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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo posoudit moznosti ptipravy bilkovinnych produkti
(zelatin/hydrolyzatl) z kufecich béhaki, jako vedlejSiho produktu dritbezaren. Teoreticka
¢ast je rozdélena na tfi Casti. Prvni ¢ast je zamétena na bilkovinné a nebilkovinné odpady
potravinaiského pramyslu a jejich vyuziti, dalsi dvé se zabyvaji vyrobou a pouzitim zelatin
a hydrolyzati. Experimentalni ¢ast popisuje zpracovani odtucnéné vychozi suroviny ve 2
stupnich (enzymové opracovani a extrakce vodou). Sledoval se vliv ptidavku enzymu, tep-
loty a doby zpracovani; efektivita procesu se sledovala stupném konverze vychoziho mate-
ridlu na bilkovinné produkty. Pfipravené produkty byly charakterizovany pevnosti gelu a
obsahem popelovin. Vysledky byly vyhodnoceny ve statistickém programu Minitab 17 a

navrzeny optimalni podminky zpracovani.

Kli¢ova slova: kuteci béhaky, extrakce, enzymové zpracovani, hydrolyzat, zelatina, klih,

pevnost gelu, stupeni konverze, optimalni podminky zpracovani

ABSTRACT

The aim of the thesis was to explore the possibilities of the preparation of protein
products (gelatine/hydrolysate) from chicken talons as by-products of poultry farms. The
theoretical part is divided into three sections. The first one is focused on proteins and non-
proteins waste from food processing and their usage; the two other sections deal with the
production and usage of gelatine and hydrolysate. The experimental part describes the pro-
cessing of fat-extracted starting material on two levels (enzyme processing and extraction
by water). The influence of the addition of enzyme, the temperature and the time of pro-
cessing were monitored. The efficiency of the process was evaluated by the degree of the
conversion of the starting material on protein products. The prepared products were charac-
terised by the gel consistency and the content of ash. The results were analysed in the sta-
tistic program Minitab 17; and subsequently, some optimal processing conditions were

proposed.

Keywords: chicken talons, extraction, enzyme processing, hydrolysate, gelatine, glue, gel

consistency, the degree of the conversion, optimal processing conditions
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UvVOD

Odpady patii mezi celosvétovy problém, ktery je nutné fesit a kazda zemé se snazi
vSemi prostfedky jejich vznik omezit, jelikoz uplnd eliminace je nemozna. V roce 2008
vznikla smérnice ,,hierarchie nakladani s odpady*, kterd jasn€ definuje, jak bychom se méli
k tomuto problému stavit. Nejvyssi vyznam ma piedchazeni vzniku odpadu, nasleduje pfi-
prava k opétovnému pouziti, recyklace/kompostovani, jiné vyuziti (napf. energetické), a
nejméné zadouci je odstranéni (napft. skladkovani). Agentura EPA definovala koncept hie-
rarchie pro potravinovy odpad jako: omezeni nadbytecné vyroby potravin, potraviny pro
hladovéjici lidi, krmivo pro zvifata, primyslové pouziti, kompostovani, spalovani nebo

skladkovani.

Problém s bilkovinnym a nebilkovinnym odpadem je v souc¢asné dobé na vzestupu
a zahrnuje vSechna odvétvi, ptiemz trvale udrzitelné feseni se vztahuje ke vSem, ktefi k
témto odpadim piispivaji. Potravinaisky odpad reprezentuje velké mnozstvi nevyuzitého
materialu, a tudiz se pro néj hledd vyuziti. Jedna se o odpady vznikajici v zemédélstvi a
potravindiském primyslu. Dalsi ¢ast tohoto odpadu tvofi potraviny jiz zpracované s pro-
$lou dobou spotieby, zne¢isténé nebo nespotiebované konzumentem. Resenim by byla tpl-
na eliminace vzniku odpadu, jelikoz to ale neni realizovatelné, musi se hledat zpisob, jak
jeho vznik omezit. Jednou z moznosti je zavadéni novych technologii v potravinaiském
pramyslu pti zpracovani materialu nebo pro dalsi vyuziti odpadu, ktery pfi zpracovani
vznika. Pokud neni mozné jeho vyuziti na potraviny, jsou vyuzitelné pro vyrobu biopaliv
nebo biopolymert. Dal$im krokem je kompostovani, které je vhodné k obnoveni Zivin ne-
bo k oddéleni uhliku produkci humusu. Kone¢né a méné zadouci moznosti jsou spalovani a
skladkovani. Toto feSeni neni pfili§ vyhledavané pro své nezadouci uc¢inky. U skladkovani
mohou vznikat nezddouci pachy, kontaminace podzemnich vod nebo pozary a pro pouziti

na tepelnou energii nejsou dostatecné vyhievné.
Tato diplomové prace je zamétena na bilkovinné odpady vznikajici pfi zpracovani
driibeze a jejich dalsi vyuziti. Jedna se o kuieci béhaky, které jsou rozemlety, a nasledné je

