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ABSTRAKT

Diplomova prace je rozdélena na dvé ¢asti. Teoreticka Cast se zabyva charakterizaci ved-
lejsich jatecnich produktii a popisuje bézné naklddani s nimi. Druha, experimentalni Cast,
popisuje experiment, ve kterém byly vyuzity hovézi Slachy pro extrakci zelatin/hydrolysatt
za pomoci enzymu POLARZYME 6.0 T (Novozymes — Dansko). Cilem prace bylo ohod-
notit vliv riznych typu $lach (jako vstupni suroviny) na extrakci zelatin/hydrolysati. Na-
vic, byl ohodnocen 1 vliv dvou sledovanych parametr pfi extrakci (mnozstvi enzymu a
teplota pii extrakci) na vysledné vlastnosti ziskanych zelatin/hydrolysatti. Bylo prokazano,
ze volba vstupni suroviny ovliviiuje u¢innost extrakce zelatin/hydrolysati a také jejich

vlastnosti.

Klic¢ova slova: vedlejsi jatecni odpad, Zelatina, extrakce, hovézi §lachy, hydrolysat

ABSTRACT

The master thesis is divided into two parts. The theoretical part deals with characterization
of slaughterhouse by-products and describes usual treatment of this material. The second,
experimental part, describes the experiment, in which cattle tendons were utilized for ex-
traction of gelatines/hydrolysates by use of enzyme POLARZYME 6.0 T (Novozymes —
Denmark). The aim was to evaluate the factor of different tendons (as an entrance re-
source) on the extraction of gelatines/hydrolysates. Moreover, the influence of two pa-
rameters of interest during extraction (amount of enzyme and extraction temperature) on
the properties of obtained gelatines/hydrolysates was evaluated. It was proved that the
choice of the entrance resource affects the effect of extraction of gelatines/hydrolysates and

also their properties.

Keywords: slaughterhouse by-products, gelatine, extraction, cattle tendons, hydrolysate
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UvVOD

Archeologické poznatky ukazuji, ze jiz v davné historii clovék vyuzival ¢asti ulovené
zvéie, které nebyly urCeny ke konzumaci. Zviteci kuze slouzily jako pokryvky téla, kosti
jako nejrozmanitéjsi nastroje. Dnes funkei ,,lovce® zastava jateCny pramysl, ktery generuje
maso a jin¢ produkty uréené pro spotiebu ¢lovékem. Mimo zadanych produkti vznikaji i
vedlejsi produkty, mezi které fadime obecné jakoukoliv ¢ast zvifete a produkty Zivoc¢isné-
ho ptivodu vcetné odpadni vody, které nejsou urceny pro lidskou konzumaci, at’ uz diky

nevhodnosti ¢i pro né neexistuje v dané oblasti vhodny trh. Tyto jsou ¢asto nespravné cha-

pany jako odpad a jsou neefektivné likvidovany na skladkéch ¢i ve spalovnach.

Jejich moznym vyuzitim muze byt napiiklad zhodnoceni suroviny v energetice
(anaerobni digesce, spalovani, vyroba biopaliva), izolace hodnotnych latek obsazenych ve
vedlejsich jate¢nych produktech (bilkoviny, tuky, vitaminy, mineraly), ¢i fada jinych vyu-

ziti v riznych pramyslovych odvétvich.

Jednim z nejvyznamnéjSich produktii ziskavanych z vedlejSiho jate¢niho odpadu je
zelatina. Zelatina je parcidlni hydrolysat kolagenu a pro své vyjimeéné vlastnosti nachazi
fadu uplatnéni, ve kterych doposud nebyl nalezen Zadny alternativni material, ktery by byl
plnohodnotnou néhradou Zelatiny. Zelatina se bézné ziskava z veptovych kiizi a hovézich
kazi a kosti. Potencidlnim zdrojem Zelatiny mohou byt hovézi Slachy, které obsahuji znac-

né mnozstvi kolagenu.

Tato diplomova prace se zabyva praveé zuzitkovanim hovézich §lach, izolovanych pfi

porazeni hovéziho dobytka na jatkach, ptemeénou na zelatiny ¢i hydrolysaty.
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1 VEDLEJSI PRODUKTY JATECNEHO ZPRACOVANI

1.1 Charakterizace vedlejSich jate¢nych produkti

Na jatkach jsou hospodaiska zvitata porazena a zpracovavana pro zisk masa a jeho
naslednou konzumaci ¢lovékem. Mimo tyto zadané masné vyrobky vznikaji vedlejsi pro-
dukty, které nejsou ur¢eny pro lidskou konzumaci [1]. Jate¢ny pramysl je znam jiz od ne-
pam¢ti, ale potencialni riziko pro zivotni prostedi zacal odpad vznikajici pfi bourdni masa
piedstavovat V poslednich desetiletich diky polarizaci do velkych masokombinati [2].
Vedlejsi jate¢né produkty tedy byvaji povazovany za odpad, podle ¢ehoz se tidi i nakladani
snimi. Avsak, vedlejsi jate¢né produkty jsou charakteristické svym vysokym obsahem
hodnotnych bilkovin a tukt [3]. Bilkovinny odpad vznikly porazenim dobytka na jatkach
je tvofen zejména zbytky svalové a tukové tkang€, kostmi, Slachami a jinymi pojivovymi
tkanémi, k0zi, chlupy. V Tab. 1 jsou zachyceny nezpracované ¢asti vzniklé na jatkach,

pochazejici z porazky jednoho prasete [4, 5].

Tab. 1. Vedlejsi produkty vzniklé pri pordzce jednoho prasete [5]

Vedlejsi produkt %** Mnozstvi
(kg)
Krev 10,4 2,9
Chlupy 7,6 2,12
Odrezky se zbytky chlupti 0,1 0,03
Obsah stiev neuvedeno 5*
Tuky, nevyuzité masové frakce 26,7 7,45
Kosti 16,2 4,49
Hlava neuvedeno 2,78*
Hnuy 10,7 2,99
Stievni tuk 0,5 0,14
Celkem 100 27,90

* odhadovano; ** procentualni podil z celkového mnozstvi odpadu
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V rybarenském prumyslu tvofi odpad zejména rybi hlavy, kosti, kiize (Supiny) a
vnitinosti [6]. Dribezarensky primysl zaznamenal rostouci poptavku u spotiebiteli, diky
snizenému obsahu nenasycenych tukd v dribezim mase. S tim souvisi zvySena produkce
odpadniho materialu (bilkovinny odpad, tuky, pefi) [7]. Hlavni slozkou pefi je hodnotna
bilkovina keratin, ktera tvofi az 90 % celkové hmotnosti pefi. Disulfidické mustky obsaze-
né v keratinu jsou pfic¢innou stdlosti keratinu v béznych podminkéch Zivotniho prostredi.
Potencialnim problémum lze zabranit napiiklad vyuzitim pefi jako krmiva nebo jako sub-
stratu pro anaerobni digesci. Dochazi tak k ekonomické uspote jak za poplatky pii likvida-
ci odpadu, tak i za krmivo [8]. Nejcastéji je vSak pefi spalovano nebo ukladano na sklad-
kach [9].

Obecné, vyse zminény biologicky odpad mulize zplsobit znacné environmentélni po-
tize diky organickému pivodu a moZnosti ristu mikrobil. ZvySujici se narocnost
pii manipulaci s timto odpadem musi byt chapana jako dusledek fady pravnich omezeni,

coz je provazeno naristem ceny pii nakladani a zneskodnovani zivo¢isného odpadu [7].

Svétovy trh s masem z ekonomickych divodi nutné vyzaduje vhodné vyuZivani
(zpenéZeni) vedlejSich produktii vznikajicich na jatkéach, aby trh s hospodafskymi zvitaty
mohl zlstat ekonomicky konkurence schopny se zdroji nemasnych bilkovinnych produktii.
V ptipadé neefektivniho vyuziti vedlejSich jateCnych produkti je ztracen potencidlni zdroj
piijmu, a navic cena za likvidaci takového odpadu je nasledné promitnuta do ceny produk-
ti masného pramyslu [10]. Pro ilustraci mohou poslouzit tidaje obdrzené od pana Mirosla-
va Chyly, jenZ je zodpovédnou osobou ve vedeni firmy Jatka JaroSov. Z udajii firmy vy-
plyva, ze pfi porazeni vepiového dobytka dojde ke vzniku jate¢ného (masného) odpadu,
ktery tvofi asi 20 % hmotnosti zivého zvifete. Tento odpad je nutno podrobné evidovat a
odevzdavat do kafilérii, kde je spalovan, pficemz zpracovani 1 kg odpadu z veptového
dobytka stoji 8,50 K&. V pripad¢ hovéziho dobytka predstavuje nakladani s masnym odpa-
dem jesté vyznamngjsi faktor, ktery ovliviiuje finalni cenu masa pro spotiebitele. Zde je
podil nevyuzitého materialu (odpadu) piiblizné 50 % [11-13]. Zde je cena za piedani 1 kg

hovéziho materialu kafilériim 10 K¢ [11].

Mnozstvi jate¢ného odpadu vzniklého na nasem tzemi z jednotlivych druhli zvére

zarok 2011 je uvedeno nize v Tab. 2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

Tab. 2. Mnozstvi vzniklého jatecného odpadu v CR za rok 2011 [12]

Primérnd Primérnd Celkové
Pocet pora- . . Mnozstvi
Ziva Jjate€na mnoZzstvi
Druh zvitete zenych odpadu
hmotnost  hmotnost odpadu
kust (%)*
(kg) (k) (®)
Dospély skot 238 278 561,4 299,4 46,7 62 439
Prasata 2982 361 114,3 88,2 22,8 77 853
Ovce (vCetné
. 10 169 36,2 15,6 56,8 209
jehnat)
Driibez - - - 25,7 58 688

*yztazeno na hmotnost zivého zvifete

Mezi odpady vznikajici pti bourani masa na jatkach je nutno zaradit i vedlejsi tekuté

produkty jako je zejména krev, ale 1 odpadni jate¢na voda.
Odpadni voda

Jate¢ni odpadni vody jsou velmi znecisténé a specifické [14]. Koncentrace a mnoz-
stvi obsazenych latek v nich se mohou liSit na zdkladé typu porazené zvéte, zvoleného
prumyslového procesu nebo mnozstvi vody spotifebované na jeden kus zvifete. Mezi orga-
nické necistoty obsazené v odpadni vodé patii zejména zbytky krve, tuky, vykaly, sadlo,
nejrizngjsi bilkovinné zbytky atd. [15, 16]. Pied jejich postoupenim do konvenénich Cisti-
ren vod, ¢i prostym vypousténim do povrchovych vod, musi byt fadné oSetieny, aby doslo
k eliminaci nepfiznivych vlivii na zivotni prostiedi nebo na lidské zdravi [14]. Nejcastéj-
$imi mechanismy vyuZzivanymi na jatkach k ¢iSténi jatecnich odpadnich vod jsou systémy
obsahujici aktivované kaly, Cistici laguny a anaerobni reaktory [2]. Je mozné vyuzit i ae-
robnich procest, u nich je ale zna¢nou nevyhodou vyssi energetickd spotfeba urcena na
provzdusiovani materialu a zaroven i vysoka produkce kalu [15]. Dale je mozné i vyuziti

koagulace pro ¢isténi jateCnich odpadnich vod [17].

Jia pracoval s jatecni odpadni vodou a ve své praci uvadi i vysledky analyzy této vo-
dy [2]. Tab. 3 obsahuje hodnoty jednotlivych latek obsazenych v jate¢ni odpadni vod¢ ana-
lyzované Jiem, které jsou srovnany s emisnimi standardy dle nafizeni vlady ¢. 61/2003 Sh.

o ukazatelich a hodnotach ptipustného znecisténi povrchovych vod a odpadnich vod [18].
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Ze srovnani vyplyva nutnost oSetfit odpadni vodu, aby vyhovovala pozadovanym bezpec-
nostnim a pravnim predpisim. Emisni standardy byly ve vSech sledovanych parametrech
nekolikanasobné piekroceny. Piipustné hodnoty uvedené v Tab. 3 jsou hodnoty vyzadova-
né v piipadé odpadnich vod pii zpracovani a konzervovani masa a vyrob&é masnych vyrob-
ka.
Tab. 3. Srovnani pripustnych hodnot znecisténi v odpadnich vodach vypousténych do
povrchovych vod pri vyrobé masnych produktii a zpracovani masa s hodnotami

V neosetrené odpadni vodé z jatek [2, 18]

Parametr Jate¢ni odpadni voda  Ptipustné hodnoty
CHSK [mg/l] 1900-2480 200
TMK [mg CHSKI/I] 152-265 nespecifikovano
Ncewk. [mg/l] 186-215 30
N-NH4" [mg/I] 102-126 20
PceLk. [mg/l] 30-47 10

CHSK - chemicka spotieba kysliku, TMK — tékavé mastné kyseliny, Ncg k. — celkovy

dusik, N-NH," - amoniakalni dusik, Pcg k — celkovy fosfor
Krev

Zviteci krev je vedlejsi produkt vznikajici pfi poraZeni zvéte, ktery obsahuje proteiny
s vysokou biologickou hodnotou a potencialem vyuziti v biotechnologickém pramyslu.
Zviteci krev se zpravidla sklada z bilkovin (18 %), vody (81 %), riznych soli a nizkomo-
lekularnich slozek [19-21]. Ackoliv je takova krevni plazma dobrym zdrojem proteind S
potencidlem vyuziti v medicing, je vyuzivana pfedevsim V potravinaiském primyslu, at’ uz

jako stabilizator, emulgator, ptipadné slozka zvysujici nutri¢ni hodnotu [22].

1.2 Pravni predpisy pro nakladani se Zivo¢iSnym odpadem

V Evropské unii je kazdoro¢né vyprodukovano vice nez 15 milionti tun vedlejSich
produktii zivo¢isSného ptivodu, které jsou bud’ zneSkodnény, ptipadné zpracovany a vyuzity
V potravinaiském, farmaceutickém, fotografickém ¢i kosmetickém primyslu, v medicing,

na vyrobu usni a dalSich technickych aplikacich. Vedlejsi produkty zivoc¢isného ptvodu
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predstavuji jisté nebezpeci pro lidské zdravi a Zivotni prostfedi obecné. Evropska unie pro-
to zavedla pravidla pro zachazeni s odpadem zivocisného puvodu. Jakékoliv zachazeni
s odpadem se tidi dle nafizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1069/2009 o hygienic-
kych pravidlech pro vedlejsi produkty zivocisSného plvodu a ziskané produkty, které
nejsou urceny k lidské spottebé. Toto nafizeni navazuje na natizeni ¢. 1774/2002 (nafizeni
0 vedlejsich produktech Zivoc¢isného ptivodu). Snahou natizeni je predejit fadé komplikaci,
které jsou spjaty pravé s produkty zivoc¢isného piivodu. Konkrétné popisuje vedlejsi pro-
dukty zivociSného pivodu, které nejsou urceny k lidské spotiebé, jako potenciondlni zdroj
rizik pro zdravi lidi a zvirat. Vedlejsi produkty zivocisného ptivodu jsou evropskymi prav-
nimi piedpisy definovany jako celd téla nebo Casti zvifat, produkty zivocisného ptivodu
nebo jiné produkty ziskané ze zvitete, které nejsou ureny pro konzumaci ¢lovékem, véet-
né vajicek, embryi a semene. Zaroven natizeni zminuje potravinovou krizi v 90. letech 20.
stoleti, kdy diky nevhodnému zachdzeni s odpadem Zzivocisného pivodu doslo k prudkému
rozsifeni slintavky a kulhavky, bovinni spongiformni encefalopatie (BSE, znama téz jako

nemoc S$ilenych krav) a k vyskytu dioxintt v krmivech. Proto na zaklad¢é nezavislych vé-

vvvvv

-----

za kterych ma byt zpracovan nebo zlikvidovan (vyuziti, ptipadné likvidace odpadu). Pravni
predpisy také uvadéji nékteré moznosti vyuziti vedlejSich ZivociSnych produktii mimo po-
travinovy fetézec (kiize v koZeluZzském primyslu, suSené mléko pro krmeni domécich ¢i

kozeSinovych zvifat) [23-25].

1.2.1 Kategorizace zivo¢isného odpadu dle ¢. ES 1069/2009

Naftizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1069/2009 déli odpad do 3 kategorii,
rozdélujicich tento odpad podle potenciondlniho rizika pro lidi ¢i Zivotni prostfedi. Stru¢né

1ze jednotlivé kategorie popsat nasledujicim zptsobem [26]:

Material kategorie 1

Do této kategorie jsou fazena téla zvitfat (ptipadné jejich €asti), u kterych vzniklo po-
dezieni z infekce TSE (pfenosnéd spongiformni encefalopatie; u hovéziho dobytka zndma
jako BSE), ptipadné byla infekce prokazana. Déle ostatky jinych nez hospodarskych zvirat
a zvirat volné zijicich (zvitata z cirkusii ¢1 ZOO, piipadné volné zijici zvet, u které existuje

podezieni na infekéni onemocnéni). V neposledni fadé sem spadaji i Zivocisné produkty
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obsahujici rezidua jinych latek a latek znecist'ujicich Zivotni prostiedi, ptipadné odpadni
vody ze zafizeni nebo podnikll zpracovavajicich materidl kategorie 1. Mezi mozna nakla-
dani s odpadem spadajicim do této kategorie patii spalovani (energetické vyuziti), zpraco-
vani tlakovou sterilizaci a nasledné zahrabani na povolené skladce, ptfipadn¢ lze material
pouzit k vyrobé produktu, ktery je poté uvadén na trh. Metodika zpracovani je volena na

zaklad¢ druhu vstupni suroviny (vedlejsi zivocisny produkt).

