pouze o 20 minut delsi Cas extrakce
v piipad¢ experimentu 1.1) Teplota tani vykazovala rostouci tendenci s umirnénim
podminek extrakce. NejlepSiho vysledku dosahl nulovy experiment 10.1, kdy byla teplota
tani stanovena na 32 °C, tedy pouze o 5 °C nizsi, nez je télesnd teplota cloveka. Tento gel
by byl teplotou tani vhodny pro potravinaiské aplikace. Pomérné uspokojivych vysledki
dosahly 1 gely z exp. 1.2 a 2.2, kdy ob¢ druhé frakce vykazovaly teplotu tani 28 °C, a tedy
zavilost teploty tani na teploté extrakce zde byla vyloucena. V porovnani s literaturou (viz.
tabulka 2; exp. ¢. 2.1 a 2.2) je nami stanovena teplota tani gelu vyrazné€ nizsi, i vice nez o 15

%. Divodem tak vyrazného rozdilu jsou proménlivé hodnoty faktorii A, B a C.

Teplota tuhnuti gelu se ve vétsing piipadt nedostala pod 10 °C, s vyjimkou exp. 2.2,
kdy byla teplota tuhnuti stanovena na 8 °C. Pfi¢ina takového skoku nebyla objasnéna a je
moznym namétem na dal§i vyzkum. Ve srovnéni s literaturou (viz. tabulka 2) jsou nami
stanovené hodnoty teplot tuhnuti a tani v korelaci, nebot’ 1 teplota tuhnuti gelu je vyrazné
vys$i oproti studii.

Zhodnocenim  funk¢nich  vlastnosti geld bylo dospéno k zavéru, Ze
k technologickému vyuziti by byl vhodny pouze gel pfipraveny z 2. frakce experimentu 1.2.
Diky své pevnosti gel by byl uplatnitelny jako vodu vazajici médium v jogurtech, ztuzovac

peny ¢1 zahustovadlo mlécnych vyrobki.

Jednim z cilt bakalatské prace bylo navrhnout optimalni podminky a technologicky postup
zpracovani rybich skelet na Zelatiny a hydrolyzaty. Na zaklad¢€ vyhodnoceni 2. frakce exp.
1.2 jako nejvhodnéjsi, byl optimalni technologicky postup zisku Zelatiny navrzen dle

postupu jejiho zisku.
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Promyti materialu (voda: 0,2 mol/l NaCl; 0,03 mol/l NaOH)

l

Odtuénéni materialu (1:1 petrolether-ethanol)

L

Demineralizace materialu (1% NaCl; 10 °C)

|

Extrakce zelatiny
(0,05% enzym; 1. frakee: 40 °C; 20 min; 2. frakce: 60 °C, 20 min)

Obrézek 13; Schéma postupu prace pro zisk Zelatiny o ndmi pozadovanych vlastnostech (dle
exp. 1.2)

Material promyty roztoky NaCl a NaOH byl nasledné odtu¢iiovan po dobu 1,5 dne ve smési
rozpoustédel petrolether-ethanol v poméru 1:1. Toto rozpoustédlo vykazovalo nejlepsi
vysledky v ramci odstranéni piebytecného tuku a zaroven nemélo negativni vliv na
vytéznost experimentti. Odtuénény material je nadale demineralizovan v roztoku kyseliny
chlorovodikové a v posledni fazi je zvyciSténého kolagenu extrahovéna Zelatina za
nasledujicich podminek: Materidl smichan s enzymem o koncentraci 0,05 % (w/w), enzym
na material pisobil po dobu 1 hodiny pfi teploté 10 °C. Extrakce prvni frakce probihala pfi
40 °C 20 minut, frakce druhd pii 60 °C také 20 minut. Prvni frakce nevykazovala zZadné
znamky tuhnuti a vytézek z ni tvofil pouhych 4,26 %. Druha frakce jiz méla fyzikalné-
povrchové vlastnosti vhodné pro aplikaci v potravindiském pramyslu — pevnost gelu 191,5

Bloom, pti¢emz vytézek z této konkrétni frakce tvofil 9,44 %.
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ZAVER