Z nich pomoci ur¢enych technologickych postupti vyrobena zelatina.
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1 BILKOVINNE A NEBILKOVINNE VEDLEJSI PRODUKTY
POTRAVINARSKEHO PRUMYSLU A JEJICH VYUZITI

Hlavnim cilem v problematice nakladani s odpady, je zcela zabranit jejich vzniku. V
ptipad¢, ze néjaky odpad piece jen vznikne, je tieba jej recyklovat. Zcela se vyhnout plyt-
vani s produkty nebo s recyklaci bioodpadu je v potravinaiském pramyslu velmi obtizné.
Nevyuzité zbytky se skladaji pfevazné z organickych materialti a jejich dalsi vyuziti na
potraviny je omezeno, protoze maji nizké nutri¢ni hodnoty nebo obsahuji komponenty,
které nejsou vhodné ke konzumaci. Recyklace béznych druhti bioodpadu, stejné jako vSech
surovin biologického plivodu, je zcela nemozné. Vyjimku z tohoto typického bioodpadu
tvoii vyrobni ptisady, které jsou pfidavany v priabéhu zpracovani potravin. Tyto vyrobni
ptisady jsou pak nasledné odstranény a tim bud’ ztraci svou funkénost, nebo jsou odpovéed-
né za hromadéni odpadniho materialu (napf. imobilizované kvasinky, pomocné filtraéni
latky, adsorbenty). Odpady ze zpracovani potravin jsou vyhradné biologického puvodu, a

proto se vyuzivaji jako krmivo pro zvifata nebo hnojivo. [1]

1.1 Vedlejsi produkty masné vyroby

Vedlejsi produkty masa vznikaji pii pordzce nebo odstranénim uhynulych a nemoc-
nych zvitat. Existuje mnoho zplisobt, jak zménit nebo aktualizovat technologie pouZivané
v masném a mlékarenském primyslu, aby suroviny s velkym obsahem zivoc¢isnych bilko-
vin neskoncily v odpadu. Ty se na zékladé soucasného systému zméni na material patiici
do Kategorie I. (specifikovany rizikovy material), ktery v souladu s piedpisy musi byt
okamzit€ vyfazen z vyrobniho fetézce potravin a zni¢en. V soucasné dobé€ je az 30% pro-
teinu vhodného na potraviny ztraceno pii zpracovani masa. Masokostni nebo masna mouc-
ka jsou cenové pristupné zdroje bilkovin. [2]

Vv o w

Svalovina a vedlejsi produkty (vnitinosti a organy zvitat) jsou bézné konzumovany.
Z kuze, krve, kosti, rohti, kopyt, koncetin, masovych odfezkti, tuku a vnitinich organt
vznika Siroka Skala produktt a potravinovych doplika pro lidi, krmivo pro domaci zvifata,
hnojivo nebo palivo. Krev, jatra, plice, srdce, ledviny, mozek, slezina a dr$tky jsou vedlejsi
produkty s dobrou nutriéni hodnotou. Jatra jsou bohata na vitaminy a spolu s ledvinami
obsahuji fadu minerald a stopovych prvki, ale i pomérné vysoky obsah cholesterolu. Pro-

dukty bohaté na tuk (veptové sadlo, 1j) pfispivaji predevsim k piijmu energie. Funkce a
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uzite¢nost organti zavisi na zivo¢isném druhu, ze kterého jsou ziskany, a proto mohou ob-
sahovat rozdilné mnozstvi zivin. Naptiklad vitamin A; se mize lisit obsahem retinolu od
50000 pg u jehnéc¢iho srdce az po 20000 pug u vepiového srdce nebo 18000 pg u srdce ku-
feciho. [3]

Krev se ziskava ze skotu a prasat. Sklada se z Cervenych a bilych krvinek, krevnich
desti¢ek a plazmy. Napiiklad krev skotu, ktera je povazovana za odpad obsahuje 80,9%
vody, 17,3% bilkovin, 0,23% lipida, 0,07% sacharidt a 0,62% mineralii. Krevni bilkoviny
nachazejici se v plazm¢, maji vhodné technologické vlastnosti, jako je zelatinace, nadou-
vani a emulgace. Diky tomu jsou vhodné k pouziti v potravinaiském primyslu a jako do-
pliky stravy. Frakcionované proteiny plazmy (imunoglobuliny, fibrinogen a sérovy albu-
min) mohou byt ptidany do potravin a krmiv diky schopnosti Zelatinace a emulgace. Nékte-
ré proteiny plazmy jsou schopné zesiténi hlavnich proteind a inhibi¢ni aktivity proteaz ne-
bo jsou pouzity k obohaceni proteinovych produkti (t€stoviny). VysraZené slouceniny
krevni plazmy (fibrinogen a enzym trombin) jsou pouzivany pod ochrannou znamkou fib-
rimex® (Harimex, Holandsko) jako pojivo pfi zpracovani masa pii vyrob¢ restrukturalizo-
vanych masnych vyrobkd. Po aplikaci smési trombinu a fibrinogenu na povrch masa dojde
vlivem enzymu trombinu k pfeméné rozpustného fibrinogenu na nerozpustny fibrin. Ten
vede ke vzniku polovi¢ni odstupiiované struktury nazyvané protofibrila, které nakonec ag-
reguji na vladkna, a vznika trojrozmérna sit fibrinové sraZeniny. Vysledna sit’ poskytuje ma-
su emulzi s modifikovanymi fyzikalné-chemickymi a stavebnimi vlastnosti, zvySuje tvrdost
a pruznost. Bunétna frakce neni dostatecné vyuzitelna. Je bohata na Cervené krvinky a
pravdépodobné v dusledku hemu (slozka hemoglobinu), ktery proptjcuje tmavou barvu a
nezadouci chut’ vyrobku nebo z hygienickych divoda. I pies hygienicka opatfeni, mikrobi-
alni kontaminace krve mutiZze zlstat relativné vysoka. Bunécné frakce miize byt pouzita v