Material kategorie 2

Do kategorie 2 spada hntlj, obsah traviciho traktu, zvifata, kterd uhynula jinak nez za
ucelem lidské spotieby (naptiklad zveér zabita za ucelem tlumeni nakazy). Formy nakladani
s timto materialem jsou stejné jako v predchozim piipadé. Avsak, jsou zde jesté alternativ-
ni moZnosti vyuziti materidlu z kategorie 2. Napiiklad k vyrobé& organickych hnojiv nebo
pudnich ptipravki, lze jej zkompostovat a pfeménit na bioplyn, v ptipad€ podestylky hos-

podarskych zvitat (hnoje atd.) Ize tyto ptimo pouzit ke hnojeni ptudy.

Material kategorie 3

Material kategorie 3 miZze obsahovat té€la porazenych zvitat (jejich ¢asti) urcenych
k lidské konzumaci, av§ak z obchodnich diivodii nenachazeji uplatnéni na trhu (dribezi
hlavy, pefi, dribezi nozky, vepiové §tétiny, kize, rohy, kondetiny atd.). Radi se sem také
krev, tukova tkan nebo syrové mléko ze zvifat, pokud u nich nebyla prokazana nakaza
onemocnénim pienosného timto produktem na ¢lov€ka ¢i zvife. Tato skupina materidlu
pfedstavuje jednoznacné nejmensi riziko pro ¢lovéka nebo zivotni prostfedi ze vSech tii
uvedenych, coZ se podepisuje také na vyctu moznosti neSkodného odstranéni tohoto mate-
ridlu. Je zde samoziejmé také moznost material spalovat ¢i ulozit na skladku, ale za efek-
tivn&jsi feseni lze povazovat vyuziti materialu jako hnojiva ¢i pro vyrobu krmiv. Moznym
energetickym zhodnocenim tohoto materialu je jeho vyuZiti jako substratu pro anaerobni
digesci. Dale z n¢j l1ze vyrabét rizné produkty napiiklad pro potravinatsky ¢i farmaceutic-
ky primysl. Materil kategorie 3 je zaroven nejvétsi skupinou, co se ty¢e do mnoZzstvi zis-

kaného odpadu [27].
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1.3 Moznosti vyuziti vedlejSiho jatecného odpadu

Uspé&sné zpracovani jate¢niho odpadu vyzaduje komplexni a naroény proces. Pro
efektivni zuzitkovani vedlejsich produktt je potfeba splnit hned nékolik skute¢nosti najed-

nou:

e musi existovat proces, ktery by z dané suroviny vyrobil novy produkt;
e musi existovat potencialni trh, na kterém by se ziskany produkt uplatnil;
e v dané lokalit¢ musi byt dostate¢né mnozstvi daného (jate¢ného) odpadu;

e v neposledni fad¢ je to pfitomnost vhodnych technickych podminek v dané pro-

blematice [10].

Doposud bylo vypracovano malé mnozstvi studii kvantifikujicich a popisujicich

vhodné nakladani s vedlej$imi jate¢nymi produkty [3].

1.3.1 Vyuziti v energetice

Svétova ekonomika se stala zavislou na fosilnich zdrojich energie (uhli, ropa, zemni
plyn), které tvofi nejvyznamnéjsi vstupni surovinu pii produkci paliv a chemikalii. Tyto
zdroje vSak nejsou nevycerpatelné a je proto nutné hledat alternativni suroviny a zdroje
energie. Vhodnym feSenim by mohla byt biomasa [28]. Na moznost pfimé pfemény vedlej-

Siho jate¢niho odpadu na energii poukazuje fada studii [5, 9, 13, 29].

Anaerobni digesce

Anaerobni digesce piedstavuje moZznou metodu pro odstranovani velkého mnozstvi
typt organického odpadu, tedy i vedlejsiho jateéniho odpadu, bez piitomnosti kysliku.
Tento proces zneskodnuje nebezpeény odpad jeho pfemeénou na energii ve form¢ metanu, a
navic zbyly digestat mize byt pouzit jako hnojivo v zemédé€lstvi [30, 31]. Diky zamezeni
ptistupu vzduchu v pribéhu procesu je v ur€ité mife znemoznéno vzniku dnes tolik disku-

tovaného oxidu uhli¢itého a jeho nasledného vypousténi do atmosféry [32].

Podstatou anaerobni digesce je funkce riiznorodych mikrobidlnich kultur, které de-
graduji organicky material. Vlastni proces sestava ze Ctyt zakladnich krokd, a sice hydro-
lyzy, acidogeneze, acetogeneze a metanogeneze [30]. Diky zna¢nym specifikim v jednot-
livych fazich je proces anaerobni digesce pomérné slozity. Jatecni odpad, sam o sobé¢, neni
vhodnym substratem pro anaerobni digesci. MliZze za to obsah dlouhych mastnych kyselin

a velké mnozstvi bilkovinného podilu [5]. ZvySeny obsah dlouhych mastnych kyselin ma
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za nasledek inhibici digesce v dasledku své toxicity pro acetogeny a metanogeny.
V ptipadé velkého mnozstvi bilkovinného podilu dochdzi pfi $tépeni bilkovin k nadmér-
nému vzniku dusiku, ktery inhibuje anaerobni mikroorganismy [7, 13]. V pfipadé vyuziti
jate¢niho odpadu pro anaerobni digesci je proto na misté jeho smichani s jinym substratem,
za Ucelem zvysit pomér uhliku a dusiku (C/N) ve smési. Nabizi se naptiklad smichani s
organickym komundlnim odpadem ¢i s organickym odpadem z nemasného primyslu (ovo-
ce, zelenina). Timto dojde ke snizeni podilu dusiku a tukl v substratu. Zaroven, vyuzitim
riznorodého substratu byla v n€kolika védeckych studiich potvrzena vyssi vytéznost bio-

plynu (metanu) [5, 7, 30].

Pitk a kol. vypracoval podrobnou praci, zabyvajici se zpracovanim jate¢niho odpadu
anaerobni digesci. Zaméfili se na efektivnost celého procesu. Pracovali s béznym jateénym
odpadem obdrzenym po pordzce hovéziho a veprového dobytka (odpadni voda, hniyj, ¢asti
neurcené pro lidskou spotiebu, zbytky masa a kosti). Nejprve tuhy jate¢ni odpad sterilizo-
val (133 °C, 300 kPa, 20 minut). V praci uvadi, Ze doslo ke ztraté 55 % hmotnosti diky
odpateni t€kavych podili (vody a amoniaku). Vztazeno na 1 tunu vstupni suroviny, zby-
lych 450 kg bylo tvofeno 135 kg tuku, 275 kg masokostni moucky a 40 kg usazeného kalu,
které tvoii pevny podil po sterilizaci. Pitk popisuje, Ze na sterilizaci materialu bylo spotie-
bovéano 639,6 kWh-t™ energie. V piipad¢ vyuziti pevného podilu po sterilizaci spole¢né
S jate¢ni odpadni vodou jako substratu pro anaerobni digesci doslo k zisku energie, ktera
byla 4,6x vétsi nez energie vynalozena na sterilizaci. Dale uvadi moznost spalovani samot-
ného tuku po sterilizaci. Byla zjisténa vyhtevnost 39,2 MI-t" tuku. Takové mnoZstvi by

odpovidalo spotiebé 1,165 m® zemniho plynu (vyhievnost 33,66 MJ-m™) [13].

Vyuzitim anaerobni fermentace 1ze zpracovat pouze materialy spadajici do kategorie
2 a 3 (material kategorie 1 nesmi byt zpracovan kompostovanim ¢i fermentaci) [26]. Tyto
jate¢ni odpady musi byt Casto sterilizovany pfed samotnym postoupenim k anaerobni di-
gesci. V piipadé materialu kategorie 2 je nafizeno material vystavit teploté 133 °C, tlaku
300 kPa po dobu alespon 20 minut. Dojde tak k separaci tuku a vzniku masokostni mouc-
ky. Tuk je mozno pouzit jako krmivo, surovinu pro chemicky pramysl ¢i biopalivo. U ma-
terialu kategorie 3 jsou podminky mirnéjsi, a sice 70 °C po dobu 1 hodiny [5, 29]. Pitk a
kol. ve své praci poukazuje na nutnost pe¢livého tiidéni a sbéru materialu kategorie 1, aby

nedoslo ke kontaminaci materialt z kategorii 2 a 3 [13].
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Spalovani

Spalovani je ziejmé nejucinngjsi tepelna metoda pro likvidaci potencialniho infekc-
niho rizika. Vychozi material je tieba nejprve vysusit, jelikoz v ptipadé vySsiho obsahu
vlhkosti je spalovani neefektivni. U odpadu z dribeze bylo dosazeno znacné vyhievnosti
13,5 GI-t* [29]. Piisn&jsi pravni piedpisy maji za nasledek zvySené mnoZstvi nevyuzité
masokostni moucky v oblasti zemédé€lstvi. Dtive se vyuzivala na vyrobu krmiva pro hos-
podaiska zvitata diky obsahu hodnotnych proteinti. Dnes vsak jiz pfedpisy omezuji uzivani
masokostni moucky pro vyrobu krmiva (napt. pro hovézi dobytek kvuli obavé mozného
sifeni BSE) [33]. Moznym feSenim je spalovani v cementarnach. Teploty zde dosahuji az
1450 °C, coz je dostate¢nd teplota i pro vyuziti materialu kategorie 1. Takova teplota zpii-
sobuje Uplnou destrukci veskerého organického materidlu véetné nebezpeénych priont.
Vyhievnost masokostni moucky je v rozmezi 13-30 GJ-t* (vyhfevnost Gerného uhli je asi
33 GJt1). Moznym fesenim je tedy i spalovani v tepelnych elektrarnach. Otazkou zistava
nakladani se zbylym popelem, kterého zlstane z 1 tuny spalené masokostni moucky 100-
310 kg [34, 35].

Biopalivo

Paliva jako bioetanol ¢i biodiesel mohou do jisté miry zmirnit zavislost lidstva na fo-
silnich zdrojich. Diky stoupajicim cenam ropy zacali védci hledat alternativu, ktera by po-
mohla omezit tuto zavislost. Termin biopalivo je chapan jako pevné, tekuté ¢i plynné pali-
vo, které je ziskano z obnovitelnych zdroju (biomasy). Biodiesel (metylester) je palivo
podobné dieselu ziskanému z ropy, jen je vyroben z rostlinného oleje, zviteciho tuku nebo
z odpadniho kuchyniského oleje [36]. Ve svété vznikaji velké mnozstvi tu¢ného odpadu po
porazce jateCnich zvitat ¢i dribeze. Moznym efektivnim zhodnocenim suroviny mize byt
pravé vyroba biodieselu z tukt [37]. Drive se biodiesel ziskaval z kvalitniho rostlinného
oleje. Tato surovina vSak neni ekonomicky vyhodnd, a proto se nové¢jsi studie zabyvaji
vyuzitim praveé zvifeciho tuku. Ten se hojné vyuzival jako dopln¢k krmiva pro hospodai-

ska zvifata, od ¢ehoz se vSak upustilo z obavy Sifeni onemocnéni.

Jako u anaerobni digesce, i zde v pfipadé pfemény ZivociSnych tukii na biodiesel hra-
ji v neprospéch dlouhé mastné kyseliny. Ty s béZznymi jednoduchymi katalyzatory (alkalie)

reaguji za vzniku mydel. Je nutno pouzit naptiklad silné kyseliny jako katalyzatory, coz

vV



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

Encinar a kol. ve své praci posuzoval moznost vyroby biodieselu ze tii riznych zivo-
¢isnych tukt a vysledky své prace poté porovnali s evropskymi smérnicemi pro metyleste-
ry mastnych kyselin pro vznétové motory dle EN 14 214. Ve vétsiné hlediscich ziskané
biodiesely odpovidaly pozadovanym normam. Potiz vSak nastala v pfipadé teploty filtrova-
telnosti motorovych naft. Syntetizované biodesely zivoc¢isného piivodu v tomto hledisku
vykazovaly o néco vyssi teplotu nez je pfipustné. Autofi vSak zaroven nabizi feSeni. Pou-
kazuji na moznost smichéni s jinymi biodesely (rostlinného ptivodu) ¢i s konvencnim die-

selovym palivem ziskavanym z ropy. Mozna je i piisada vhodnych aditiv [38].
1.3.2 Kompostovani

Kompostovani je biotechnologicky proces, kdy je diky rGznym mikroorganismim
organicky odpad pfeveden do stabilizované formy. Pti kompostovéni je v substratu pozo-
rovana zvySena teplota diky biologické aktivité. Diky zvySené teploté dochazi k inhibici
patogent obsazenych v kompostovaném materidlu. Kompostovani je aerobni proces, pro
ktery je nutny pfistup kysliku, optimalni stupenn vlhkosti a vyvaZené slozeni substratu
(C/N). V piipadé zivocisného odpadu je vhodny pomér C/N asi 30-35:1. Ke kontrole pro-
cesu slouzi hlavné teplota, kterd indikuje stav biologické aktivity. Délka samotného proce-
su se muze lisit. VétSinou se pohybuje se v tadu desitek dni [27, 39]. Zbyly material po
kompostovani muze byt nasledné vyuzit jako hnojivo nebo pidni kondicionér. Problém
muzou predstavovat emise do okolniho zivotniho prostiedi v pribéhu samotného procesu

[29].

1.3.3 Vyuziti krve

Diky svym vybornym funkénim vlastnostem a vysoké nutri¢ni hodnot¢ je krev hojné
vyuzivana v potravinarském priimyslu (stabilizator, emulgator, nutri¢ni hodnota) a pii vy-
roveé krmiv pro zver [19, 20]. Potencialni aplikace v potravinafstvi vyuzivajici urity krevni
protein byla piedstavena Leem a Songem. Tém se podafilo z vepiové krve izolovat protein
nesouci zelezo. Odkazuji se na skutecnost, Ze u mnoha vegetarianli je pozorovan nedosta-
tek Zeleza, ktery ma za nasledek naptiklad sniZenou fyzickou vykonnost, jelikoz Zelezo ma
za ukol v lidském téle transportovat kyslik a elektrony. Tento izolovany protein by mohl
byt ptidavan do potravy a dopliovat tak chybéjici mineral [20]. Dale je krev vyuZzivana
v riznych technickych aplikacich, zemédélstvi (ptidni kondicionér), biotechnologii (napf.

tkanové inzenyrstvi) a medicing [10].
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1.3.4 Dalsi vyuziti

Vedlejsi jateni produkty 1ze rozdélit naptiklad na jedlé a nejedlé. Je mozné vyuzit
nevyuzité stfeva pii produkci stéivek k baleni uzenin [40]. Pfi zachazeni s vepfovymi k-
zemi, hovézimi klizemi a kostmi je tento vedlejsi material ve velké mife vyuzivan pro pro-
dukci zelatiny, ktera nachazi uplatnéni v celé fad€ nejriiznorod¢jsich aplikaci (viz kapitola
2).

Dal$im moznym vyuzitim je izolace bilkoviny a jeji nasledné vyuZiti ve specifické
aplikaci. Piikladem je kolagen, ktery je dominantni bilkovinou v téle savctu. Nenahraditel-
né vlastnosti kolagenu daly za vznik jeho uzivani v kosmetickém prumyslu, kde z n&j vy-
robené krémy maji hydratacni vlastnosti [41]. Stejné tak elastin, ktery je ¢astou slozkou
kosmetickych krém. V kosmetice nachazi své uplatnéni i keratin. Je dileZitou ingredienci

v nékterych v Samponech [42].
Skladkovani

Skladkovani je zfeymé tou nejneefektivnéjsi formou nakladani s vedlej$Sim jateCnim
odpadem. Nedochazi k zisku energie ani vyuzitelného produktu. Material pro skladkovani
musi byt nejdiive pfedzpracovan (sterilizovan). Cely proces je svazan pfisnymi pravnimi
piedpisy, aby nedoslo ke kontaminaci podzemnich ¢i povrchovych vod, k nezadoucim
emisim do ovzdusi nebo jakémukoliv jinému zasahu do okolniho Zivotniho prostiedi.

Vsechna tato opatieni ¢ini skladku zna¢né nakladnou [29].
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2 ZELATINA

Zelatina je prisvitna, pevna latka, ktera je bezbarva nebo lehce nazloutla [43]. Je to
polypeptid o molekulové hmotnosti vétSinou v rozmezi 15 000-65 000 Da (v nékterych
ptipadech az 250 000 Da). Zelatiny s nizkou molekulovou hmotnosti se souhrnné oznacuji
jako klihy [10, 44]. Zelatina se ziskava hydrolyzou kolagenu, jde tedy o jeho parcialni hyd-
rolysat. Mezi nejdulezitéjsi vlastnosti zelatiny, které urcuji jeji vyuziti, se fadi jeji biokom-
patibilita, rozpustnost pii zvysSené teplot¢ ve vodném prostfedi a schopnost vytvaiet gel
[44]. Tato schopnost zaroven determinovala nazev zelatiny. Jméno je odvozeno
z latinského slova gelata, coz znamena schopnost vytvaiet gel ve vodé [45]. Svétova pro-

dukce zelatiny v roce 2007 ¢inila 326 000 tun [46].

Vedle zelatiny existuji klihy. Klihy jsou si se zelatinami fyzicky i chemicky podob-
né. Neexistuje presné¢ vymezend hranice mezi nimi, avSak nékteré literatury uvadi klihy
jako zelatiny s hor§imi mechanickymi vlastnostmi (napiiklad klihy mohou vytvéaiet slabsi
gely). Jiné literatury zase uvadi, ze hlavni rozdil mize spocivat v kontrole vstupni suroviny
(Zelatina je produkovana z Cerstvé suroviny, splitujici kritéria pro vyrobu potravinaiské

zelatiny) [10].