Problematika ryb, jakozto alternativniho zdroje hydrolyzati, je a v nasledujicich letech jesté
bude tématem spiSe védeckych instituci nez vetejnosti. Produkce rybi zelatiny se vSak jiz
dnes mezironé¢ zvysuje a nove testované metody mohou produkci jeSté zvysit. Postup
extrakce zelatiny, popsany v praktické¢ Casti této prace, bude v budoucnu tieba dale
optimalizovat. Pravé optimalizace za ucelem zvyseni vytéznosti, hledani vyuziti vedlejSich
produktii extrakce ¢i snizeni energetickych nakladi na extrakci, mize byt pfedmétem
navazujicich praci, stejné¢ tak jako podrobnéjsi charakterizace a hledani nejvhodnéjsi
aplikace ziskanych Zelatin a hydrolyzat. Naptiklad pigment ziskany pfi extrakci by mohl
byt zuzitkovan v kosmetickém primyslu ¢i jako pfirodni pigment pro natérové hmoty.
Separovany tuk ziskany pii odtu¢iiovani materidlu by mohl byt po purifikaci vyuZit jako
soucast doplinkd stravy pro doméaci mazlicky, kdy je jiz v soucasnosti hojné rybi tuk ze

sladkovodnich ryb vyuzivan.

Prace také potvrdila jednu ze slabych stranek rybiho kolagenu jako zdroje Zelatiny — nutnost
velmi Setrnych podminek extrakce za G¢elem zisku vyuzitelné Zelatiny na ukor vytézku. Na
tuto problematiku bychom se zaméfili v dalsi praci. Zaroven tak pfispivame k roz§ifeni
informaci o tomto alternativnim zdroji. ZvySeni dostupnosti informaci miZe z4jem nejen
dalSich vyzkumnych instituci ale 1 vefejnosti. Prace vSak i potvrdila silnou stranku, a to
vyuziti jinak odpadnich produktid. Pokud by se v budoucnu naslo i vyuZiti pro veSkeré
vedlejsi produkty z vyroby Zelatiny, procento konverze vstupniho materialu na vyuzitelné
produkty by se zvysilo a skutecné odpadnim produktem by tak mohly byt pouze odplavené
sérové bilkoviny a nerozloZeny podil po extrakci vSech frakci. Otazka vyuziti vedlejSich
produktli timto vytvaii dalsi misto pro vyzkum. Z hlediska pfileZitosti, které rybi Zelatina
nabizi, prace potvrdila fakt o vyuZzitelnosti lokalnich zdrojl, a tedy sniZeni odpadnich
produktii, jelikoz i z lokélnich druhti ryb, jako jsou Kapr obecny (Cyprinus carpio) a Amur
bily (Ctenopharyngodon idella) jsme byli schopni vytvofit zelatiny o pouZitelnych

hodnotéch jejich technologicky vyznamnych vlastnosti.

V neposledni fadé¢ je nutné podotknout, Ze ani gely a hydrolyzaty ziskané v praktické ¢asti
prace, které nevyhovovaly pozadovanym parametrim, nepiijdou vnivec. Své vyuziti najdou
dle svych charakteristickych vlastnosti. Gely, které vykazovaly pfili§ vysoké hodnoty
pevnosti by mohly byt snadno uplatnitelné v jiné koncentraci ptipadé¢ po dal§i Gpravé

extrak¢nich podminek. Vysoké pevnosti gelu, mezi 200-275 Bloom [15] jsou vyhledavany
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na vyrobu mékkych kapsli na 1éky ve farmacii. Na opacné stran¢ skaly mohou byt frakce,
které nevykazovaly dostateCnou pevnost, vyuzity jako Ccifidlo napoja. [15] Zcela
nevyuzitelné by nebyly ani frakce nevykazujici Zadné znamky tuhnuti, které by mohly své
uplatnéni nalézt jako ptidatny zdroj bilkovin do potravin, ¢i po elektroforetické separaci na

jednotlivé aminokyseliny jako dopliiky stravy a suplementy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

NaCl chlorid sodny

NaOH hydroxid sodny

HCI  kyselina chlorovodikova
Exp experiment

AMP antimikrobialni peptid; peptid s antimikrobialnimi vlastnostmi

51



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1; Mnozstvi vyuzité Zelatiny v letech 2014-2019 s pfedpokladem do roku 2025.