masném prumyslu pfi vyrob€ uzenin jako dobarvovac. [3]

Odpad a vedlejsi produkty zivo¢isného ptivodu mohou byt pouzity pro vyrobu orga-
nického hnojiva a krmiva pro zvifata. Zavadénim novych technologii by se mohlo jeho
pouziti rozsifit jeste¢ dale - potraviny pro lidskou spotiebu, vyroba bioplynu, ¢astecna na-
hrada za rybi moucku, krmeni pro ptaky, anebo mohou byt pouzity na vyrobu krmiva pro
ryby. Rlizné druhy ryb potiebuji riizné mnoZzstvi bilkovin. Obsah bilkovin v krmivu zarucu-
je jejich zdravi a dobry rast. Mineralni latky (vapnik, fosfor) jsou druhou vyznamnou sloz-

kou krmiva ryb. Jsou vhodné i jako pfisady substratu ke zvySeni ucinnosti procesu vyroby
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bioplynu. Dals§im diilezitym smérem je moznost vyroby bionafty (vafic¢e, motorové palivo)
z tuku vedlejSich produktt zivo¢isného pivodu. [2] Bionafta mize byt vhodnou alternati-
vou motorové nafty, aniz by se musely extrémné upravovat motory vozidel. Je biologicky
odbouratelna, netoxicka a s minimalnim vznikem emisi. Vede ke snizeni oxidu uhli¢itého,

oxidu uhelnatého, pevnych ¢astic a nespalenych uhlovodika. [3]

Tuk se pouziva pro kosmetické aplikace, jako jsou télova mléka a krémy. Hovézina
zahrnuje asi 7-8% zivé hmotnosti zvitete a je klasifikovana podle hmotnosti, pohlavi, de-
fekt a zpusobu likvidace. Pouziva se na vyrobu bot, kabelek, penézenek, rukavic, kozené

galanterie, odévu, opaska atd. [3]

Vedlejsimi produkty pii zpracovani dribeze jsou napiiklad materialy obsahujici kera-
tin (pefi, $tétiny a chlupy). Keratinovy hydrolyzat, ktery je bohaty na rozpustné proteiny a
aminokyseliny, se ziskava zpracovanim s hydroxidem véapenatym. Tento koncentrat obsa-
huje mnozZstvi esencialnich aminokyselin: lysin, treonin, leucin, izoleucin a valin. Pfestoze
rozpusténi bilkoviny pfi nizsich teplotach vyzaduje vice ¢asu, umoziuje vybér "mékkych"
procesu zpracovani ziskat produkt proteinu, ve kterém je stravitelnych 95% keratinovych

vlaken. [2]

1.2 Vedlejsi produkty pri zpracovani ryb

Zpracovanim moiskych plodl a zejména tunaki vznika velké mnozstvi odpadu. Pti
zpracovani se dba na maximalizovani ziskd produktd vhodnych ke konzumaci, ale produk-
ce odpadl nebo vedlejsich produktd je nevyhnutelna. Velka ¢ast je zlikvidovana jako od-
pad, nebo se jedna o produkty nizké hodnoty - hlava, vnitinosti a ocas. Rybi produkty ob-
sahuji cenné bilkoviny, lipidy, vitaminy a mineraly. Jsou také vyznamnym zdrojem znecis-
téni zivotniho prostiedi. Ekologické predpisy jsou stale ptisnéjsi a vyzaduji nové metody

o 24

rybiho oleje. [4]

1.3 Vedlejsi produkty pri zpracovani syrovatky

Syrovatka je vedlejsi produkt vyroby syru a tvarohu a jedna se 0 surovinu s vyuzitim
predevsim ve vyzivé. [5] Jeji bohaty obsah zivin (laktdza, bilkoviny) zpusobuje rychlé ka-