2.1 Zdroje Zelatiny

Zelatina se v ptirodé nevyskytuje, je ziskdvana nabouravanim struktury bilkoviny ko-
lagenu. Kolagen je nejrozsifenéjsi bilkovinou u obratlovcd. Jde o fibrilarni bilkovinu fadici
se mezi skleroproteiny (skupina ve vod¢ nerozpustnych proteint). Jeho molekula se sklada
ze ti1 fetézcl o podobné molekulové vaze (95 kDa), které jsou zapleteny a vytvari helikalni
strukturu — tropokolagenovou molekulu. Molekulova hmotnost tropokolagenové molekuly
je ptiblizn¢ 285 kDa, délka jedné molekuly je pfiblizné 290 nm a primér asi 1,5 nm [47,
48]. Stabilizace tropokolagenové molekuly je zajisténa zejména vodikovymi mistky a ko-
valentnimi vazbami. Pocet téchto chemickych vazeb zavisi na stafi zvifete (¢im mladsi, tim
mén¢ vazeb). Jejich mnozstvi ma vliv na vlastnosti ziskanych Zelatin a kliht [45]. Kolage-
nu je znamo vice druhi (dnes je znamo 27 typu kolagenu) [49]. Typ kolagenu, ze kterého
je zelatina ziskana, ma také vliv na vlastnosti Zelatiny [10]. Suverénné nejrozsirenéjsim je

kolagen typu I, ktery tvoti az 30 % vSech bilkovin v lidském téle. Kolagen typu I je mozno
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izolovat z riznych ¢asti zvitat (kufeci nozky, hovézi a veprové kuze, konské Slachy, rybi

Supiny, zralo¢i kuze atd.) [50].

Potencionalnim zdrojem Zzelatiny jsou tedy jakékoliv suroviny obsahujici kolagen,
ktery je dominantni bilkovinnou slozkou V pojivovych tkanich (napi. Slachy, chrupavky,
pochvy obklopujici svaly a svalova vlakna, apod.). Avsak, dlouhodobé nejvyuzivangjsi
surovinou jsou veprové kiize (46 %), dale hovézi kize (29,4 %) a hovézi kosti (23,1 %).
Zbylé 1,5 % piedstavuji jiné zdroje, mezi nimiz jsou obsaZzeny i Zelatiny z ryb. Zelatiny
Z ryb byly dlouhou dobu povazovany za nekvalitni s nizkymi mechanickymi vlastnostmi.
Toto tvrzeni vSak plati pouze pro ryby vyskytujici se v chladnych vodach. Nejnovéjsi stu-
die poukazuji na moznost ziskavani zelatiny z ryb zijicich v teplych vodach (tropicky a
subtropicky pas), kterd je svymi vlastnostmi srovnatelnd se Zelatinou ziskanou ze sucho-
zemskych savcil (pevnost gelu u Zelatin z téchto ryb bézné presahuje 200 g (g=Bloom)).
Kolagen je obsazen i v mase. Tato surovina je ale ptili§ hodnotna, a proto se ji nevyuziva

[46, 49].

2.2 Ziskavani Zelatiny

Zelatina se z kolagenu ziskavé extrakci horkou vodou po piedchozim zpracovani vy-
chozi suroviny v kyselém nebo zasaditém prostiedi, pii némz dojde k nabourani sekundar-
nich a vysSich struktur tropokolagenové molekuly (naruseni vodikovych mustkl drzicich
helikalni strukturu kolagenu pohromadg). Stupeii pfemény kolagenu na Zelatinu je dan mi-
rou pfedzpracovani suroviny a samotnou extrakci Zelatiny, kterd je navic zavisla na pH,
teploté a délce extrakce. [10, 49, 51]. Dle zpusobu zpracovani vychozi kolagenové surovi-

ny rozliSujeme zelatinu typu A (kysely zptisob) a zelatinu typu B (alkalicky zptisob) [45].

2.2.1 Zelatina typu A

Vychozi surovina zbavend necistot se vystavi G¢inku zfedéné minerdlni kyseliny
(pH=1,5-3) po dobu az 48 hodin. Doba tohoto kroku zavisi zejména na tloust’ce materialu a
jeho ptedzpracovani (velikosti Castic vychozi suroviny). Takto upraveny material se na-
sledné pouze promyva Cistou vodou za tcelem vymyti kyseliny do pfiblizné neutralniho
pH. Nasleduje extrakce zelatiny vodou pfi teploté 55-100°C. Kysela extrakce je vhodna
pro materialy obsahujici mén¢ zesitovaného kolagenu. Pouziva se zejména pii zpracovani

vepiovych kuzi [45, 52].
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2.2.2 Zelatina typu B

Pii vyrobé zelatiny typu B je materidl obsahujici kolagen pifedzpracovan
v alkalickém prostfedi. NejCastéji se pouziva nasyceny roztok hydroxidu vapenatého
(Ca(OH),, pH=12). Material je vystaven ucinku nasyceného roztoku Ca(OH), po dobu
1-6 mésict (bézné vsak 2-3 meésice, zavisi opét na tloust’ce materialu). Cely proces probihé
pti teploté¢ do 24 °C. Po skonceni procesu je material promyvan vodou pro odstranéni
zbytku zasady a nasledné je pouzita zfedéna kyselina. Ugelem je, aby mél material nave-
nek kyselou reakci. Tento postup je nejbeznéjsi v Evropé€ a slouZzi pro zpracovani hovézich
kazi a kosti [45].

Zelatiny typu A a typu B vykazuji rozdily ve fyzikalnich vlastnostech, molekulovych
izoelektrickych bodi. Izoelektricky bod Zelatin typu A lezi v rozmezi pH 7-9, zatimco ze-
latiny typu B maji sviij izoelektricky bod mezi pH 4,9-5,1. Uzké rozmezi izoelektrického
bodu pro zelatiny ziskané alkalickou metodou lze lehce objasnit. Hodnota izoelektrického
bodu u Zelatiny je ddna stupném pfemény bocnich amidovych skupin aminokyselin aspa-
raginu a glutaminu na karboxylové kyseliny. U alkalického postupu dochazi prakticky k

uplné premeéné [47].

2.2.3 Extrakce Zelatiny

Ptedzpracovany nabobtnaly material obsahujici kolagen (vyc¢istény, nafezany na pat-
ficnou velikost atd.) je exponovan ve vodé o teploté 55 °C. Extrakce probiha obvykle
6-8 hodin, a poté nésleduje nova extrakce za vyssi teploty (voda je vymeénéna za teplejsi,
napt. 60-70 °C). Proces se opakuje az po posledni varku vody o teploté ptiblizné kolem
ke schopnosti zelatiny vytvaret gel). Divodem je mensi uc¢inek hydrolyzy na polypeptido-

vé fetézce [45].

2.3 SlozZeni a vlastnosti Zelatiny

Zelatina je parcialni hydrolysat kolagenu, ktery je slozkou rtiznych tkani a organd Zi-
vocichii. Vysledné vlastnosti hydrolysatu jsou proto ovliviiovany typem pouzité tkane,
veékem zvifete a typem kolagenu. V mnoha ohledech se zelatina chova jako syntetické po-

lymery a jeji vlastnosti jsou zavislé na molekulové hmotnosti [47, 49].
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2.3.1 Pevnost gelu

Jak jiz bylo uvedeno, nejvyznamngjsi vlastnosti zelatin je jejich schopnost vytvaret
gel. Komerc¢ni cena dané Zelatiny je praveé proto ur¢ena na zakladé pevnosti gelu Zelatiny.
Pevnost gelu Zelatin se stanovuje podle mezinarodné platné metodiky a udava se v jednot-

kach ,,Bloom* (pevnost gelu dle Blooma), coz odpovida ,,g“ [45, 46, 49].

Dulezitou vlastnosti gelu pro jeho vyuziti (zejména v potravinafstvi) je jeho teplotni
stabilita. Pfi 35-40 °C taje, coz zpiisobuje jeho tani v ustech. Tvorba gelu a jeho tepelna
stabilita jsou siln€¢ zavislé na molekularnich vlastnostech zelatiny, zejména na aminokyse-

linovém slozeni Zelatiny a distribuci molekulovych hmotnosti [49].

2.3.2 SloZeni Zelatiny

Komer¢ni zelatiny obsahuji zpravidla 7-15 % (bézné vsak 9-13 %) vlhkosti. Obsah
vlhkosti se lisi nejenom délkou suSeni, ale 1 vlhkosti pti skladovani zelatiny ¢i propustnosti
skladovacich kontejnert pro vlhkost. Obsah popelovin byva maximalné do 2 %. Je-li vSak
vyzadovana vysoce kvalitni Zelatina, obsah popelovin by nemél ptesahnout 0,5 %. Tohoto

snizeného mnozstvi je mozno dosahnout napft. za pouziti iontoménici [10].

Aminokyselinové sloZeni Zelatiny je obdobné jako sloZeni kolagenu. Dominantni
aminokyselinou je glycin. Z 1000 aminokyselin v fetézci je ptiblizné 330 pravé aminoky-
selina glycin [43]. V praxi to znamena, ze kazda tfeti aminokyselina je glycin — primarni
strukturu Zelatiny 1ze poté zapsat jako Gly-X-Y, kde na 2. a 3. misté (X a Y) jsou nej€astéji
zastoupeny aminokyseliny prolin, hydroxyprolin nebo alanin [49]. A pravé mnozstvi proli-
nu a zejména hydroxyprolinu byvéa spojovano se schopnosti Zelatiny tvofit gel. Nekteré
prace uvadi, Ze mnoZstvi obsaZzeného pyrolidinu (je v obou zminénych aminokyselinach)
ma zasadni vliv na teplotni stabilitu kolagenu, resp. tvorbu gelu u Zelatin. U hydroxyproli-
nu obsahuje navic pyrolidin alkoholovou skupinu, kterd hraje kli¢ovou roli pfi stabilizaci
molekul vodikovymi mistky. To vysvétluje i nizsi kvalitu zelatin ziskanych z n¢kterych
druhti ryb. Zatimco soucet prolinu a hydroxyprolinu u ryb miize byt pouze 155 z 1000
aminokyselin, u komer¢nich Zelatin (ziskanych ze savci) je tento obsah 221 z 1000 amino-
kyselin [45]. Zelatina nemiize byt oznadena za kompletni bilkovinu, jelikoZ neobsahuje

esencialni bilkovinu tryptofan [43].
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2.4 Vyuziti Zelatin

Zelatina nachazi uplatnéni v mnoha nejriznéjsich aplikacich. Dle odvétvi, ve kterém
je vyuzivéna, se vétSinou zelatina dé€li na potravinaiskou (nejvétsi spotieba), fotografickou,

technickou a farmaceutickou Zelatinu [45, 52].

2.4.1 Potravinarsky prumysl

Rozsah vyuzivani zelatiny v potravinaistvi dosahl takové velikosti, ze 1ze jen stézi
vyhledat vSechny jeji mozZné aplikace. Je to jeden z nejkvalitnéjSich vyrobkl v primyslu
zabyvajicim se Zelatinou, jelikoZ musi spliovat fadu ptredpist a jeji vyroba je pod duklad-

nym dohledem, aby nedoslo k ohrozeni zdravi konzument [53].

Zelatina plni vice funkci pii vyrob& pokrmii &i jejich zpracovani. V zasadé lze rozdg-
lit vlastnosti Zelatiny do dvou skupin, dle nichZ nachazi uplatnéni v potravinafstvi. V prvni
skuping je vyuzivano schopnosti Zelatiny tvofit gel a s tim spojenych vlastnosti (pevnost
gelu, teplota tani, viskozita, schopnost vazat vodu atd.). Do druhé skupiny spadaji aplikace
spojené s povrchovymi vlastnostmi. Vyuziva se jich naptiklad pfi tvofeni emulzi a stabili-
zatort,, pény, vytvareni filmi a adheze. Zadny jiny hydrokoloid na trhu neni schopen napl-

nit vSechny zminéné vlastnosti [54].

Nejcastéjsi vlastnosti Zelatiny vyuzivanou v potravinaistvi je schopnost vytvaret gel
ve spojeni s vodou, ktery pii teploté vyssi neZ 35 °C roztaje (tedy, taje v ustech). Zelatina
tak dostava unikatni organoleptické vlastnosti a schopnost zadrZovat, a nasledné uvoliiovat
libovolnou napln (esence, koteni atd.). Jiné latky vytvartejici gel, vétSinou jde o polysacha-
ridy (agar, pektin, rizné $kroby), maji v tomto ptipad¢ oproti zelatiné nevyhodu, jelikoz

taji pfi vyssich teplotach [54].

Zelatina je ptiddvana do mrazenych krémi za u¢elem zabranéni krystalizace ledu a
cukru, stejny vyznam plni ve zmrzliné. Podstatné je i vyuziti pfi vyrobé nejriznéjsich slad-
kych bonbonit a cukrovinek. Zelatina zde plni dvé funkce. Obdobné jako u mraZzeného
krému zabranuje krystalizaci a navic méa vyznam pii samotném zpracovani, uchovavani, a
pfi vyrobé pénovych struktur. ZvySuje totiz viskozitu systému a tim i jeho stabilitu.
V mlééném priamyslu je piidavana do jogurtd, které jsou poté krémovéjsi a tim i piitazli-
vE&jsi pro zakaznika [45].

V masném primyslu se hojné vyuzivd pfi vyrobé konzervovanych vyrobkd.

V hovézich a lunchmeatovych konzervach zadrzuje vodu a tim i dulezité masové stavy.
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Déle se do konzervarenskych vyrobki ptidava Zelatina za icelem zaplnéni objemu konzer-
VY po jejim vafeni. JednoduSe Ize fici, Ze v dusledku vatfeni dojde ke smr$téni masového
podilu a vytvofeni volného prostoru. Zaroven se uvoliuje horkd voda, ktera rozpousti Zela-

tinu a ta poté vytvari film, ktery vypliuje volny prostor [45].

Zelatina nachazi své uplatnéni také pfi ¢isténi ndpojii obsahujicich tanin. Zelatina re-
aguje s taniny a nasledné se smés vycisti filtraci ¢i sedimentaci. Celosvétoveé se uziva pii
¢isténi piva, Cifeni vin a pfi klarifikaci v ovocnych ¢i zeleninovych Stavach (zejména u
jable¢nych a hruskovych dzust) [43, 53].

Energeticky obsah Zelatiny je pfiblizné 14,7 kJ v 1 g. Je-li pfipraven zelatinovy gel o
koncentraci Zelatiny 2 %, energeticky obsah systému poté je asi 30 kJ na 100 g. Zelatina
proto slouzi také k ptipravé nizkokalorickych (dietnich) cukrovinek. Zaroveii je pouzivana
ve strave pro diabetiky jako ndhrada sacharidi. V souvislosti s nizkym obsahem kalorii a
velkym obsahem bilkovin je Zelatina doporucovéana také pro ptfipravu napoji s vysokym
obsahem proteiniti, vhodnych zejména jako doplné€k stravy pfi vykonavani zvysené fyzické

namahy (napf. proteinové napoje uZivané pii posilovani) [52, 54].

2.4.2 Farmaceuticky priumysl a vyuziti v mediciné

Tento typ Zelatiny se svymi vlastnostmi velmi podoba jedlé Zelatin¢ a musi také spl-
novat pfisnd bezpecnostni kritéria. Z velkého vyctu se mezi nejdtlezitéjsi fadi nepiitom-
nost tézkych kovu [53], nepiitomnost patogennich a nepatogennich mikrobt (zdroje ko-
lagenu musi byt certifikované na tzv. ,,BSE Free* — neptitomnost daného prionu) [51].
Zaroven farmaceuticky (medicinsky) primysl finan¢n€ nejvice zhodnocuje Zelatinu (po-

rovnani ceny vychozi suroviny a ceny vysledného produktu) [53].

Mezi bézné aplikace Zelatiny v medicing patii tvorba mékkych a tvrdych kapsli, mik-
rokapsli a tablet pro dopravu aktivnich latek do téla (ptipadné ji lze vyuzit i na vyrobu in-
jektovatelnych mikrocastic). Dale se vyuziva pii vyrobé obvazt a tampoénu s vysokou ab-
sorpci tekutin [52, 53]. Ze Zelatiny lze pfipravit i nanovlakna pomoci elektrostatického
zvlaknovani. Diky své biokompatibilité a biodegradabilité maji znaény potencial uplatnéni

na poli regenerativni mediciny [51].
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Zelatinové kapsle

Zelatina se vyuziva na vyrobu kapsli jiz od 30. let 19. stoleti. Zelatina ma vyborné
vlastnosti pro splnéni kladenych naroka v dané aplikaci (schopnost tvofit tenké, ale pevné
a flexibilni filmy, rozpustnost pii 37 °C, biokompatibilita atd.) [55]. Uzivani kapsli jako
média pro dopravu léku do organismu ma pred konvenénimi tabletami fadu vyhod. Zelati-
nové kapsle jsou schopny zakryt nepiili§ piijemnou chut’ medikamentu, Ize je barvit a tim i
odlisit, a navic umoznuji snizit mnozstvi davek. I ptes své nesporné vyhody, kapsle nemaji
dominantni postaveni na farmaceutickém trhu a spolecné s tabletami ptedstavuji hlavni
média pro dodavani 1€ka do téla oralni formou. Je to dano zvySenymi néklady pro vyrobu
kapsli a hlavné nutnosti investice do potiebného vybaveni [56]. Moznost je vyuzit zelati-

nové mékké nebo tvrdé kapsle [57].