L ettt ettt h bt e a e bt b e et sa e e bt et ea e bt et eate e 3
Obrazek 2; Procentualni zastoupeni jednotlivych zdroj v letech 2010-2025* [18]............. 4
Obrazek 3; Struktura stavby kolagennich vIdken [13]......cccccieiiiiiiiiiiiniicieceeeee e, 6
Obrazek 4; Rozpad nativni struktury kolagenu a opétovné vytvoreni struktury Zelatiny [14]
............................................................................................................................................... 7
Obrazek 5; Schéma technologick€ho poStupu Prace ..........cccvveeeiieeeciiieeiieecie e 25
Obrazek 6; A - Cyprinus carpio pted prvotnim opracovanim; B — mechanicky odstranéné
¢asti; C - Cyprinus carpio po odstraneni ploutVi.........cceeviiiiiiiiiniiiiieieeeee e 26
Obrazek 7; Vnitini ¢ast mlynku pouzitd k homogenizaci rybiho materialu. ....................... 27
Obrézek 8; Zhomogenizovanad smés z koster o velikost 15 mm; A — Cyprinus carpio, B —
Ctenopharyngodon Idell. ...............c..ooccueeeoiieeiiieeiiieeiieeee ettt e e eae e s 27
Obrézek 9; Tuk ulpény na pigmentu po odstied@ni.........cceevieiiiiiiiiiienie e 30
Obrazek 10; Nerozpustitelné ¢astice v gelu ze 2. frakce, exp. 10.1 ...coovvieiiieniieiieniieens 37
Obrézek 11; Aparatura pro stanoveni VISKOZITY .........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiceie e 41
Obrazek 12; Aparatura pro stanoveni teploty tuhnuti zelatinového gelu .............c.occeeeneen. 43

Obrézek 13; Schéma postupu prace pro zisk Zelatiny o ndmi pozadovanych vlastnostech (dle
[0 o TR 5 TSRS 46

52



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1; Zastoupeni aminokyselin v rybich zelatinach v porovnani s Zelatinou vepirovou

(vyjadieno jako mnozstvi reziduji/1000 celkovych rezidui aminokyselin) [3] [4] ............... 9
Tabulka 2; Vlastnosti zelatin ziskanych metodami extrakce teplem a enzymatické extrakce
............................................................................................................................................. 16
Tabulka 3; Teploty a doby frakci vicestupfoveé eXtrakCe ........oevvveeecvieerciieeriieeeiie e 29
Tabulka 4; Hmotova bilance eXperimentu.........ccveeveeriieeiiienieeeieenireeieeneeeieesieeereeseneeseens 30
Tabulka 5; Pfedepsané experimenty; hodnoty proménnych faktort A, Ba C .................... 33
Tabulka 6; Vytézky z frakci, experiment €. 1 @ 8.......cceeeiiiiiiiiiiiiiieeiee e 34
Tabulka 7; Pevnost Zelatinového gelu z 1. a 2. frakce; experiment €. 1 a8 ........c..cceeenee. 34
Tabulka 8; Vytézky z frakei, experiment €. 1.1 a experiment 10.1 .........cccoceeviiiiniennnnnnne. 36
Tabulka 9; Pevnost Zelatinového gelu z 1. a 2. frakce; experiment €. 1.1 a experiment 10.1
............................................................................................................................................. 36
Tabulka 10; Rozpis experimentii po 2. upravé extrakénich podminek..............ccceeveuveenneen. 38
Tabulka 11; Vytézky z frakei, experiment 1.2 2 2.2.......ccoieviiiiiiinieeiiecie e 38
Tabulka 12; Pevnost Zelatinového gelu z 1. a 2. frakce; experiment €. 1.2 a experiment 2.2
............................................................................................................................................. 39
Tabulka 13; Metody stanovovani pevnosti GelU........ccoeeeiuiiiiiiiiiiiieeiieie e 40

Tabulka 14; Naméfené hodnoty pevnosti gelu, dynamické viskozit, teplot tani a teplot
tuhnuti gelti vykazujicich zndmky tuhnuti..........cccoooiniiiiiiniiceee 44

53