Zeni, a proto musi byt pasterizovana a okamzité¢ ochlazena. Bakterie zpisobujici kazeni
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jsou podobné jako u mléka. [6] Syrovatka obsahuje B-laktoglobulin, a-laktalbumin, hovézi
sérovy albumin, laktoferin, imunoglobuliny, enzymy laktoperoxidazy, glykomakropeptidy,
laktozu a vitaminy. Biologické slozky zlepSuji fadu imunitnich vlastnosti. Kromé toho,
pusobi syrovatka jako antioxidant, antihypertenzivum, protinadorové, hypolipidemicke,
antivirové, antibakterialni a chelataéni ¢inidlo. Syrovatka z podmasli obsahuje oproti syro-
vatce ze syru lipid sfingomyelin. Diive byla syrovatka povazovana za vSelék pouzivany k
1é¢be zazivani a problémil vazli nebo kloubt. V dnesni dob¢ je povazovana za dietni pro-
teinovy dopln€k poskytujici antimikrobialni aktivitu, zklidnéni imunity, zlepSeni svalového
napéti a stavby téla, predchazi kardiovaskuldrnim chorobdm a osteoporédze. Rizné techno-
logie zpracovani syrovatky vedou k produkci riznych vyrobki, které jsou k dispozici v
obchodni siti. Jedna se o proteinovy koncentrat syrovatky (80-95% bilkovin), deminerali-
zovana a hydrolyzovana syrovatka, redukovana syrovatkova laktoza, syrovatkovy proteino-
vy izolat. Kazdy hotovy vyrobek mé rizny pomér bilkovin, sacharidii, imunoglobulint,
laktézy, mineralnich latek a tuku, coz je dualezité pii vybéru syrovatkové frakce pro urcité
vyzivové aplikace. [5] Pro jeji vyuziti jako vysoce kvalitni pfisady na syrovatkovém zakla-
dé je nezbytné, aby se zabranilo jejimu rychlému kaZeni po vyrobé. K prodlouzeni trvanli-
vosti mlé¢nych vyrobkl se diky svym antimikrobialnim u¢inkiim pouziva oxid uhlicity. [6]

Na Islandu se syrovatka nechava kvasit v sudech a nazyva se Syra. Po zfedéni vodou
se pouziva jako marinada nebo konzervacni prostiedek pro maso a jiné potraviny. Jedna se
o napoj islandskych lidi a pti nedostatku obili v regionu by mohla nahradit pivo. [5] V Es-
tonsku se pouziva na vyrobu syru typu ricotta. Krystalizaci lze ze syrovatky vyrobit lakto-

zu, ktera mize byt dale vyuzita v potravinatském pramyslu. [2]

Syrovatkovy permeat z mlékarenského prumyslu je dulezity kapalny odpad pro vyro-
bu etanolu a minimalizuje environmentalni problémy spojené s jeho zpracovanim a li-
kvidaci. [7]

Zakladni sloZkou syrovatky je proteinovy prasek, ktery je vyhledavany pro své nu-
tri¢ni a funkéni vlastnosti. Cista kyselina octova a syrovatkova bilkovina se vyrabi kvase-
nim syrovatky, ktera vznika pii vyrobé syru. Koncentrovany syrovatkovy protein ziskany
jako vedlejsi produkt zvySuje marzi a tim i Gsporu. Moznost vysokého stupné rozlozeni
cilovych molekul pomoci pifizpiisobenych membran oteviela nové cesty k vyrobé vysoce
¢istych organickych kyselin a dalSich biomolekul citlivych na teplo. Kyselina octova je

dalezita pro vyrobu monomeru vinylacetatu, anhydridu kyseliny polyetylentereftalatoveé,
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kyseliny tereftalové, barev, lepidla, potravinaiského octa, potravin, textilu a produktii pro
fotograficky primysl. Ro¢né se vyrobi 95% kyseliny octové z ropnych zdroju, jako je me-

tanol (karbonyla¢ni reakce) a etylen nebo acetaldehyd (oxida¢ni reakce). [8]

1.4 Vedlejsi produkty z obilné vyroby

vvvvvv

ce, proso, oves, zito a je¢men. Jsou péstovany priblizn€ na 80% svétové orné plidy. PSenice
a zito jsou mlety na mouku a krupici, oves je zpracovavan na ovesné vloc¢ky v ovesnych
mlynech a ryze loupana v ryzovych mlynech. Kukufice je primarné zpracovavana na skrob
a oleje a jeCmen se pouziva na slad. [1]

Ryze (Oryza sativa) je jednosemenna rostlina pattici do ¢eledi trav (Poaceae). Jedna
pickych oblastech trva jeji zivotni cyklus 3-4 mésice. Vedlejsim produktem mleti ryze je
slupka, ktera se pouziva na vyrobu biomasy. Ryze se sklada z 20 az 25 htm% slupky. [9]