Tvrdé zelatinové kapsle maji pted mekkymi zelatinovymi kapslemi fadu vyhod
(napf. jednodussi vyroba, vyssi ptipustna teplota pii plnéni, ¢i fakt, ze se pii vyrob& nepfi-
dava velké mnozstvi plastifikatoru) [57]. Nezbytnosti pro vyrobu tvrdych Zelatinovych
kapsli jsou Zelatiny s vysokou pevnosti gelu (vétsi nez 200 Bloom). Jsou slozeny ze dvou
casti, které do sebe navzajem zapadaji. Vyrabéji se ponofenim studené kovové formy do
horkého (45-55 °C) roztoku Zelatiny (obsah Zelatiny je obvykle 30-40 %). Po vytahnuti
formy Zelatina ochlazenim vytvoii gel, vznikne okolo formy film, ktery je vysusen, ode-
bran z formy, nasekan na patii¢né velikosti, aby mohly byt dvé ¢asti spojeny do sebe [45].
Pii vyrobé tvrdych Zelatinovych kapsli je nutné myslet na mozné nezadouci efekty, které
mohou nastat pfi styku tvrdé Zelatinové kapsle s medikamentem, ktery ma kapsle pojmout.
Medikamenty jsou ¢asto obohacovany o hydrofilni rozpoustédla, jako jsou polypropyleng-
lykol (PPG), polyetylenglykol 400 (PEG 400) a etanol. Tyto latky jsou ptfidavany v malé
mire, aby zvysily rozpustnost lécebné latky [57]. Styk s malym mnozstvim aldehydu, pfi-
padné vystaveni vlhkosti a zvySené teploté, mizZe v zelatin€ vytvofit pficné vazby (sitova-
ni). Takova zelatina, kterd vznikne na povrchu tvrdych Zelatinovych kapsli, tvoti vnéjsi ve
vod¢ téZce rozpustnou vrstvu. Tento jev mlzZe zplsobit zadsadni problémy pii uvoliiovani
1éciva z kapsle do organismu [58]. Na druhou stranu, tvrdé zelatinové kapsle mohou byt
zamérn¢ potahovany. Mize to byt naptiklad v ptipadé€, kdy neni Zadouci, aby se 1ék uvolnil
z kapsle diiv, nez je vhodné. Napiiklad v piipadé skupiny 1éku, u kterych by pii uvolnéni
v zaludku doslo k jeho podrazdéni [59]. Jinou skupinou mohou byt aktivni latky, které se

prednostné do téla vstiebavaji az v nasledujicich ¢astech gastrointestinalniho traktu (ve
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stievech) [55]. K potahovani tvrdych zelatinovych kapsli lze napiiklad vyuzit sprejové

suseni [59].

Pro vyrobu mékkych zelatinovych tobolek se pouziva zelatina s nizsi pevnosti gelu
nez pro tvrdé tobolky, pfiblizné 150-200 Bloom. Navic je zde pouzito zmékcovadlo.
Mnozstvi pouzitého zmékcovadla se 1isi na zaklad¢ volené aplikace (vétSinou okolo 30 %)
[45]. Nejcasteji uzivanym zmékcovadlem je glycerol (jinymi napft. sorbitol, propylengly-
kol) [60]. Vyroba mékkych Zelatinovych kapsli je zna¢n¢ odlisna od vyroby tvrdych kapsli,
jelikoz zde je tobolka vyrobena a plnéna v jednom kroku. Princip vyroby spoéiva
Vv ptivadéni zelatinového filmu (se zmekcovadlem) ze dvou stran mezi dva valce opatiené
dezénem, jehoz tvar odpovida velikosti vyrabéné tobolky. Jakmile jsou Zelatinové filmy
pfivedeny mezi valce, je mezi né vstiiknut medikament. Kapsle je ndsledné hermeticky

uzaviena a piipravena k pouziti [53].
Zelatinové obvazy a tampény

Zelatinové tampony ndm mizou byt znamy napiiklad z dentistickych kiesel. Jde o
pénové (houbovité) materialy majici za ucel absorbovat tekutinu (krev) a pomoci zastavit
krvaceni. Tyto pénové struktury jsou schopny absorbovat znaéné mnozstvi tekutiny a mi-
mo to, vykazuji velkou biokompatibilitu s tkdnémi lidského téla a nevykazuji prakticky

zadné alergické reakce pacienta [45].
Nahrada krevni plazmy

Zelatina, jako bilkovinny koloidni roztok, je uzivana i jako nahrazka krevni plazmy.
Pro tuto aplikaci je nezbytna vysoka Cistota Zelatiny. Je nutné pfi infuzi pouZit Zelatinovy
roztok o patiicné koncentraci. Tato koncentrace je volena tak, aby vlastnosti vysledného
roztoku odpovidaly vlastnostem krve (napiiklad aby mély shodnou viskozitu). Zelatina mé
tu vyhodu, Ze se nésledné v téle neuklada, ale je kompletné rozloZena. Takova plazma je

pak vyuzivana k doplnéni krve naptiklad po silném krvaceni [45].

2.4.3 Fotograficka Zelatina

Zelatina je duleZitym materidlem pro fotografické materialy obsahujici halogenidy
stiibra. Je soucasti fotografické emulze. Nejcastéji je zde vyuzivana Zelatina typu B, kterd
je navic sitovana pfidavkem jinych latek pro zvysSeni pevnosti a stability. Zelatina nasla
své uplatnéni ve fotografickych materialech v celé kinematografické historii [61]. Je sou-

¢asti celého fotografického procesu od samotné vyroby emulze obsahujici halogenidy stii-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

bra az po samotné vyvolavani fotografie [62]. Jejim tkolem je kontrolovat rist krystali
halogenidi stifbra a zabranit jejich vysraZeni. Zelatina obsahuje latky, které ovliviiuji foto-
grafické vlastnosti materialt citlivych na svétlo, stabilizuje hydrofobni aditiva [63]. Byly
snahy nahradit ji syntetickymi polymery, ale zadny nedokazal Zelatinu pIn¢ nahradit. Vy-
hodou Zelatiny je, ze dokaze najednou zasahnout vice vrstev podkladu (podklad byval vy-
rabén z celuldozovych estert, dnes je jiz tento podklad ¢asto vyrabén z polyetylen tereftala-
vysoka pevnost gelu [61]. Jelikoz jde o biologicky rozlozitelny polymer, byla vypracovana
fada studii zabyvajici se vlivem okolnich mikroorganismt na jeji stabilitu a pfipadné sni-

zeni mechanickych vlastnosti [61-64].

2.4.4 Technicka Zelatina

Mezi technické Zelatiny jsou nejCastéji fazeny Zelatiny s niz§imi mechanickymi
vlastnostmi, piipadné Zelatiny, které jakymkoliv zptisobem nespliiuji striktni kritéria pro
piedeslé typy aplikaci (poruSeni pravidel pii vyrobé€ a jiné). V praxi se pro takové produkty
pouziva termin klihy. Bézné jsou klihy vyuzivany jako pojivovy material pro vyrobu pie-
klizek. Velké odbytisté zaroven nachazi ve vyrobé pogumovanych lepicich pasek, krabic a
trubek. Dale 1ze zminit napiiklad vyuziti pro pfenaseni barviva na tapety, jako pojivovy
material pfi vyrobé papiru (krabic) — zaroven zvysuje 1 jejich potiskovaci moznosti, pii
elektrometalurgickych procesech za uc¢elem dosazeni jemnéjsiho povrchu, v litografii, jako

adhezivum pro znamky a §titky, a mnoho jinych dal$ich aplikaci [10, 43].

VyuzZiti Zelatiny, zejména v oblasti potravinafstvi a mediciné (farmacii), by mohlo
byt jesté veétsi, avSak v nékterych pripadech se vyuziva riznych ndhrazek. Je né€kolik hlav-
nich limitujicich faktordi aplikaci Zelatiny. Napiiklad nékterda ndboZenstvi piimo zakazuji
konzumaci jakéhokoliv produktu vepfového pivodu (konkrétné¢ hinduismus a judaismus).
Naproti tomu vyuziti produktl ze skotu je zase nemyslitelné v Indii, kde je toto zvife pova-
zovano za posvatné [52]. Vyznamnou c¢ast lidské populace tvofi lidé hlasici se
k vegetarianstvi, pro které je konzumace Zivo¢isnych produkti nepiipustna. Udaje o poétu
vegetaridni se lisi, ale nejCastéji se mluvi ptiblizn€ o 10 % populace (v Evropé¢ nejcastéji
v rozmezi 2-7 %, v Indii az k 20 %) [65]. Mimo jiné je stale v povédomi obava z bovinni
spongiformni encefalopatie (BSE) z 80. a 90. let 20. stoleti 1 pfesto, ze na zaklad¢ vysledki
vyzkumu byly metody extrakce Zelatiny posouzeny za dostacujici pro inhibici prionu BSE

[54]. V neposledni fad¢ je také tfeba v ne¢kterych pripadech zminit moznost vyskytu alergie
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na zelatinu ziskdvanou ze suchozemskych savci. Tato vlastnost brani zejména vyuziti zela-
tiny v potravinaistvi a mediciné (tablety, kapsle). V novodobych studiich bylo poukazano
na moznost nahrazeni dané Zelatiny Zelatinou ziskanou z ryb, bez negativnich alergickych

nasledki u dané populace [49].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE

V teoretické Casti byly popsany vedlejsi jate¢né odpady, problémy s jejich zachéaze-
nim a mozna nakladani s nimi. Kdyby se zvysil objem vyuzitého odpadu a jatkam by pfi-
padla alespont mald ¢ast z ceny vysledného produktu (piipadné odpadla povinnost platit
kafilériim), znamenalo by to jednozna¢né zvyseni konkurenceschopnosti na trhu. Pti volbé
nakladani s vedlejsim zivo¢iSnym odpadem je navic tieba brat v uvahu taktéz socialni
aspekty, které uptednostnuji vyrobu jinych hmotnych produkti z téchto vedlejSich Zivocis-
nych masnych produktti na ukor malo efektivniho zhodnoceni suroviny ve spalovnach (ka-
filériich) [10]. Jednim moznym zpuisobem zuzitkovani téchto materiall je izolace hodnot-
nych latek v nich obsazenych. Diplomova prace se zabyva moznosti extrakce zela-

tin/hydrolysatd z hovézich §lach za pomoci enzymu POLARZYME 6.0 T.

Experiment byl proveden se ¢tyimi riznymi typy hovézich §lach, kdy cilem bylo po-

soudit:
a) vliv vstupni suroviny (sloZeni) na Uc¢innost extrakce a vysledné vlastnosti
zelatin/hydrolysati;
b) vliv vybranych faktorti pfi extrakci (mnozstvi enzymu — Faktor A, teplota

pfi extrakci — Faktor B) na G¢innost extrakce zelatin/hydrolysatu.

Hodnocené veli¢iny

a) Ucinnost extrakce — mnoZstvi vyextrahovaného stfedné-, resp. nizkomole-

kularniho podilu (zelatiny/hydrolysatu)

b) Vlastnosti extrahovanych zelatin/hydrolysati:
o pevnost gelu
. obsah bilkovin
o obsah popelovin
o obsah kolagenu

J obsah aminoskupin
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4 HOVEZI SLACHY

K dispozici byly 4 vzorky hovézich Slach:

Vazovice (dlouh¢ slachy, obdrzeny z jatek Fildk - masna vyroba spol. s.r.o0. v roce

2011; Horni Lidec)

e Zadni Slachy (obdrzeny z Jatek LeSany v roce 2010)

e Achillovy slachy (obdrzeny z jatek Fildk - masna vyroba spol. s.r.o. v roce 2011,
Horni Lidec)

e Ptedni §lachy (obdrzeny z Pierovskych Jatek M.H. s.r.o. v roce 2009)

Obdrzené slachy byly vzdy mechanicky ocistény, promyty vodou, nakrajeny a po-
mlety na mlynku a odtu¢nény. Nasledné byly Slachy skladovany pii teploté -18+2 °C
v HDPE saccich [66]. Pred kazdym jednotlivym experimentem byly Slachy vytazeny a
ponechany Vv lednici pii 6x1 °C po dobu 24 hodin, aby rozmrzly. U vSech typt byl jednot-
livé zjistén podil susiny, obsah bilkovin, popelovin a hydroxyprolinu (kolagenu). Naméte-
né hodnoty jsou shrnuty v Tab. 4. Stanoveni bylo provedeno 2x a byl vypocten aritmetic-
ky pramér.

Tab. 4. Vysledky analyz hovezich slach

Vazovice Zadni Slachy  Achillovy §lachy ~ Ptedni Slachy
Parametr
Obsah (%)
Susina 48,24+0,01 51,25+0,01 59,06+0,01 34,19+0,01
Popeloviny? 0,38+0,01 0,42+0,04 0,26+0,01 0,60-:0,02
Bilkoviny? 98,83+0,56 98,36+0,36 100,17+0,41 98,92+0,27
Hydroxyprolin® 1,13+0,10 5,24+0,36 5,27+0,27 5,99+0,13
Kolagen® 9,04 41,92 42,16 47,92
Elastin®” 89,79 56,44 57,84 51,00

2 yztazeno na susinu vzorku; ® vypoéteno jako rozdil obsahu bilkovin a kolagenu

Zudaji v Tab. 4 vyplyva, ze vSechny sledované hovézi slachy maji srovnatelny podil

popelovin a bilkovin v suSing. Lisi se vSak v podilu suSiny a navic, vazovice (dlouhé $la-
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chy) vykazovaly nizky obsah kolagenu (hydroxyprolinu). Ukéazka namletych Slach je na
Obr. 1.

4.1 Odtuénovani Slach

Odtuc¢novani slach probihalo ve 4 krocich. Byla pouzita smés rozpoustédel petroleter
a etanol v poméru 1:1 (v/v). Cely proces probihal pii teploté 6+1 °C. Pomér $lach a roz-
poustédla byl 1:5 (w/v). Smés se umistila na tfepacku a byla intenzivné michana. Doba

odtucnovani byla:

e 7 h (poté vyménéna smés rozpoustédla za novou)
e 17 h (poté vyménéna smé&s rozpoustédla za novou)
e 7 h (poté vymeénéna smes rozpoustédla za novou)

e 20 h (poté byly Slachy promyty rozpoustédly).

Slachy byly ponechany v digestofi (20 minut), aby doslo k odpaieni zbylého roz-
poustédla. Nasledné byly uloZeny do mrazni¢ky. Pro kontrolu bylo jest¢ u malého mnoz-
stvi odtu¢nénych Slach analytickou metodou (podle Soxhleta) stanoveno mnozstvi zbytko-

vého tuku. Zbytkové mnozstvi tuku neptekrocilo v odtuénénych slachach 0,1 %.

Obr. 1. Hovezi slachy
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5 POUZITE PRISTROJE, POMUCKY A CHEMIKALIE

5.1 Pouzité pristroje

mlynek na maso Moulinex HV6 (Francie)
spektrofotometr HEAIOS & (Némecko)
muflova pec Nabatherm (Némecko)
mineraliza¢ni pfistroj Digesdahl (USA)
ptistroj Parnas-Wagner

inkubator Lovibond (Liebherr, Némecko)
pH metr WTW pH 526 (Némecko)
ttepaci ptistroj LT2 firmy Kavalier
analytické vahy Kern 770

laboratorni vahy Kern 440-47

suSarna MEMMERT ULP 400

susarna WTB Binder E-28-TB1
horkovzdus$na trouba Mora

topna deska Schott s magnetickym michadlem

magnetické michadlo IKA LABORTECHNIK RCT BASIC s topenim

Sevens-LFRA analyzator (ureny pro stanoveni pevnosti gelu)

topné hnizdo LTHS 250 firmy Brnénskéa Drutéva v.a. (CR)

5.2 Pomicky

4x kozeluzska miska s vickem

1zice

exsikator

odmeérna banka 25 ml, 50 ml, 100 ml, 200 ml
3x PE lahev 2 1

pipeta 0,5 ml, 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 mi
odmérny valec 25 ml, 50 ml, 100 ml

kadinka 50 ml, 75 ml, 1000 ml
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e filtradni papir nizké hustoty — KA-1 (Filpap, CR)
e kovovy cednik

e stiicka s destilovanou vodou

e nlzky

e tfeci miska s tlouckem

e kyveta (10 mm)

e PA tkanina (pramér péra 100 pum)

e balonek

e 16x sklenéna zkumavka

e navazovaci lodicka

e 3x silikonova miska (275 x 215 mm)

e Ox kiemikovy kelimek

e 3x Petriho miska

e laboratorni klesté

e 2x mineraliza¢ni batika

e nalevka

e 2x titra¢ni banka

e 5x barnka pro stanoveni pevnosti gelu dle Blooma
e 2x plastova pipeta

e ampule k zataveni

e kladivko

5.3 Chemikalie

e destilovand voda

e 0,5% roztok NaOH

e 96% H,SO, (p.a.)

e 30% roztok NaOH

e 2% roztok H3BO3

e 0,05M H,SO,4

e enzym POLARZYME 6.0 T (firma Novozymes — Dansko)
o 30% peroxid vodiku
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6M HCI

5M NaOH

0,1M NaOH

10% roztok p-dimethylaminobenzaldehydu v propanolu
ninhydrin; Cistota 97 % (dodavatel Aldrich)

96% etanol

acetatovy pufr (pH=5,5)

chlorid cinaty

1M CH3;COOH

pentahydrat siranu méd’natého

Tashirav indikator
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6 ANALYTICKE METODY

6.1 Stanoveni susiny

Stanoveni obsahu susiny bylo provedeno v souladu s normou CSN EN 14346 Cha-
rakterizace odpadii — Vypocet suSiny stanovenim podilu suSiny nebo obsahu vody [67].
Su$ina se stanovovala u vstupniho materialu (Slachy) a u produktt po extrakci (Zelati-
ny/hydrolysaty). Byla vzdy provedena 3 stanoveni, ze kterych se poté vytvofil primér. Do
predsusenych misek bylo na analytickych vahéch navazeno pfiblizné 1,5 g rozmrazenych
Slach s pfesnosti na 4 desetinna mista. Misky byly poté vlozeny do susarny a suSeny pii
103+1 °C po dobu 7,5 h. Nasledné byly misky uloZeny do exsikatoru a po vychladnuti
zvazeny. U stanoveni suSiny Zelatin/hydrolysati se postupovalo analogicky (s mensi na-

vazkou vzorku).

Vypocet susiny se nasledné provedl dle nasledujiciho vztahu:

S =—1.100 (%) @)
mq

m;...hmotnost vzorku po vysuseni (g)
Mo...hmotnost vzorku pied vysusenim (g)

S...obsah suSiny ve vzorku (%).

6.2 Stanoveni popelovin

Stanoveni bylo vzdy provedeno 2x pro jeden vzorek ze susiny vzorku. Do vyzihané-
ho kelimku bylo s piesnosti na 4 desetinna mista navazeno 0,5 g vzorku. Vzorek v kelimku
byl spalovan nad kahanem v digestoii po dobu pfiblizn€ 1 hodiny. Nasledn¢ byl kelimek
umistén na dobu 3 hodin do muflové pece predem vyhtéaté na 600 °C. Po mirném ochlazeni

pii pokojové teploté byl vzorek vlozen do exsikatoru, kde vychladl a byl zvazen [68].

Vypocet popelovin ve vzorku je pak stanoven dle nasledujici rovnice:

P = 2. 100 (%) @
m;

m3...hmotnost vzorku po zpopelnéni (g)

mMo...hmotnost navazky vzorku (Q)
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P...obsah popelovin ve vzorku (%).

6.3 Stanoveni obsahu dusiku a bilkovin

Piedlohou pro stanoveni dusiku a bilkovin byla norma CSN EN ISO 5983-2 Krmiva
— Stanoveni obsahu dusiku a vypoéet hrubého proteinu — Cast 2: Mineralizace v bloku a
metoda destilace vodni parou [69]. Stanoveni bylo provedeno z vysusené¢ho vzorku pii
103=+1 °C. Do mineralizac¢ni baiikky (MB) bylo navazeno 0,5 g vzorku s pfesnosti na 4 dese-
tinna mista. Ke vzorku bylo pfidano 10 ml koncentrované H,SO4. MB byla vlozena do
mineraliza¢niho pfistroje a obsah byl mineralizovan 1 hodinu pii teploté 450+£3 °C. Po
uplynuti doby bylo pies zpétny chladi¢ do MB ptidano po kapkach ptiblizné 5 ml H,O,. Po
vycefeni vzorku se nechal obsah jest¢ 15 minut mineralizovat. Nasledné byl vzorek ochla-
zen a pteveden do 100 ml odmérné banky (OB), a ta byla doplnéna po rysku. Do nélevky
Parnas-Wagnerova pfistroje bylo odpipetovano 25 ml vzorku z OB. Ke vzorku bylo piida-
no 25 ml 30% roztoku NaOH. Do piedlohy bylo nalito 50 ml 2% H3BOs3. Destilace probi-
hala 20 minut od pocatku varu. Po ukonceni destilace bylo do ptedlohy ptidano Tashirovo
¢inidlo (par kapek). Tento vzorek byl poté titrovan 0,05M H;SO4 do slabého rtzového
zabarveni. Spotieba pii titraci byla pouzita pii vypoétu obsahu dusiku (N), ze kterého se
nasledné vypocetl obsah bilkovin ve vzorku (B) dle vztahu 4. U kazdého zmineralizované-

ho vzorku byly provedeny 2 stanoveni.
Vztah pro vypocet obsahu dusiku je:

y = V00014 V, 3)

—= .£-100 (©
W 00 (%)

V1...spotieba pfi titraci 0,05M H,SO4 (ml)
My...navazka vzorku do mineraliza¢ni baiky (g)
V5,...objem mineralizatu (tj. 100 ml)
Vs...pipetované mnozstvi mineralizatu ke stanoveni (tj. 25 ml)
f...pFepocitavaci faktor titraéniho ¢inidla 0,05M H,SO,4 (1,0158)
N...obsah dusiku ve vzorku (%).

Ze zjisténého obsahu dusiku (N) byl vypocten obsah bilkovin ve vzorku (B):

B=N-6,25(%). (4)
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6.4 Stanoveni obsahu hydroxyprolinu

Stanoveni se provadi ze suSiny vzorku rozdrcené¢ho na jemny prasek. Do ampulky
bylo navazeno 0,05 g vzorku s piesnosti na 4 desetinna mista. Do ampulky bylo odpipeto-
vano 10 ml 6M HCI. Ampulka byla hermeticky uzaviena zatavenim nad kahanem za pou-
ziti klesti. Zatavend ampulka byla inkubovana pti 112+2 °C po dobu 30 hodin. Po ochlaze-
ni ampulky na pokojovou teplotu se opatrné oteviela (v horni ¢asti za pomoci klesti ¢i kla-
divecka) a obsah ptevedl do 50 ml odmérné banky (OB). OB byla doplnéna po rysku a
obsah se promichal. Obsah OB se ptefiltroval pres filtraéni papir nizké hustoty do 50 ml
OB, jiz se vSak OB nedopliovala po rysku (=zfedény hydrolysat). Z takto ziskaného hyd-
rolysatu se odpipetovalo 10 ml roztoku do 50 ml kadinky a bylo pfidano 20 ml H,O. pH
smé&si bylo upraveno na 6,3-6,8. Nejdiive se ptidalo par kapek SM NaOH (ptiblizné do pH
2). Poté se po kapkach ptidaval 0,1M NaOH az do pozadovaného rozmezi pH. Obsah ka-
dinky byl pfeveden do 50 ml OB a doplnén po rysku (=pracovni roztok hydrolysatu).

Samotné stanoveni hydroxyprolinu bylo provedeno 2x u kazdého pracovniho hydro-
lysatu. Z pracovniho roztoku hydrolysatu byl odpipetovan 1 ml do zkumavky. Byl ptidan
1 ml roztoku CuSO4*, 1 ml 2,5M roztoku NaOH a 1 ml roztoku H;0,®. Na zkumavku byl
nasazen uzavér a obsah dikladné promichéan. Je nutné vzdy po chvilce michani opatrné
sejmout uzaveér a nechat tak uniknout vznikly pretlak. Nasledné byla misto zatky na zku-
mavku nasazena nalevka (jako zpétny chladi¢) a zkumavka byla zahfivana na predehiaté
vodni 1azni pfi teploté¢ 80+1 °C po dobu 5 min. Po vyjmuti z vodni 1azné byla zkumavka
ochlazena a k obsahu byly ptidany 4 ml 3M H,SO,. Obsah zkumavky byl promichan. Byly
pfidany 2 ml roztoku p-dimetylaminobenzaldehydu, obsah byl opét promichan. Zkumavka
opatfena nalevkou jako zpétnym chladi¢em, byla zahfivana na pfedehiaté vodni lazni o
teploté 70+1 °C po dobu 16 minut. Po ochlazeni zkumavky studenou vodou byla zmé&fena
absorbance ¢erveného zbarveni na spektrofotometru oproti slepému pokusu pii vinové dél-
ce 550 nm. M¢feni na spektrofotometru je nutno provést do 15 minut. Slepy pokus byl

pfipraven stejné jako samotny vzorek, pouze misto 1 ml pracovniho roztoku hydrolysatu

A Pfiprava pouzitého roztoku CuSO,: 0,125 g CuSO,5 H,0 se rozpusti v destilované vodé v 50 ml odm&rmé
barice a doplni po rysku
B Ptiprava roztoku H,0,: 5 ml 30% H,0, se smicha s 10 ml H,O
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byl pouzit 1 ml H,0. Mnozstvi hydroxyprolinu bylo odeéteno z kalibra¢ni kiivky hydroxy-

prolinu, ktera byla za timto ucelem sestavena.
Rovnice kalibra¢ni kiivky:
y = 13,813x + 0,0695; R? = 0,978 (5)
y...absorbance
X...mnozstvi hydroxyprolinu (mg)
R2...korela&ni faktor

Po uprave rovnice 5 ziskdme rovnici pro vypocet mnozstvi hydroxyprolinu ve vzorku

(v pipetovaném mnozstvi):

_y—0,0695 (6)
=13g13 (M8
Obsah hydroxyprolinu ve vzorku (Whyp) Se vypocte dle vztahu:
xV,V,
Wiyp = ———2-1000 (mg - kg™1) )

nV: V,
X...mnoZzstvi hydroxyprolinu odectené z kalibra¢ni kiivky (mg)
n...navazka vzorku (g)
V,4...0bjem ziedéného hydrolysatu (tj. 50 ml)
Vs...0bjem pipetovany ze ziedéného hydrolysatu (tj. 10 ml)
V...objem pracovniho roztoku hydrolysatu (tj. 50 ml)

V7...objem pipetovany z pracovniho roztoku hydrolysatu ke stanoveni hydro-
xyprolinu (tj. 1 ml).
Pro vyjadifeni obsahu hydroxyprolinu ve vzorku v procentech (HYP) bylo pouzito

nasledujiciho vztahu:

Whyp
10000

HYP = ®)

(%).

Ze stanoveného obsahu hydroxyprolinu bylo mozno vyjadfit obsah kolagenu ve

vzorku (K) [70]:

K = HYP - 8 (%) 9)
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Obsah elastinu (E) se vypocital z rozdilu obsahu bilkovin (B) a kolagenu (K):
E=B—-K (%) (10)
B...obsah ¢istych bilkovin ve vzorku (%)

K...obsah kolagenu ve vzorku (%)

6.5 Spektrofotometrické stanoveni aminoskupin

Stanoveni se provadélo [68] ze vzorku Zelatiny/hydrolysatu vysuseného pii 40 °C.
Z kazdého vzorku byly piipraveny 2 roztoky, a z kazdého se méteni provadélo pouze jed-
nou. Do 100 ml OB bylo navéazeno pfiblizné 0,1 g vzorku s pfesnosti na 4 desetinnd mista
(doporucuje se vzorek nejprve rozpustit v kadince s cca 50 ml vody a nasledné prelit do
100 ml OB). OB byla doplnéna po rysku. Z ptipraveného roztoku bylo 10 ml odpipetovano
do 50 ml OB a doplnéno po rysku (=pracovni roztok). Roztok byl natedén, aby vysledné
naméfené absorbance byly v mezich kalibraéni kiivky. V prubéhu piiprav bylo pfipraveno
ninhydrinové &inidlo®.

Do zkumavky byl odpipetovan 1 ml z pracovniho roztoku. K nému bylo pifidano
0,5 ml ninhydrinového ¢inidla. Vzorek byl zamichan a opatfen malou néalevkou (zpétny
chladi¢). Zkumavka byla umisténa na predem vytemperovanou vodni lazeii o teploté
95+1 °C po dobu 15 minut. Zkumavka byla ithned ochlazena a bylo do ni ptfidano 5 ml 50%
etanolu. Obsah zkumavky byl promichan. Absorbance byla méfena na spektrofotometru pii
vlnové délce 570 nm oproti slepému pokusu. Slepy pokus je pfipraven stejnym zplsobem,
pouze misto 1 ml pracovniho roztoku je pipetovan 1 ml H,0. Mnozstvi aminoskupin se
prepocitava z mnozstvi nalezeného glycinu. Nejprve proto byla sestrojena kalibraéni kiiv-

ka glycinu; jeji rovnice ma tvar:
y = 0,0206g — 0,0629; R? = 0,9424 (12)
y...absorbance

g...mnozstvi glycinu Vv pipetovaném mnozstvi (ug).

© Piiprava ninhydrinového &inidla: 0,4 g ninhydrinu se rozpusti ve 30 ml 96% etanolu. Pfida se 10 ml aceta-
tového pufru o pH 5,5. Nakonec se piida 18 mg chloridu cinatého. Cinidlo je nutné uchovavat v lednici a je
pouzitelné pouze 1 tyden.
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Z rovnice kalibraéni kiivky lze vyjadfit mnozstvi glycinu v pipetovaném mnozstvi:

_ y+0,0629 (12)

Nasledujici vztahy znazoriuji piepocet glycinu v pipetovaném mnozstvi na mnozstvi

glycinu v navazce, resp. obsah glycinu v 1 gramu sledované latky:

Ve Vio (13)
G = Py —

Vs...celkovy objem roztoku (tj. 100 ml)

Vj...0objem pipetovany z celkového objemu roztoku (tj. 10 ml)
V1p...0bjem zfedéného roztoku (tj. 50 ml)

V11...0bjem pipetovany ze ziedéného roztoku (tj. 1 ml)

Gp...mnozstvi glycinu v navazce ke stanoveni aminoskupin (ug)

1 _ 14
GLY = —-Gn (ng-g™") a4

g

Ng...navazka vzorku na stanoveni aminoskupin
GLY...obsah glycinu v gramu sledované latky (ng-g™).
Vztah (15) poté vyjadiuje prepocet z obsahu glycinu na obsah aminoskupin (Xyu2):

16,0225 - GLY (15)
X = —_— -g™h.
NH: = 75067 - 1000 ("8 8 )
Ve vztahu 15 hodnota 16,0225 piedstavuje molarni hmotnost aminoskupiny.
Hodnota 75,067 piedstavuje molarni hmotnost glycinu. Hodnota 1000 znazornuje

prevod jednotek z pg na mg [68].

6.6  Stanoveni pevnosti gelu dle Blooma

Bloomova metoda spociva ve vtlacovani valecku o priméru 12,7 mm za piesné defi-
novanych podminek do pfipraveného gelu. Ke stanoveni je piipraven gel o koncentraci
zelatiny 6,67 % w/w (tzn. 7,5 g zelatiny a 105 g destilované vody). Ten je skladovan
16-18 hodin pii teploté 10 °C. Nasledné¢ je takto ptipraveny gel podroben zkousSce. Vysled-

kem mé&feni je hodnota Bloom (gram), ktera urcuje zatéz (silu v gramech) potiebnou ke
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stlaceni gelu 0 4 mm. U komer¢nich Zelatin jsou namétfené hodnoty zpravidla mezi

24

45].

V nékterych experimentech nebylo vyextrahovano dostatecné mnozstvi zelatiny pro
stanoveni pevnosti dle Blooma (zejména v ptipadé vazovic). V téchto ptipadech bylo pou-
zito menSich navazek zelatiny, do nddob o mensim objemu nez standardni nddoby. Pro
pireneseni vysledkii do standardnich podminek, byl proveden experiment s konvencni zela-
tinou o zndmé pevnosti gelu. Tato Zelatina byla navazovana v mensich mnozstvich do va-
zenek, doplnéna vodou a nasledné po inkubaci pii 10 °C méfena pevnost gelu. Byl stano-
ven prepocitavaci koeficient, aby vysledky dosazené v jinych podminkach odpovidaly vy-
sledkiim dosazenych za standardnich podminek. Upravené podminky jsou zaznamenany v

Tab. 5.

Tab. 5. Podminky pri stanovovani pevnosti gelu

Navazka zelatiny Navazka vody Prepocitavaci
Metoda Nadoba
() () faktor
A 7,4667 104,5 standardni nadoba -
"nadoba o 1/2 obje-
B 3,0000 42 1,2627
mull*

"néddoba o 1/4 obje-
C 1,5000 21 1,6372
mu'"**

& standardizovana metoda dle Blooma

* vazenka s vn&jSim primérem 50 mm, vnitinim 44 mm a vySkou 50 mm

** vazenka s vn€jSim primeérem 40 mm, vnitinim 35 mm a vySkou 50 mm
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7 POSTUP PRACE

Z dodanych vzorkl Slach byly extrahovany zelatiny/hydrolysaty. Sledovanymi para-
metry pii extrakci zelatin/hydrolysati bylo mnozstvi pouzitého enzymu (faktor A) a teplota
pii extrakci (faktor B). Pro odhad limit parametri pro extrakci Zelatin/hydrolysat byl nej-

prve proveden pokusny experiment.

7.1 Faktorové pokusy

Provadéni experimentalnich méteni je podstatou pii navrhovani novych produkti,
zavadéni nové vyroby ¢i zdokonalovani stavajicich pomérti. Experiment nestaci pouze
provést s maximalni presnosti dle pfesného postupu, ale musi byt i dobie navrzen. Dobie
navrzeny experiment je schopen rychle podat informace o sledovanych parametrech a také
vyrazn¢ snizit naklady experimentu. Experimenty, kdy jsou sledovany jednotlivé paramet-
ry zvlast’, casto nevedou k nalezeni nejlepSiho feSeni a navic nepokryvaji mozné interakce
mezi jednotlivymi faktory. I v ptipadé€, kdy neexistuje interakce mezi sledovanymi parame-
try, tyto experimenty jsou mnohem nakladnéjsi nez faktorové pokusy [71]. Podstatou fak-
torovych pokust je sledovani vice parametrii béhem jednoho méfeni. Jsou stanoveny pro
kazdy parametr 2 limitni hodnoty (dolni a horni), a je sledovan vliv na vysledek pfi pre-

chodu mezi nimi [72].

7.2 Popis experimentu

Organizace experimenti rozkladu Slach byla provedena dvouliroviiovymi faktoro-
vymi schématy s jednim stfedovym experimentem. Sledovaly se dva proménné parametry
pii rozkladu. Spole¢né s jednim centralnim experimentem dohromady bylo pro kazdy typ
Slach provedeno 5 experimenti (2°+1). Rozpis experimentl pii rozkladu $lach je uveden

v Tab. 6.
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Tab. 6. Hodnoty sledovanych faktorii pri jednotlivych experimentech

Experiment  Faktor A: enzym Faktor B: teplota extrakce

. (%)* 0
1 1 58
2 1 74
3 2 66
4 3 58
5 3 74

*vztazeno na hmotnost suSiny v navazenych §lachach

Rozklad $lach byl provadén ve tfech stupnich. V prvnim stupni bylo do PE ldhve na-
vazeno 40 g Slach s presnosti na 0,1 g. Ke Slacham bylo pfilito 400 ml destilované vody 0
teploté 20+0,2 °C. Experiment tedy probihal v poméru §lachy:voda = 1:10 (w/v). Bylo
zméfeno pH a nasledné PE ladhev se Slachami byla umisténa na tfepaci ptistroj v pfedem
vytemperovaném inkubatoru na 20+0,2 °C. Po 4 hodinédch bylo zméfeno pH a upraveno na
hodnotu 8,5+0,2 za pomoci 0,5% roztoku NaOH. pH tak bylo upravovano kazdou hodinu
az do konce 1. stupné (délka 1. stupné byla 8 hodin). Mezitim byla stanovena suSina
z pouzitych $lach (viz kapitola 6.1), aby bylo mozno navazit pfidavek enzymu (faktor A)

ve 2. stupni experimentu.