YV W

Psenice (Triticum aestivum) je jedna z nejbéznéjsich obilovin. Zrno se pouziva k vy-
rob&é mouky na chleba, susenek, kolacut, téstovin, nudli a kuskusu. Po vykva$eni nahrazuje
pivo a rizné druhy alkoholickych napoji nebo bio-pohonné hmoty. Pouziva se jako krmivo
pro dobytek a i slama miZze byt pouzita jako krmivo nebo jako stavebni material. Slupka
pSenice se sklada asi z 20% pSenice, jedna se o vedlejsi produkt lignocelulozy a pouziva se

jako krmivo pro hovézi dobytek a do ur¢ité miry jako pohonné hmoty. [9]

Obilna slupka se pouziva jako ndhrazka dieva (dfevottiskové desky) a pro vyrobu
kompozitnich materiald pro automobilové, balici a stavebni aplikace. V poslednich letech
jsou lignoceluldzy (sldma, kukuficné stébla, slupky a vylisovana cukrova titina) pouzivany
pro vyrobu kompoziti s polypropylenem, polyetylenem, polyesterem, polyvinylacetatem,
polyuretanem, kyselinou polymlé¢nou a Novolaky. Vedlejsi produkty obili (slupky ryze a
pSenice) jsou diky svym vlaknim vhodné jako levny konstrukéni material. Vyvoj biologic-

ky rozlozitelnych obalti z obnovitelnych pfirodnich zdroji podporuji vlady EU. [9]

Odpady bagasy, stébla a slupky ryze a zbytky Skrobu jsou slozeny z proteind, lipidd,
sacharidii, nukleovych kyselin, anorganickych sloucenin a dalSich nebilkovinnych dusika-
tych sloucenin (vitaminy) a mohou byt pouzity jako substrat pro rist mikroorganismil. Tyto

materialy jsou ekonomicky vyhodné, pro jednoduchou kontrolu znecisténi a eliminovani
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problémi s likvidaci odpadi. Zeméd¢€lsky odpad je vhodny podklad pro vyrobu mikrobial-
nich proteint, ale musi spliiovat nasledujici kritéria; netoxicky, zcela regenerovatelny, lev-
ny, schopny podporovat rychly rist a mnozeni organismi coz vede K vysoce kvalitni bio-

mase.[10]

1.5 Vedlejsi produkty pri vyrobé cukru

Cukrova fepa se sklada z hlavy, krku, vlastniho kotene, které jsou vyobrazeny na

obrazku 1 a hadzemnich zelenych listi tzv. chrast [11].

e . Sk
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hlava krk vlastni koren

Obrazek 1. Stavba fepné bulvy [11]

Vedlejsi produkt z vyroby fepného cukru je zeleny chrast, krk, cukrové fepné fizky
a bezcukerna melasa. Chrast a krk jsou odstranény pred extrakci cukru. Repné fizky jsou
zbytky duziny vzniklé po extrakci cukru. Bezcukerna melasa je kapalny zbytek po odstra-
néni cukru, ktery je ziskany z fepné melasy. VSechny vedlejsi produkty jsou vyrabény ve

velkém mnozstvi. [12]

Chrast, krk a vysusené fepné tizky se prodavaji predevsim jako krmivo pro hospo-
datska zvirata. Pro zvySeni obsahu proteintt se do krmiva né€kdy pfidava melasa. Tradi¢ni
melasa miize obsahovat az 48% cukru, ktery ma vysokou obchodni hodnotu jako zdroj
uhliku v kvasném prumyslu, a také pii vyrobé hnojiv a krmiv. Bezcukerna melasa ma ve
srovnani s b&Znou melasou nizky obsah cukru, ale vysoky obsah iontii. Repné fizky jsou

vhodny substrat pro vyrobu bioplynu. [12]

Z biomasy a zemédélskych produktii se vyrabi etanol. Jedna se o alternativni zdroj
energie a ve sveté se vyrabi predevsim z kukufice, Skrobu, cukrové titiny a cukrové fepy.
[13] Suroviny neobsahujici §krob (cukrova titina, cukrova fepa, melasa a ovoce) mohou byt

pfeménény na etanol pi¥imo. Skroby (obili a kofenové plodiny) musi byt nejdiive hydroly-
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zovany na zkvasitelné cukry piisobenim enzymut ze sladu nebo plisni. Celuldza (dievo,
zemé&délské odpady a papir) mize byt pfeménéna na cukry ptisobenim mineralnich kyselin.
Vzniklé jednoduché cukry mohou kvasinkovymi enzymy snadno kvasit na etanol. Slibny
material pro vyrobu etanolu je odpadni produkt pii vyrobé cukru — melasa. V Indii se me-

lasa pouziva pii vyrobé alkoholu. [7]

Pouziti cukrové fepy na energetické ticely je velmi problematické, protoze pro do-
sazeni vysokého vykonu je tieba velké mnozstvi. Vynos kotent a jejich chemické slozeni

ovliviluji zemeédelské faktory, které jsou specifické jak pro péstovani, tak pro odriady. [13]