Ve 2. stupni bylo ke $lacham ptidano odpovidajici mnozstvi enzymu POLARZYME
6.0 T dle Tab. 6 a lahev se umistila zpét do inkubatoru. Ukazkovy vypocet ptidavku enzy-
mu je popsan v kapitole 7.1. Délka 2. stupn¢ byla 16 hodin. Po 1. hodiné se opét zméfilo a
upravilo pH na pfiblizn¢ 8,5+0,2. Po 2. hodin¢ se pH upravilo na 9,0+0,2 a PE lahev se

Slachami se nechala na tfepacim zafizeni po zbytek 2. stupné.

Ve 3. stupni byl obsah PE ldhve pfeveden do 1 | kadinky a byl zahtfivan za neustalé-
ho michani na magnetickém michadle s topenim na teplotu extrakce odpovidajici danému
experimentu (faktor B) dle Tab. 5. Rychlost ohfevu (dt/dt) ¢inila 2,2 °C-min’. DosaZena
teplota byla udrzovana po dobu 15 minut. Stav vzorku Slach pted extrakci a po ni je zachy-

cen na Obr. 2. V levé ¢asti se nachazi Slachy po 2. stupni zpracovani. V pravé ¢asti jsou jiz
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Slachy po 3. stupni zpracovani, béhem kterého doslo k rozlozeni §lach. Zajimavosti je, ze
k nejvyraznéjsimu rozkladu §lach dochazelo pfi teploté mezi 62-65 °C. Nasledné byl obsah
kadinky za tepla ptefiltrovan ptes dvojitou vrstvu pfedem zvazené PA tkaniny na kovovém
cedniku. Zbytek na PA tkanin¢ byl jesté¢ promyt piiblizn€ 60 ml destilované vody o pfi-
slusné teploté dle faktoru B. Filtra¢ni kola¢ (nerozlozené Slachy) byl vysuSen do konstantni
hmotnosti pti 103+1 °C, a poté byla zjisténa jeho hmotnost. Filtrat (hydrolysat) byl oka-
mzité po filtraci pfiveden k varu a za neustdlého michdni udrzovan 5 minut pii varu, aby
doslo k inaktivaci enzymu. Po mirném ochlazeni (stani cca 5 minut pii pokojové teploté)
byl hydrolysat pielit do silikonovych misek a susen v susarné pii 40+0,5 °C po dobu
48 hodin. Ziskany film byl ve tfeci misce rozdrcen na prasek a uchovan v sacku
Vv exsikatoru pro dal$i analyzy (viz kapitola 6). Na Obr. 3 je vyobrazeno blokové schéma

obsahujici postupu prace.

Obr. 2. Hovezi slachy pred 3. stupném extrakce (nalevo) a po 3. stupném extrakce (napravo)
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Zmrazené Slachy (rozemleté a . Stanoveni obsahu susiny ve $lachach

odtu¢néné): : e 103+1°C,7,5h

e rozmraZzené v lednici

(24 h, 61 °C)
I

1. stupen zpracovani
e 40 gslach a 400 ml destilované vody (pomér Slachy:destilovand voda = 1:10
(W/v)); 8 h pti 20+0,2 °C na tfepacim piistroji
e pH upravovano na 8,5+0,2 (0,5% roztoku NaOH)

J L

2. stupeii zpracovani
e piidavek enzymu 1-3 % vztaZen na hmotnost susiny ve $lachach; faktor A
e smgs na tfepacim pfistroji pii 20 °C po dobu 16 hodin

e pH udrzovano v rozmezi 8,5-9,0

1L

3. stupen zpracovani

e extrakce pii 58-74 °C po dobu 15 min (dt/dt=2,2 °C-min™); faktor B

I 1
Filtrace
Zelatina/hydrolysat kolagenu NerozloZeny podil
e var (5 min = inaktivace enzymu) e vysusen pii 103£1 °C
e vysuSen v tenkém filmu pfi

40+0,5 °C (48 h)
e analyza

Obr. 3. Blokové schéma pripravy zZelatin/hydrolysdtii ze Slach 3 stupiiovym procesem
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7.3 Stanoveni suSiny v navazce Slach

Obsah susiny ve Slachach (S) byl stanoven dle kapitoly 6.1. Naslednym piepoétem

byl stanoven hmotnostni podil susiny v navazce $lach dle vzorce 15.
Vypocet susiny V navazce slach:

S (16)

S§=m5-m(g)

ms...navazka §lach pro experiment (g)
S...obsah suSiny ve Slachach (%)

Si...hmotnostni podil susiny v navazce Slach pro experiment (g)

7.4 Vypocet pridavku enzymu
Mnozstvi enzymu piidavané ve 2. stupni bylo spjato S hmotnostnim podilem suSiny
V navazce Slach (Sy).
Vypocet ptidavku enzymu ve 2. stupni experimentu:
my = S; - Faktor A a7
Ma...pfidavek enzymu ve 2. stupni experimentu (g)

Faktor A pfedstavuje mnoZzstvi enzymu v % a lisi se v jednotlivych experimen-
tech (viz Tab. 5). Je nutné dosazovat v piipadé experimentu mnozstvi bez pro-

cent, tzn. u experimentu 1-2 to bylo 0,01 atd.

7.5 Vypocet ucinnosti extrakce

Mnozstvi rozlozenych Slach se stanovovalo z hmotnosti vysuseného filtracniho kola-
ce (103+1 °C), diky narocnému zjisStovani presného mnozstvi ziskané zelati-

ny/hydrolysatu.
Vypocet t¢innosti rozkladu hovézich §lach (n):

S¢ —
T 100 (%) (18)

T]:

§
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Si...mnozstvi susiny v navazce Slach
ms...hmotnost filtraéniho kolace po vysuseni

n...ucinnost extrakce hovézich slach (%)

7.6 Bilance obsahu latek v suSiné

Jelikoz Slachy byly jiz dfive odtuénény, méla by jejich susina obsahovat pouze bil-
koviny a popeloviny. Byla proto provedena procentudlni bilance ze zjisténych vysledkt

obsahu susiny ve zkoumanych $lachach a jejich zelatin/hydrolysatu.
Vypocet bilance zjisténych latek obsazenych v susiné:
0S =P+ B+ BCH (19)
OS...pfedstavuje 100 %, které tvoii hmotnost suSiny
P...obsah popelovin (%)
B...obsah bilkovin (%)

BCH...bilan¢ni chyba (%)
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Celkem bylo provedeno 20 experimentii (4x(2°+1)) a navic z kazdého dil&iho expe-
rimentu byly provedeny analyzy zminéné v kapitole 6. Veskeré vysledky jsou uvedeny
Vv nasledujici kapitole. Jednotlivé produkty vzniklé extrakei ze Slach jsou v nasledujicich
kapitolach srovnavany. Komplexni piehled vysledki analyz Zelatin/hydrolysath

Z jednotlivych Slach je uveden v pfiloze I-1V.

8.1 Vyhodnoceni u¢innosti extrakce

Pti extrakci Zelatin/hydrolysati byly sledovany dva faktory (mnozstvi ptidavaného
enzymu — Faktor A, teplota pii extrakci — Faktor B). Vysledky extrakce jsou vyjadieny
v Tab. 7.

Tab. 7. Ucinnost extrakce hovézich $lach

Experiment Vazovice Zadni Slachy  Achillovy Slachy Pfedni Slachy

¢. Uginnost extrakce (%)

1 20,30 44,96 59,74 51,18

2 21,03 81,82 68,91 56,52

3 29,69 94,59 96,68 91,38

4 31,96 65,14 72,79 40,78

5 32,46 95,64 95,02 89,09
Exp. & 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. ¢. 2...1 % enzymu/ 74 °C
Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C Exp. ¢. 4...3 % enzymu/ 58 °C

Exp. ¢. 5...3 % enzymu/ 74 °C

Z Tab. 6 vyplyva, Ze nejvetsi u€innost extrakce z hovézich Slach byla dosaZena zpra-
vidla v experimentech ¢. 3 a 5. Lze proto pfedpokladat, ze ve stfedovém experimentu (2 %
enzymu/ 66 °C) byly jiz dosazeny nutné podminky k idedlnimu rozlozeni hovézich §lach.
V piipadé volby vhodnych podminek pro extrakci Zelatin/hydrolysat ze sledovanych ho-
vezich Slach, za ucelem maximalni vytéznosti, je na misté volit podminky ve stiedovém
experimentu. Podminky zde nejsou tak drastické jako pfi maximélnich hodnotach obou

faktordi v exp. €. 5, a navic dojde 1 k uspofe energie a enzymu. Obecné nejvetsi ucinnost
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rozkladu $lach byla zaznamenéna v ptipad¢ Achillovych §lach. Zde byla dosazena i nejvét-
§i ucinnost pii extrakci v exp. €. 3, a sice 96,68 %. Nejmensich vytézkl bylo dosazeno (s
vyjimkou ptednich $§lach) v piipadé exp. ¢. 1, kdy podminky pii extrakci byly nejmirné&jsi.
V ptipad¢ vazovic byla ucinnost extrakce pii exp. ¢. 1 pouhych 20,3 %. Vazovice se ze
sledovanych §lach rozkladaly nejméng. U¢innost rozkladu vazovic se pohybovala pouze
v rozmezi 20,3-32,46 %. Ty si svou strukturu, na rozdil od zbylych vzorkt $lach, uchova-
valy 1 po 2. stupni experimentu. Na ostatnich Slachach bylo jiz po 2. stupni patrné znacné
nabobtnani a v nékterych piipadech se jiz zacaly rozpadat na mensi kusy. Byl to dusledek
uvolnéni vyssich struktur bilkovin v disledku zaniku nekovalentnich interakci (vodiko-
vych mastkd), které stabilizuji dané fetézce pohromadé. Enzym poté snadnéji difundoval
do Slach a tim mél vyssi G€inek pii rozkladani slach. Pti naslednych analyzach jednotlivych
vzorku Slach byl u vazovic zjistén jednoznacné nejvyssi podil elastinu ve srovnani s ostat-
nimi vzorky. Vysoky podil elastinu na ukor kolagenu je logickym vysvétlenim nizké ucin-
nosti extrakce u vazovic. Elastin 1épe odolava varu, ¢i zftedénym kyselindm nebo alkaliim
[73]. U ptednich slach pii exp. ¢. 1 ( 1 % enzymu/ 58 °C) doslo k véts§imu rozlozeni $lach
nez v ptipad¢ exp. ¢. 4 (3 % enzymu/ 58 C). Vyssi G¢innost extrakce pii mirngjSich pod-
minkach muze byt disledek zmény navazky slach pti experimentu ¢ . 1. Bylo navéazeno 50
g Slach a smichdno s 500 ml vody (z diivodu zjisténi nizkého podilu susiny v ptednich §la-

chach). Vétsi objem vody mohl zptisobit lepsi smacivost Slach a vyssi nabobtnani.

Analyza statistické vyznamnosti (Tab. 8) sledovanych parametrd pii ucinnosti ex-
trakce neoznacila ani jeden z parametru za statisticky vyznamny. V ptipadé¢ statistické vy-
znamnosti by musela hodnota Fisherova testu pfesahnout F95%krit(1;2)=18,51, a ¢im vice by
jej prekrocila, tim vice by byl dany parametr signifikantni [74]. V ptipadé vazovic doséahl
enzym hodnoty 15,92, coZ jiz znaci jistou zavislost U€innosti extrakce na davce enzymu
(potvrzena na Obr. 4a). P-hodnota oznacuje parametr za vyznamny, jestliZze nabyva hodnot
mensSich nez 0,05. V tomto ptipad¢ je sledovany parametr s 95 % pravdépodobnosti statis-

ticky vyznamny.
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Tab. 8. Vysledky analyzy statistické vyznamnosti sledovanych parametrii na ucinnost ex-

trakce

Vazovice Zadni Slachy Achillovy §lachy Ptedni Slachy
Faktor

F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota

A:Enzym 1592 0,1542 0,70 05646 094 05181 0,15 0,7679
B: Teplota 0,04 08722 2,74 03408 0,60 0,5862 0,88  0,5287

Interakce

AB 0,00 09784 0,02 09034 010 0,8047 0,56  0,5964

F*"it1:2=18,51; a=0,05

Utinnost extrakce je popsana néasledujici rovnici:
y = k+ Ax; + Bx, + ABx;X; (20)
K, X1, X2...regresni koeficienty
A, B...sledované¢ faktory
AB...interakce mezi faktory.

Po dosazeni regresnich koeficientli do rovnice 20 nabyva rovnice ucinnosti extrakce

pro jednotlivé typy Slach tvaru:

vazovice: y = 12,2 + 6,2125x; + 0,05x, - 0,00625xX2; korela¢ni faktor: R?=0,941066;
zadni §lachy: y = - 105,324 + 21,4688x, + 0,249687x; - 0,196875x;x,; R?= 0,775795;
Achillovy §lachy: y = 47,8825 - 17,0125x; + 0,16875x, + 0,040625x:x,; R*= 0,622187;

predni §lachy: y = 121,415 - 83,1012x; - 1,01062x, + 1,34312x:X,; R*= 0,614166.

Dtivodem nizkych korelaénich faktorti mize byt vySe popsany efekt sttedového po-
kusu, ktery vychazel srovnateln¢ s pokusem v maximalnich hodnotach sledovanych para-

metru.

Obr. 4 prezentuje grafické vyjadieni G¢innosti extrakce na zkoumanych typech Slach

v zavislosti na davce enzymu (Faktor A) a teploté pti extrakci (Faktor B). V ptfipadé vazo-
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vic (Obr. 4a), kde doslo k nejmensimu rozkladu §lach, je ze sklonu kfivek patrna jedno-
znacna zavislost na davce pridavaného enzymu. Za ptedpokladu, ze do slach difunduje
pouze Cast enzymu, je potom toto mnozstvi, v pfipad¢€ vazovic, urCujicim parametrem pii
extrakci zelatin/hydrolysati. Vliv teploty na ucinnost extrakce je velmi nizky (vrstevnice
jsou téméf rovnobézné s osou teploty), coz je rovnéz patrné z vysledka Fisherova testu —
viz Tab. 8. Na Obr. 4b je popsana extrakce zadnich hovézich §lach. Zde byla nejvétsi ucin-
nost extrakce (95,64 %) v pfipad¢ maximalnich hodnot obou sledovanych faktort. Ze
sklonu kiivek je zfejmd vyrazna teplotni zdvislost na mnoZzstvi vyextrahovanych Zzela-
tin/hydrolysatd. Obecné vsak lIze Fici, ze ¢im vyssi byla teplota pfi extrakci a ¢im vyssi byl
pridavek enzymu, tim k vét§imu rozkladu Slach doslo. Achillovy §lachy (Obr. 4¢) vykazuji
podobny vysledek jako Slachy zadni. Zde si Ize vSak v§imnout exponencidlniho charakteru
ktivek s klesajici teplotou. To opét odrazi vyznamny vliv teploty. Ke kompenzovani klesa-
jici teploty je nutné dodat exponencialné se zvySujici mnozstvi enzymu, aby bylo dosazeno
stejné ucinnosti pii extrakci. Na Obr. 4d je znazornéna G¢innost extrakce pro predni Slachy.
Od teploty 62 °C je zjiSténa zavislost stejna jako v pfipadé Achillovych a prednich $lach,
tedy se zvysujici se teplotou a mnozstvim enzymu roste G€innost extrakce. Zaroven graf
opét potvrzuje (s teplotou vyssi nez 62 °C), Ze pii zvySujici se teploté je dosazeno stejnych

vysledkl i se sniZzujicim se mnozstvim enzymu.
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Obr. 4. Grafické vyjadreni ucinnosti extrakce Zelatin/hydrolysatii v zavislosti na davce en-

zymu (%) ve 2. stupni zpracovani a teploté extrakce (°C) ve 3. stupni zpracovani
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8.2 Obsah popelovin

Stanoveni obsahu popelovin bylo provedeno u ziskanych zelatin/hydrolysatt dle po-

stupu popsaného v kapitole 6.2. Zjisténé vysledky jsou uvedeny v Tab. 9.

Tab. 9. Obsah popelovin (%) v ziskanych zelatinach/hydrolysatech

Experiment Vazovice Zadni $lachy  Achillovy Slachy Ptedni Slachy
¢. Obsah popelovin (%)
1 7,91 2,54 2,02** 2,02**
2 7,23 1,31* 1,27* 5,78
3 7,65 2,2%* 1,89 2,49**
4 8,78 3,69 2,58 2,08**
5 8,96 3,95 2,52 3,4
Exp. & 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. & 2...1 % enzymu/ 74 °C
Exp. & 3...2 % enzymu/ 66 °C Exp. & 4...3 % enzymu/ 58 °C

Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C

*splituje nejpirisnéjsi kritéria pro pozadavky na potravinaiské a farmaceutické Zelatiny
[10]

** spliuje pozadavky na potravinaiské a farmaceutické Zelatiny v nékterych statech
[43]

Primyslové ziskavané Zelatiny/hydrolysaty vykazuji niz8i obsah popelovin nez u né-
kterych produktt, které byly vyextrahovany ze slach (viz kap. 2.3.2). To souvisi napf.
s i¢innosti extrakce. Cim je Gi¢innost extrakce nizsi, tim vice popelovin vysledny produkt
obsahuje. Vysvétlenim mize byt vypirani suroviny, uréené pro extrakci zelatiny, po jed-
notlivych stupnich ptfedzpracovani v primyslové vyrobé. Ve vySe popsaném experimentu
byly Zelatiny/hydrolysaty extrahovany pifimo v médiu, které slouZzilo k jejich piedzpraco-

vani. Bylo to pro zjednoduseni procesu.
Nejvétsi obsah popelovin byl zjistén u zelatin/hydrolysata ziskanych z vazovic. Obsah po-

pelovin se zde vyskytoval v rozmezi 7,23-8,96 % na suSinu hydrolysatu. Ve srovnani

s konven¢nimi Zelatinami, kde je obsah popelovin do 2 %, u kvalitnich dokonce méné nez
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0,5 %, jich obsahuje ziskany produkt né¢kolikanasobné vice. Pfi¢innou vysokého obsahu
popelovin u ziskanych produkti z vazovic mohou byt vyssi ptridavky 0,5% NaOH pii
upravovani pH v 1. a 2. stupni experimentu. Bylo zde pfidavano v celkovém souctu pies
5 ml 0,5 % NaOH, zatim co u ostatnich $lach, bylo pfidavano v prib&éhu experimentu oko-
lo 3 ml, n&kdy i méng. Zelatiny/hydrolysaty ziskané z dalsich typt $lach jiz vykazovaly
¢. 2 (1 % enzymu/ 74 °C) a zadnich S$lach za stejnych podminek, kdy obsah popelovin
vztaZen na suSinu ¢inil 1,27 %, resp. 1,31 %. Napf#ic¢ tomu u produktti z ptednich Slach byl
zjistén, za stejnych podminek extrakce, obsah popelovin 5,78 %, nejvyssi ze vSech produk-
ta ziskanych z jinych $lach nez vazovic. Zaroven u tohoto experimentu byl v produktu zjis-
tén niz8i obsah bilkovin (Tab. 11). Z Tab. 9 zaroven vyplyva, Ze vyssi obsah popelovin
obsahovaly vétSinou zelatiny/hydrolysaty pfi maximélnim sledovaném ptidavku enzymu

(3 %), tj. exp. ¢. 4 a 5.

Z Tab. 10 vyplyva, ze u Achillovych slach je davka enzymu statisticky vyznamnym
faktorem na mnoZstvi obsaZenych popelovin. Hodnota F-testu zde byla 25,31, coZ je nad

hranici vyznamnosti.

Tab. 10. Vysledky analyzy statistické vyznamnosti sledovanych parametrii na obsah pope-

lovin

Vazovice Zadni Slachy Achillovy §lachy Ptedni Slachy
Faktor

F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota

A:Enzym 827 0,2101 1043 0,1885 2531* 10,1232 2,81 0,3372
B: Teplota 0,28 0,6931 0,56  0,5986 500 02639 13,20 0,1686

Interakce
AB

092 05217 154 0,4246 2,81 0,3372 2,81 0,3372

|:95%km(1;2):18,51; 0=0,05; *statisticky vyznamny faktor
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Po dosazeni regresnich koeficientii do rovnice 20 nabyva rovnice obsahu popelovin
Vv zelatinach/hydrolysatech z danych $lach v zavislosti na sledovanych parametrech extrak-

ce nasledujiciho tvaru:

vazovice: y = 11,5137 - 1,18125x; - 0,071875x; + 0,028125x;X7; korela¢ni faktor:
R*=0,904463;

zadni §lachy: y = 8,83375 — 2,11875x; — 0,121875x, + 0,046875x:X2; R* = 0,926095;
Achillovy §lachy: y = 5,285 - 0,7875x; - 0,0625x, + 0,01875x:1x2; R? = 0,970696;

piedni §lachy: y = - 16,285 + 4,35x; + 0,3125x; - 0,075x1X2; R? = 0,949567.

Obr. 5 vyobrazuje obsah popelovin u ziskanych Zelatin/hydrolysati v zavislosti na
mnozstvi pfiddvaného enzymu a teploté pii extrakci. V ptipad¢ hydrolysati z vazovic
(Obr. 5a), kde byl zjistén nejveétsi obsah popelovin, obsah popelovin roste se zvysujici se
teplotou pfi stejné davce enzymu. Naopak se zvySovanim davky enzymu a se snizujici se
teplotou klesa obsah popelovin. Na Obr. 5b je zachycen obsah popelovin v produktech ze
zadnich Slach. Zde ze sklonu kiivek vyplyva znacnd zéavislost na mnoZstvi priddvaného
enzymu. Cim vice jej bylo pouzito, tim je vétsi obsah popelovin v Zelating/hydrolysatu. Pii
pridavku enzymu mezi 2-3 % teplota téméf nema vliv na vysledny obsah popele. Analyza
produktii z Achillovych §lach (Obr. 5¢) vykazuje velmi podobné vztahy jako v ptipadé
produktli ze zadnich Slach. Tedy, s rostoucim mnoZstvim pfidané¢ho enzymu a s klesajici
teplotou vzrista obsah popelovin. Naopak rist teploty ma za nasledek snizeni obsahu po-
pelovin. V pfipadé hydrolysati z prednich Slach (Obr. 5d) pfidavani enzymu vede
Kk niz§imu obsah popelovin. Markantnéjsi je vSak vliv teploty. S mirnym zvyS$enim teploty

(pf1 konstantnim mnozstvi enzymu) dochdzi k vyraznému zvySeni obsahu popelovin ve

findlnim produktu.

Pro objektivngj$i posouzeni vlivu sledovanych faktori na obsah popelovin
v hydrolysatech by bylo nutno ujednotit mnozstvi ptidavaného NaOH pro tpravu pH.
V piipadé potieby snizit obsah popelovin v hydrolysatech by bylo moznym feSenim propi-

rani Slach po konci 1. stupné a nasledné ptidani enzymu bez dalsi upravy pH.



Enzym (%)

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Enzym (%)

Obsah popelovin (%)

Vazovice

T ] T T

;yé,é 'j

169
17,2

Teplota (°C)

Obsah popelovin (%)

Achillovy slachy

Teplota (°C)

Enzym (%)

Enzym (%)

Obsah popelovin (%)

b

Zadni slachy

62

66 70
Teplota (°C)

Obsah popelovin (%)

Predni slachy

Teplota (°C)

Obr. 5. Grafické vyjadreni obsahu popele (%) v ziskanych zelatinach/hydrolysatech

V zavislosti na davce enzymu (%) ve 2. stupni zpracovani a teplote extrakce (°C) ve

3. stupni zpracovani

61



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

8.3 Obsah bilkovin

Metoda na stanoveni obsahu bilkovin byla popsana v kap. 6.3. Mnozstvi bilkovin
v ziskanych Zelatinach/hydrolysatech je uvedeno v Tab. 11. Nejmens$iho procentualniho
obsahu bilkovin v ziskaném produktu bylo dosazeno pfi extrakci z vazovic, cemuz kore-
sponduje zvySeny obsah popelovin u danych hydrolysatii. Zde byl nejmensi obsah bilkovin
zaznamenan pii exp. €. 4, kdy obsah bilkovin vztazeny na susinu vzorku c¢inil 83,51 %.
V analyzovanych vzorcich ziskanych zjinych typi Slach obsah bilkovin ptfesahl vzdy
90 %, pticemz vétsiho obsahu bilkovin bylo vétSinou dosahovano s vyssi teplotou extrakce
a vyssi davkou enzymu. To Ize vysvétlit jako disledek vétsi ucinnosti extrakce, kdy doslo
Kk rozlozeni vétsiho mnozstvi Slach, které se nasledné jako bilkovinna slozka dostaly do
hydrolysatd. Pomérné malé mnozstvi bilkovin bylo zjisténo také v piipadé hydrolysatu z
prednich Slach z exp. €. 2, avSak tento produkt zaroven vykazoval zvySeny obsah popelo-

vin.

Tab. 11. Obsah bilkovin (%) V produktech ziskanych extrakci z riznych typu slach

Experiment Vazovice Zadni Slachy  Achillovy Slachy Predni §lachy

¢. Obsah bilkovin® (%)

1 84,79 97,30 92,53 94,87

2 87,02 97,67 94,98 90,40

3 85,65 96,04 93,63 96,95

4 83,51 98,38 94,91 96,71

5 86,27 100,30 96,45 95,06
Exp. &. 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. ¢. 2...1 % enzymu/ 74 °C
Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C Exp. ¢. 4...3 % enzymu/ 58 °C

Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C

! yztazeno na susinu vzorku

Tab. 12 popisuje analyzu statistické vyznamnosti sledovanych parametrti pii extrakci
na obsah bilkovin v Zelatindch/hydrolysatech. Jedinym statisticky vyznamnym paramet-
rem, dle Fisherova testu, zde byla teplota ve 3. stupni zpracovani v ptipad¢ vazovic. Do-
sahla zna¢n¢ vysoké hodnoty dle F-testu (86,81). Za zminku stoji, Ze spole¢né s teplotou i

davka enzymu ve 2. stupni zpracovani dosahla zvysené hodnoty (13,89).
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Tab. 12. Vysledky analyzy statistické vyznamnosti sledovanych parametric na obsah pope-

lovin

Vazovice Zadni Slachy Achillovy §lachy Ptedni Slachy
Faktor

F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota

A:Enzym 13,89 01646 151 04283 3,76 0,2989 1,78 0,4032
B: Teplota 86,81* 0,0672 0,05 08649 4,15 0,2863 1,57 0,4224

Interakce
AB

1,25 04569 0,12 07869 0,20 0,7361 0,35 0,6634

|:95%krit(1;2):18,51; a=0,05; *statisticky vyznamny faktor

Po dosazeni regresnich koeficientd do rovnice 20 nabyvé rovnice obsahu bilkovin
Vv zelatinach/hydrolysatech z danych $lach v zavislosti na sledovanych parametrech extrak-

ce nasledujiciho tvaru:

vazovice: y = 78,6225 - 1,7375x; + 0,11875x, + 0,01875x1x,; korela¢ni faktor:
R%=0,990286;

zadni §lachy: y = 89,0287 - 6,15625x, - 0,090625x, - 0,065625x:X,; R® = 0,626688:;
Achillovy §lachy: y = 80,3812 + 2,83125x, + 0,184375X, - 0,028125x,x,; R? = 0,890184;

predni Slachy: y = 116,114 - 4,35625x, - 0,371875x, + 0,090625x:x,; R? = 0,78714.
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8.4 Obsah kolagenu

Mnozstvi kolagenu bylo zjisténo piepoctem z mnozstvi nalezeného hydroxyprolinu

(viz kap. 6.4). Obdrzené vysledky jsou shrnuty v Tab. 13.

Tab. 13. Obsah kolagenu (%) v ziskanych zelatinach/hydrolysdtech

Experiment Vazovice Zadni Slachy  Achillovy Slachy Ptedni Slachy

¢. Obsah kolagenu® (%)

1 34,87 79,18 35,39 30,76

2 38,87 86,46 37,70 41,33

3 37,41 82,94 40,04 43,06

4 35,35 74,94 23,50 51,42

5 28,20 81,04 35,36 44,95
Exp. €. 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 2...1 % enzymu/ 74 °C
Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C Exp. €. 4...3 % enzymu/ 58 °C

Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C

1 v Ve
vztazeno na suSinu vzorku

Z Tab. 13 je patrné, Ze, s vyjimkou ptednich §lach, bylo nejnizsiho obsahu kolagenu
v zelatinach/hydrolysatech dosaZzeno pii experimentech €. 4, piipadné 5. To je dusledek
drasti¢téjSich podminek pfi extrakci (kombinace maximalnich hodnot faktort), které zpi-
sobily rozklad 1 vice odolného elastinu. Jednoznacné nejvyssi obsah kolagenu vykazuji
produkty ziskané ze zadnich §lach. Konkrétné v exp. €. 2 (1 % enzymu/ 74 °C) bylo dosa-
zeno maximalniho obsahu kolagenu, ktery ¢inil 86,46 %. Zelatina ziskana za téchto pod-
minek jako jedina vytvoftila gel, coz je v souladu s v teorii uvedenym faktem, ze mnozstvi

kolagenu ma zasadni vliv na schopnost Zelatiny tvofit gel.

Obr. 6 graficky vyjadiuje obsah kolagenu (%) v zelatinach a hydrolysatech ziska-
nych z riznych typt Slach v zavislosti na mnoZzstvi pfidavku enzymu a teploté pii extrakci.
Obr. 6a popisuje hydrolysaty ziskané z vazovic. Z grafu je patrné, ze pfi stalé teploté pfi-
davani enzymu zpiisobi pokles obsahu kolagenu. S vy$si ddvkou enzymu budou Slachy
vystaveny vyssi zatézi, se kterou se bude zvySovat i mnozstvi rozloZzeného elastinu. Teplo-
ta je komplikovanéj$im faktorem. Pti nizkych navazkach pridavaného enzymu obsah ko-

lagenu v hydrolysatech s rostouci teplotou pfi extrakci roste. Avsak, pii pfidavani enzymu
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vice nez 1,8 % hmotnosti susiny §lach, zane poté s rostouci teplotou obsah kolagenu
v hydrolysatu klesat. Opét jako vysvétleni mize poslouzit vy$si mnozstvi rozlozeného
elastinu za drastic¢téjSich podminek extrakce. V piipadé hydrolysatu ze zadnich Slach (Obr.
6b), kde byly zjistény nejvétsi obsahy kolagenu, S rostouci teplotou dochazi k zvySovani
podilu obsahu kolagenu. Elastin je odolngjsi vici varu nez kolagen, a proto se pfi stejné
davce enzymu, ale vyssi teploté extrakce prednostné rozpada kolagen. Naopak se zvysujici
se davkou enzymu obsah kolagenu klesa. Toto muze byt také zdivodnéni vytvoieni gelu
prave pii exp. ¢ .2, tedy 1 % enzymu a 74 °C pii extrakci. Hydrolysaty z Achillovych §lach
(Obr. 6¢) vykazuji podobné vlastnosti. V ptipadé zvysSujici se davky enzymu dochazi
Kk poklesu obsahu kolagenu. Pfi uchovani stejného mnozstvi pfidavku enzymu je mozno
zvySovanim teploty pfi extrakci zaznamenavat vyssi obsah kolagenu v hydrolysatu. U ex-
trakce Zelatiny/hydrolysat z pfednich Slach (Obr. 6d) je popis vlivu pfidavku enzymu a
Sujici se teploté zptisobuji zvySovani obsahu kolagenu v hydrolysatu. Avsak, po piekonani
jisté hranice, pfiblizné€ 2,2 % enzymu na susinu ve §lachach, jiz za¢ne enzym v kombinaci
se zvysujici se teplotou rozkladat i elastin, a podil kolagenu se tak zac¢ne snizovat. Z grafu
dale vyplyva, ze v piipad¢ sledovani stale teploty pii extrakci se zvySenim davky enzymu

obsah kolagenu v rozlozeném podilu bude zmensovat.

I kdyZ zkoumané Slachy vazovice vykazovaly jednozna¢né nejmensi obsah kolagenu,
jejich hydrolysaty jiz obsahuji srovnatelné mnozstvi kolagenu na susinu z hydrolysaty
z Achillovych a pfednich Slach. Vysvétlenim by mohlo byt pfednostni odbouravani ko-
lagenu u vazovic pied odolnéj$im elastinem. V piipad¢ Achillovych a pfednich Slach, kde
byl obsah kolagenu ve Slachach vysoky, 1ze predpokladat jeho vysokou zesitovanost. Proto

doslo 1 k rozkladu zna¢né ¢asti elastinu na ukor kolagenu.
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Obr. 6. Grafické vyjadreni obsahu kolagenu (%) v ziskanych Zelati-

ndch/hydrolysatech v zavislosti na davce enzymu (%) ve 2. stupni zpracovani a teplo-

té extrakce (°C) ve 3. stupni zpracovani v ziskanych hydrolySatech
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U prednich slach byla jako statisticky vyznamny faktor vyhodnocena davka enzymu
(Tab. 14). Hodnota F-testu zde dosahla 194,11. Zaroven zde hranici vyznamnosti splituje
davka enzymu i pro P-hodnotu (0,045). Déle je jako statisticky vyznamna povazovana jesté

1 interakce mezi parametry u piednich Slach.

Tab. 14. Vysledky analyzy statistické vyznamnosti sledovanych parametric na obsah Ko-

lagenu

Vazovice Zadni Slachy ~ Achillovy slachy Ptedni Slachy
Faktor

F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota

A:Enzym 350 03081 443 02782 129 0,4526 194,11* 0,045
B: Teplota 0,34 06673 834 02093 129 0,4526 5,53 0,2524

Interakce
AB

421 02844 0,08 08273 0,59 05901 93,89* 0,0646

F"it1:2=18,51; 0=0,05; *statisticky vyznamny faktor

Po dosazeni regresnich koeficientl do rovnice 20 nabyva rovnice obsahu kolagenu
Vv zelatinach/hydrolysatech z danych $lach v zavislosti na sledovanych parametrech extrak-

ce nasledujiciho tvaru:

vazovice: y = 0,46 + 20,55x; + 0,6X, - 0,35x1X2; korelaéni faktor: R?=0,889539;
zadni §lachy: y = 52,9962 + 0,25625x; + 0,496875Xx, - 0,040625x;x,; R* = 0,927802;
Achillovy $lachy: y = 51,8125 - 23,35x; - 0,15625x, + 0,03x1x2; R? = 0,759598;

predni §lachy: y = -47,9988 + 40,9313x; + 1,18437x, - 0,528125x1x,; R? = 0,996605.
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8.5 Obsah aminoskupin

Tab. 15 obsahuje naméfené hodnoty pro ziskané Zelatiny/hydrolysaty z riznych

Slach.