Ptisady na bazi melasy zvysuji kvalitu betonu sniZenim poméru voda — cement diky
schopnosti redukovat vodu. Melasa zlepSuje zpracovatelnost a tekutost Cerstvého betonu a
prodluzuje dobu Upravy cementové kaSe. Beton milize bit poskozen v diisledku chemickych
reakci se siranem. Ten se vyskytuje v podzemni vod¢, ptidé s vysokym obsahem jilu, moft-
ské vod¢, bazinach obsahujicich organické latky a dolech. Odpadni vody z €istiren jsou na
n¢j bohaté také. Intenzita jeho G¢inku zavisi na koncentraci iontd siranu nachazejicich se v
pude nebo ve vodé. Siran piichdzi do reakce s nekterymi slou¢eninami cementu a ¢asem
zpusobuje zhorSeni betonu. To nastane, kdyZ siranové ionty reaguji s oxidem hlinitym a
slou¢eninou vapniku ve ztvrdlém betonu a vytvoii se ettringit a sadra. Pouzitim melasy v
betonu se do jisté miry témto reakcim zabrani. [14]

ow

1.6 Vedlejsi produkty pri vyrobé piva

Hlavni odpady pivovarského primyslu jsou pivovarské mlato, piebytecné kvasnice,
etikety a kiemelinovy kal. Mlato je pevny zbytek vznikajici oddélenim od sladiny a stejné
jako kvasnice vznikajici pfirodni sedimentaci na konci druhého kvaseni a zrani se pouziva
jako krmivo pro hospodaiska zvirata. Je tieba se vyhnout nebo omezit i odpad z etiket,

protoze se nejedna o obycejny papir, ale je za mokra impregnovany roztokem louhu. [15]

Kiemelinovy kal vznika filtraci. Pro dosaZeni pozadované Cistoty a stalosti piva, mu-
si byt v§echny mikroorganismy a proteinové ¢astice odstranény jesté v suspenzi po fermen-
taci a dokvaseni. Tyto Castice pfi filtrovani okamzité pokryji a tim blokuji cely povrch fil-
tru. Aby se tomu zabranilo, piidavaji se pred filtraci do piva vysoce porézni pomocné pro-
sttedky (kifemelina). To ma pfi filtraci za nésledek konstantni narlstani filtra¢niho loZe.

Timto hromadénim ve filtracni vrstvé je vytvoieno prostorové usporadani z diive suspen-
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dovanych castic. Vznikajici kal je slozeny z kiemeliny a organickych latek. Soucasné zpt-
soby likvidace do zeméd¢€lské pliidy nejsou vyhovujici s ohledem na udrzitelny hospodaisky

cyklus. [16]

1.7 VedlejSi produkty pri prazeni kavy

Kéva patii mezi nejpopularnéjsi napoje. Z 80 druhti se k piti péstuji dva hlavni druhy.
Coffea arabica (Kavovnik arabsky) pfedstavuje ptiblizné 75% celosvétové produkce kavy
a Coffea canephora (Kavovnik statny) piedstavuje asi 24% produkce. Kavova zrna se prazi
teplym vzduchem za stalého michani, aby se zajistilo rovnomérné zahtivani. Béhem praze-
ni pfejdou zelend kavova zrna na Zlutou, svétle hnédou a nakonec maji tmavé hnédou ole-
jovitou barvu. Nékteré z piirodnich cukri jsou pfeménény na COy, jiné karamelizuji a pfi-
spivaji k dobré chuti a barvé. Laktony kyseliny chlorgenové vyrobené z chlorgenové kyse-
liny pfispivaji k hotké chuti. V poslednich letech se obraci pozornost i na biologickou
ucinnost slozek kavy, jako jsou antioxidacni a antihyperglykemické ucinky, inhibice

a-amylazy a lipazy a dalsi. [17]

Jediny vedlejsi produkt vznikajici béhem praZeni kavovych zrn je stibrna blanka.
Zelena kévova zrna se Cisti a vydroluji. Pro ¢isténi se pouziva "mokry" nebo "suchy" zpt-
sob, pfiCemz vE&t§si mnozstvi stiibrnych blanek vznikéd po €isSténi suchym zpisobem. Kize,
duzina, pektinova adhezni vrstva a pergamenovy obal jsou v téchto dvou procesech ze ze-
lenych zrn zcela odstranény. AvSak ¢ast stéibrné blanky na nich po zpracovani zistava. [17]

Kavova bobule v fezu a jeji sloZeni je zobrazeno na obrazku 2.