Tab. 15. Obsah aminoskupin (mg-g™*) v jednotlivych ziskanych hydrolysdtech

Experiment Vazovice Zadni Slachy ~ Achillovy slachy Pfedni slachy
¢. Obsah aminoskupin (mg-g™)
1 8,2 10,1 11,7 9,9
2 8,6 8,1 11,7 8,2
3 7,3 91 10,3 7,7
4 57 9,8 10,9 6,3
5 6,7 8,2 10,7 7,0
Exp. €. 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 2...1 % enzymu/ 74 °C
Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C Exp. €. 4...3 % enzymu/ 58 °C

Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C

Z Tab. 15 je zfejmé, Ze mnozstvi volnych aminoskupin zavisi zejména na mnozstvi
enzymu pfidaného ve 2. stupni experimentu. Celkové nejvetsi mnoZstvi aminoskupin vy-
kazovaly hydrolysaty ziskané z Achillovych $lach, konkrétné oba experimenty s minimalni
davkou enzymu (1 %) vykazovaly shodné 11,7 mg/g volnych aminoskupin. Naopak
nejméné volnych aminoskupin vykazovaly vazovice v exp. ¢. 4 (3 % enzymu/ 58 °C). Vol-
né aminoskupiny predstavuji potencialni misto navazani jinych skupin ¢i latek a hraji proto
velky vyznam pfi chemickych modifikacich bilkovin. Jednim takovym vyuzitim mtze byt
naptiklad sitovani.

Na Obr. 7 je zachycen vliv pfidavku enzymu a teplota pii extrakci na mnozstvi vol-
nych aminoskupin obsazenych v zelatin¢/hydrolysatu. U hydrolysati z vazovic (Obr. 7a)
ma teplota pouze maly vliv na vysledné mnozstvi volnych aminoskupin. Zasadni vliv zde
ma enzym. Na Obr. 7b znazornény vliv faktorti na mnozstvi volnych aminoskupin v Zelati-
nach/hydrolysatech ziskanych ze zadnich Slach zase jasné naznacuje teplotni zavislost nez
vliv enzymu. Enzym zde prakticky nema vliv a vysledné mnozstvi aminoskupin zavisi

pouze na teploté pti extrakci. U produktii z Achillovych Slach (Obr. 7c¢) je zfejma zavislost
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vysledného mnozstvi volnych aminoskupin na mnozstvi enzymu. Vliv teploty se projevuje
az pri vysSich davkach enzymu. V piipadé piednich §lach (Obr. 7d), z nich ziskané hydro-
lysaty dosahuji vy$siho poctu volnych aminoskupin s niz8§imi davkami enzymu. Zaroven
pii nizkych davkach enzymu s rostouci teplotou ubyva mnozstvi volnych aminoskupin. Pii

vys$sich davkach enzymu (nad 2,2 %) se vliv teploty pomalu vytréci.

Tab. 16. Vysledky analyzy statistické vyznamnosti sledovanych parametrii na obsah ami-

noskupin

Vazovice Zadni Slachy Achillovy §lachy Ptedni Slachy
Faktor

F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota F-test P-hodnota

A:Enzym 8,27 0,2101 5,00 0,2639 112 04737 320* 0,0351
B: Teplota 0,28 0,6931 1620* 0,0156 0,01 09264 13,89 0,1646

Interakce
AB

0,92 05217 20,00~ 10,1381 0,01 0,9264 80* 0,0699

F*"it(1:2=18,51; 0=0,05; *statisticky vyznamny faktor

Z analyzy statistické vyznamnosti vyplyva (Tab. 16), Ze u zadnich §lach je statisticky
vyznamnym faktorem teplota ve 3. stupni zpracovani (F-test dosahl vyrazné hodnoty1620).
| P-hodnota splituje podminky statistické vyznamnosti (0,0156). Interakce obou parametri
je zde dle F-testu taktéz statisticky vyznamna (20). U piednich §lach je naproti tomu statis-
ticky vyznamnym parametrem davka enzymu (F-test 320, P-hodnota 0,0351). U ptednich

Slach je statisticky vyznamnou i interakce mezi obéma parametry (80).

Po dosazeni regresnich koeficientti do rovnice 20 nabyva rovnice obsahu aminosku-
pin v zelatinach/hydrolysatech z danych slach v zavislosti na sledovanych parametrech

extrakce nasledujiciho tvaru:

vazovice: y = 9, 0875 - 2,3375x, + 0,00625x, + 0,02x1Xz; korelaéni faktor: R*= 1;
zadni §lachy: y = 18,235 - 0,875x; - 0,1375 + 0,0125x;x,; R?= 0,999392;
Achillovy 3lachy: y = 11,5475 - 0,0375x; + 0,00625 - 0,00625x:x; R = 0,534794;

piedni §lachy: y = 22,1825 - 6,15x; - 0,18125 + 0,075x1x2; R?= 0,99759.
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Obr. 7. Grafickeé vyjadreni mnozZstvi aminoskupin (mg/g) v ziskanych Zelati-
ndch/hydrolysatech v zavislosti na davce enzymu (%) ve 2. stupni zpracovani a teploté

extrakce (°C) ve 3. stupni zpracovani



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

8.6 Pevnost gelu

Pevnost gelu se stanovovala dle standardni, pfipadné¢ vhodné upravené metodiky,
zminéné v kap. 6.6. Ze ziskanych produkti extrakce byla ziskana pouze jedna Zelatina,
ktera utvoftila gel. Byla to zelatina ziskdna ze zadnich Slach pfi podminkach 1 % enzymu a
teploté¢ extrakce 74 °C. Vyslednd zmétena pevnost gelu byla 105 Bloom. Z téhoz vzorku
Slach byla jesté pfipravena siln¢ viskozni kapalina (za podminek extrakce 1 % enzymu a
58 °C), ale nepiesla do gelové formy, takze pevnost gelu nemohla byt zmé&fena. Zelatina,
ktera vytvoftila gel, obsahovala nejvice kolagenu (86,46 %) ze vsech ziskanych hydrolysati

a zaroven méla nizky obsah popelovin (1,31 %).

Dulivodt, pro¢ nebylo ziskdno vice gelti, mize byt celd fada. Z vySe uvedenych na-
piiklad nizky obsah kolagenu a vysoky obsah elastinu (Tab. 13), ptipadné vyS$si obsah po-
pelovin (Tab. 9). Vérohodnym ukazatelem by také mohlo byt méfeni molekulovych hmot-
nosti, které uzce souvisi s tvorbou gelu u zelatin. Avsak, toto stanoveni nebylo soucasti
experimentu. Obr. 8 zachycuje vzorky vystavené 16 h pii 10 °C (pfedni Slachy), za Gcelem
vytvofeni gelu. Ani jeden z vzorkl gel nevytvofil. Kromé toho se na dné vytvoftila vrstva
usazeniny. Ve napovida tomu, Ze tato bila usazenina je pravdépodobné elastin. Jeho vyso-

ky obsah v zelatin¢ mtize byt diivod, pro¢ ziskané hydrolysaty netvorily gely.

Obr. 8. Vzorky (ziskané z prednich slach) exponované 16 h pri 10 °C S pravdépodobné

usazenym elastinem
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8.7 Stanoveni vlhkosti v Zelatinach/hydrolysatech

Tab. 17 obsahuje namétené vlhkosti ziskanych zelatin/hydrolysatti. Stanoveni byla
provadéna zjisténim suSiny a naslednym piepoctem na podil vlhkosti. Vlhkost v Zelatinach
se nijak zasadn¢ nelisila. Produktiim extrakce byl vzdy ponechan dostatecny ¢as k vysuse-
ni.

Tab. 17. Obsah vlhkosti (%) Vv ziskanych Zelatindach/hydrolysatech

Vazovice Zadni Slachy  Achillovy Slachy Ptedni §lachy
Experiment
Vlhkost (%)

1 6,97 6,99 7,52 6,67

2 7,23 7,12 7,33 6,75

3 6,89 7,34 8,11 8,2

4 6,74 7,1 6,96 6,98

5 7,18 7,57 7,03 7,15
Exp. €. 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 2...1 % enzymu/ 74 °C
Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C Exp. ¢. 4...3 % enzymu/ 58 °C

Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C
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ZAVER

Diplomova préace se sklada ze dvou ¢asti — prvni teoretické Casti a druhé praktické.
Teoreticka Cast charakterizuje vedlejsi jate¢né produkty, popisuje pravni predpisy tykajici
se nakladani s jatecnym odpadem a piedklada jejich mozné zuzitkovéani. Déle se vénuje
zelating€, jakoz to produktu ze surovin vznikajicich pfi porazeni dobytka. Popisuje jeji vy-

robu, vlastnosti a vyuziti.

Prakticka ¢ast popisuje experiment, jehoZz cilem bylo posoudit vliv vstupni suroviny
na extrakci zelatin/hydrolysati ze $lach hovéziho dobytka, a zaroven posoudit vliv sledo-

vanych parametrt pfi extrakci na vysledné vlastnosti zelatin/hydrolysatu.

Extrakce Zelatin/hydrolysati probihala 3 stupfiovym procesem. V 1. stupni §lachy
byly smichany s destilovanou vodou v poméru 1:10. pH bylo udrzovano v rozmezi 8,5-9,0
(0,5% NaOH); smes se tfepala 8 h pii 20 °C. Ve 2. stupni extrakce bylo ptidano ke $la-
cham 1-3 % enzymu vztaZzeno na mnozstvi susiny ve Slachach (Faktor A); smés se tiepala
16 h pii 20 °C. Ve 3. stupni probihala extrakce za zvySené teploty 58-74 °C (Faktor B) po
dobu 15 min. Experiment byl proveden faktorovymi pokusy s kombinaci minimalnich a
maximalnich hodnot parametrii (2%) a jednim centralnim experimentem ve sttedovych hod-

notach.

Volba vstupni suroviny (hovézich §lach) jednoznaéné ovlivituje u€innost extrakce ze-
latin/hydrolysati. U vazovic, které obsahovaly nejméné kolagenu, bylo dosazeno G¢innosti
extrakce pouze v rozmezi 20,3-32,5 %. Naproti tomu u Achillovych §lach se G¢innost ex-
trakce pohybovala v rozmezi 59,7-96,7 %. 96,68% ucinnost extrakce byla zaroven nejvyssi
dosazenou ucinnosti vibec. Jednalo se o centrdlni experiment ve stfedovych hodnotach
sledovanych parametra (tj. 2 % enzymu, teplota pii extrakci 66 °C). Obecné lze fici, ze
nejvyssi ucinnosti bylo dosazeno vzdy pii centralnim experimentu spolu s experimenty

V maximalnich hodnotach obou faktora.

Analyzou ziskanych Zelatin/hydrolysatt bylo u n€kterych produkta zjistén obsah po-
pelovin neptekracujici 2 %, coz vyhovuje piisnym kritériim pro potravinatské ¢i farmaceu-
tické aplikace. Obsah popelovin u zadnich a Achillovych $lach u experimentu pii 1 % en-

zymu a teploté 74 °C ¢inil 1,31 %, resp. 1,27 %.

Extrakci hovézich §lach byla pfipravena jedna Zelatina tvotici gel. Jednalo se o expe-

riment ze zadnich slach pti 1 % enzymu a teploté 74 °C. Pevnost gelu byla 105 Bloom, coz



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 74

je dostacujici pro mnohé farmaceutické a potravinaiské aplikace. Analyzou byl u dané¢ho
vzorku zelatiny zji$tén vysoky obsah kolagenu (86,46 %), a zaroven nizky obsah popelovin
(1,31 %). Vysoky obsah kolagenu (75-86 %) byl zjistén pouze u hydrolysath ze zadnich
Slach. Ostatni ziskané produkty obsahovaly zna¢né mnozstvi elastinu (40-60 %) a netvofily

gely. Tyto kolagen-elastinové hydrolysaty by mohly najit uplatnéni zejména v kosmetice.

Vysledky prokazaly, ze vybérem vstupni suroviny a volbou vhodnych podminek pfi
zpracovani lze pripravit nizkomolekuldrni hydrolysaty, respektive zelatiny, s takovym po-
mérem obsahu kolagenu a elastinu a s velmi nizkym obsahem popelovin, které budou vy-

hovovat pozadavkiim odbeératelll z kosmetického ¢i potravinaiského prumyslu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CHSK

TMK

NceLk.

PceLk.

BSE
TSE
ES
C/N
(VIv)
(wWiv)
HDPE
PE

PA

chemicka spotieba kysliku

tékavé mastné kyseliny

celkovy dusik

celkovy fosfor

bovinni spongiformni encefalopatie (zndma jako nemoc §ilenych krav)
pfenosna spongiformni encefalopatie
Evropské spole€enstvi

pomér uhliku a dusiku

objem vztazeny na objem jiné latky
hmotnost vztaZzend na objem jiné latky
vysokohustotni polyetylen

polyetylen

polyamid
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PRILOHA PI: VYSLEDKY ANALYZ ZELATIN/HYDROLYSATU Z VAZOVIC

_ Ucinnost Obsah Obsah o , Obsah Obsah Obsah Obsah
Experiment . ) 1 Bilan¢ni chyba L 13 ] ) )
y extrakce popelovin bilkovin ) kolagenu elastinu™ aminoskupin vihkosti

(%) (%) (%) (%) (%) (mgg™) (%)

1 20,30 7,91 84,79 7,30 34,87 49,92 8,2 6,97

2 21,03 7,23 87,02 5,75 38,87 48,15 8,6 7,23

3 29,69 7,65 85,65 6,70 37,41 48,24 7,3 6,89

4 31,96 8,78 83,51 7,71 35,35 48,16 57 6,74

5 32,46 8,96 86,27 4,77 28,2 58,07 6,7 7,18

Exp. ¢. 1...1 % enzymu/ 58 °C
Exp. €. 4...3 % enzymu/ 58 °C

Exp. €. 2...1 % enzymu/ 74 °C
Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C

Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C

1 v v
vztazeno na suSinu vzorku

2 zjiSténo ze souctu obsahu susiny organického podilu (bilkoviny) a anorganického podilu (popeloviny)

3 vypocteno jako rozdil obsahu bilkovin a kolagenu




PRILOHA P II: VYSLEDKY ANALYZ ZELATIN/HYDROLYSATU ZE ZADNICH SLACH

_ Utinnost Obsah Obsah ) Obsah Obsah Obsah
Experiment - . Bilanéni chyba 1 Obsah ] ) _
extrakce popelovin bilkovin kolagenu 13 aminoskupin vlhkosti
¢. (%) elastinu="(%) L
(%) (%) (%) (%) (mgg™) (%)
1 44,96 2,54 97,3 0,16 79,18 18,12 10,1 6,99
2 81,82 1,31 97,67 1,02 86,46 11,21 8,1 7,12
3 94,59 2,20 96,04 1,76 82,94 13,10 9,1 7,34
4 65,14 3,69 98,38 2,07 74,94 23,44 9,8 7,10
5 95,64 3,95 100,3 4,25 81,04 19,26 8,2 7,57
Exp. ¢. 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 2...1 % enzymu/ 74 °C Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C
Exp. €. 4...3 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C

! vztazeno na susinu vzorku
2 zjiSténo ze souctu obsahu susiny organického podilu (bilkoviny) a anorganického podilu (popeloviny)

3 vypocteno jako rozdil obsahu bilkovin a kolagenu




PRILOHA P III: VYSLEDKY ANALYZ ZELATIN/HYDROLYSATU Z ACHILLOVYCH SLACH

_ Utinnost Obsah ) Obsah Obsah Obsah Obsah
Experiment - Obsah Bilanéni chyba 1 43 ] ) _
extrakce popelovin 1 kolagenu elastinu™ aminoskupin vlhkosti
¢. bilkovin~ (%) (%) L
(%) (%) (%) (%) (mgg™) (%)
1 59,74 2,02 92,53 5,45 35,39 57,14 11,7 7,52
2 68,91 1,27 94,98 3,75 37,7 57,28 11,7 7,33
3 96,68 1,89 93,63 4,48 40,04 53,59 10,3 8,11
4 72,79 2,58 94,91 2,51 23,5 71,41 10,9 6,96
5 95,02 2,52 96,45 1,03 35,36 61,09 10,7 7,03
Exp. ¢. 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 2...1 % enzymu/ 74 °C Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C
Exp. €. 4...3 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C

1 v v
vztazeno na suSinu vzorku

2 zjiSténo ze souctu obsahu susiny organického podilu (bilkoviny) a anorganického podilu (popeloviny)

3 vypocteno jako rozdil obsahu bilkovin a kolagenu




PRILOHA P1V: VYSLEDKY ANALYZ ZELATIN/HYDROLYSATU Z PREDNICH SLACH

_ Ucinnost Obsah Obsah o ) Obsah Obsah Obsah Obsah
Experiment . ) 1 Bilanéni chyba 1 13 ) ] ]
y extrakce popelovin bilkovin ) kolagenu elastinu™ aminoskupin vihkosti
(%) (%) (%) (%) (%) (mgg™) (%)
1 51,18 2,02 94,87 3,11 30,76 64,11 9,9 6,67
2 56,52 5,78 90,4 3,82 41,33 49,07 8,2 6,75
3 91,38 2,49 96,95 0,56 43,06 53,89 7,7 8,2
4 40,78 2,08 96,71 1,21 51,42 45,29 6,3 6,98
5 89,09 3,40 95,06 1,54 44,95 50,11 7,0 7,15
Exp. ¢. 1...1 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 2...1 % enzymu/ 74 °C Exp. €. 3...2 % enzymu/ 66 °C
Exp. €. 4...3 % enzymu/ 58 °C Exp. €. 5...3 % enzymu/ 74 °C

! vztazeno na susinu vzorku
2 zjisSténo ze souctu obsahu susiny organického podilu (bilkoviny) a anorganického podilu (popeloviny)

3 vypocteno jako rozdil obsahu bilkovin a kolagenu