Priifez zrnem

Zrno (endosperm)

Stfibrna blanka (epidermis)

Pergamenovy obal (endokarp)

Pektinova adhezni vrstva

DuZina (mesocarp)

Kaze

Obrazek 2. Rez bobuli kavovniku [18]
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V soucasné dobé pro ni neni efektivni vyuziti, a proto je odstranéna jako prumyslovy
odpad. Do budoucna by mohla byt povazovana za biomasu. Vyzkum se dale zamétuje na
vyuziti odpadl vznikajici po konzumaci kavy (cukr, mléko, mineraly a vldkna) jako alter-

nativniho obnovitelného zdroje energie (bionafta a bio-etanol). [17]

1.8 Organicky odpad obci

Organicky odpad z obci, zemédélsko-primyslové zbytky a bioodpad jsou idealni za-
kladni suroviny pro biorafinerie. Jedna se o biologicky odbouratelné materialy, které obsa-
huji latky téi hlavnich organickych skupin: sacharidy (jednoduché cukry a polysacharidy),
proteiny a lipidy. Mohou z nich byt vyrobeny bioprodukty s piidanou hodnotou prostied-
nictvim biologickych nebo termo-chemickych procest, véetné biopaliv, chemikalii, komo-
dit, biopolymert a bioplasti. Jsou znamy 4 skupiny organického odpadu: maso-ryby-syr,

ovoce, zelenina, chléb a téstoviny. [19]
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2 ZELATINA

Zelatina je odvozena z latinského "gelata”, coz popisuje jeji nejcharakteristicté;jsi
vlastnost a tj. tvorbu gelu ve vodé. [20] Je to dilezity funk¢ni biopolymer Siroce pouzivany
v potravinach s cilem zlepsit pruznost, konzistenci a stabilitu. Lze ji ziskat nejen z klize a
kosti suchozemskych zivocichu, ale také z ryb a hmyzu. [21] Ziskava se hydrolyzou kola-
genu. Kolagen je ve vod¢ nerozpustny, kdezto zelatina (Obrazek 3) se ve vodé rozpusti

snadno uz pii teploté vyssi nez je teplota denaturace nativniho kolagenu. [20]

Obrazek 3. Zelatina v podobé granuli [22]

2.1 Kolagen

Kolageny charakterizuji tkan¢ a maji rizné funkce a vlastnosti. [23] Jedna se o hlavni
sloZzku vSech bilych vladknitych pojivovych tkani vyskytujicich se v organech zvifat, jako
jsou napiiklad Slachy, chrupavky, svaly, kuzi [20] a je pfevladajici slozkou extracelularni
matrice (ECM). [24] ECM se sklada z nerozpustnych vlaken, mikrovlaken, rozpustnych
proteint a glykoproteinti. Napomaha vzniku tkané s individualnimi mechanickymi a fyzio-

logickymi vlastnostmi. Ovliviiuje spojeni bunék a jejich migraci. [23]

Kolagen predstavuje témét 30% z celkového mnozstvi proteinu obratlovet i bezob-
ratlych zivocichi a pod mikroskopem vypada jako bilé neprihledné vlakno, obklopené
dalsimi proteiny a mukopolysacharidy. Sklada se z 18 az 20 aminokyselin a obsahuje velké
mnozstvi glycinu, prolinu a hydroxyprolinu. Jeho zakladni jednotka je tropokolagen skla-
dajici se ze tii propletenych levoto€ivych fetézcl spojenych vodikovymi mustky. Tyto tfi
polypeptidové fetézce spolecné tvoii mirnou, pravoto¢ivou supersroubovici. Riizna kombi-
nace tii polypeptidovych fetézcl vede ke vzniku odlisnych typi molekul tropokolagenu. Ty

jsou spojeny do vlaken vznikajicich sefazenim vlaken vedle sebe a pootocenim kazdého z
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nich o 1/4 své délky podél sousedni molekuly. Tato vlakna jsou stabilizovana intermoleku-
larnim sitovanim mezi lysinem nebo hydroxyprolinem a zbytkem lysinu nebo hydroxylysi-
nu - sekundarni aldehyd, tvofici nestabilni aldiminovou vazbu, kterd se stava v kolagenu

Casem stabilni. [25]

Kolageny mohou byt rozdéleny do dvou podskupin. Jedna skupina tvofi vldkna a

druha nevlaknité formy kolagenu. [23]

Kolagen tvofi pravotociva 3-Sroubovice skladajici se ze tii a-fetézci. Ty mohou byt
tvofeny ze tii stejnych fetézcl (homotrimery), anebo ze dvou a vice rtiznych fetézca (hete-
rotrimery). Kazdy ze tii a-fetézci je tvofen prodlouzenou levotoéivou Sroubovici. Dulezity
pro stavbu kolagenniho fetézce je zbytek glycinu v kazdé tieti poloze polypeptidovych te-
tézct vedouci k opakovani (Gly-X-Y)n. Glycinové zbytky jsou ve stiedu 3-Sroubovice, za-
timco objemné postranni fetézce jinych aminokyselin zaujimaji krajni polohy. To umoziu-
je tésné sbaleni kolem stiedové osy v molekule. Pozice X odpovida prolinu a Y hydroxy-
prolinu. Obsah 4-hydroxyprolinu je zasadni pro tvorbu intramolekularnich vodikovych
vazeb a pfispiva ke stabilité struktury 3-Sroubovice. I kdyz je 3-Sroubovice klicovym rysem
vSech kolagenli a hraje hlavni roli u vlaknitych kolageni, nekolagenni domény lemuyjici

centralni spiralovou ¢ast jsou také dilezité konstrukéni prvky (obrazek 4). [26]

N-propeptid 3-froubovice C-propeptid
telopeptidy telopeptidy
(nehelikalni) (nehelikalni)

) [man)n
N - prokolagendza C- prokolagendza

Obrazek 4. Molekularni struktura vlakna kolagenu typu I. s riznymi subdoména-

mi, jakoz i mista §tépeni na N- a C-prokolageny [26]

C-propeptid iniciuje tvorbu 3-Sroubovice, zatimco N-propeptid reguluje primarni
prumé&ry vladken. Kratké nezapletené telopeptidy jsou spojeny s kovalentnim sitovanim

molekul kolagenu, a také spojuji ostatni molekularni struktury obklopujici matici. [26]
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Pro kazdou tieti peptidovou jednotku Gly-X-Y, je jen jedna piima intrafetézcova
vodikova vazba mezi vodikem -NH skupiny glycinu a kyslikem -CO skupiny X zbytku

Vv hlavnim fetézci proteinu. [27]

Délka 3-Sroubovice se u kolagenu lisi. U nékterych neobsahuje preruSeni, u jinych
se nekolagenni domény ucastni tvorby sité a agregace. Pieruseni 3-Sroubovice muze zpu-
sobit intramolekularni pruznost a konkrétni proteolytické St€peni. Nativni 3-Sroubovice
jsou odolné vuci proteazam, jako je pepsin, trypsin nebo chymotrypsin a mize byt degra-
dovan pouze riznymi typy kolagenazy. Kolagenaza A (MMP-1), kolagenaza B (MMP-8),
kolagendza C (MMP-13). Jiné formy metaloproteinazy jsou schopny $tépit denaturovany
kolagen ("zelatiny"). Podrobna analyza vzajemného plsobeni MMP, stejné jako specific-

kych inhibitort je popsana reaktivitou in vivo.[26]

2.2 Surovinové zdroje na vyrobu Zelatin

Pti vyrobé Zelatiny je kolagen denaturovany a ztraci svou pfirozenou strukturu. Ko-
lagenové vlakna tvofici Sroubovice ztraci béhem zahfivani svou strukturu, kterd se pfi

ochlazeni ¢aste¢né obnovi. Voda je uzaviena v siti fetézi a zelatina tvoti gel. [28]

Kolagen existuje v riznych formach, ale Zelatina se vyrabi ze zdroji bohatych na ko-
lagen typu I. [29], ktery je obsazen ve vSech vrstvach kize (85-90%) [27]. Vyrabi se roz-
kladem primarni, sekundarni a tercialni struktury pfirodniho kolagenu. Tato degradace za-
visi na podminkach zpracovani, intenzité extrakce a ¢isténi [30]. Pfesto mize Zelatina ob-
sahovat stopy cukrd, tukii a soli, které mohou tvofit kovalentni vazby s proteinovymi vlak-

ny zelatiny. Nékteré reakce s cukry zpusobuji hnédou barvu zelatiny [28].

Zelatina se vyrabi &aste¢nou hydrolyzou kolagenu ziskaného z kiize, bilé pojivové

tkan¢ a kosti zvirat [25], [31], ale také z ryb a hmyzu [21].

2.2.1 Tradiéni suroviny
Hlavni surovina, ze které se ziskava material pro vyrobu zelatiny, je kolagen obsa-
zeny v tkani veptovych nebo hovézich zvifat. Jedna se predevsim o tkan [32], kuzi, kosti,

Slachy a volnou pojivovou tkan [33].
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2.2.2 Netradi¢ni suroviny

Zelatina z veprovych kiizi neni piijatelnd pro islam a judaismus a z hovéziho masa
je vhodna pouze v ptipad¢, Ze je pfipravena podle nabozenskych pozadavki. Pro islam a s
minimalnim omezenim i pro judaismus je pfijatelna zelatina z ryb. Problémy muize zpiso-
bit pfetrvavajici zbytkovy zapach, zejména kdyz je uréena pro pouziti v mirné¢ ochuceném
produktu. Kufeci vykosténé zbytky jsou hlavnim vedlejsim produktem masného primyslu

a mohou byt cennym zdrojem Zelatiny. [34]

Bohatym zdrojem kolagenu a tedy i suroviny na vyrobu zelatiny jsou kuze
z chobotnice a sépie. [35] Dalsim alternativnim zdrojem Zelatiny, ktery je pfijatelny pro
muslimské a zidovské produkty mize byt jedly hmyz. Mariod se svym kolektivem pfipra-

vili jedlou Zelatinu z Aspongopus viduatus a Agonoscelis pubescens (obrazek 5) [21]

Obrazek 5. Agonoscelis pubescens (vlevo) a Aspongopus viduatus (vpravo) [21]

2.2.3 Kufreci vykosténé zbytky

Zelatina z kufecich vykosténych zbytkd ma vysokou hodnotu Bloom (Bloom > 250),
s ¢imZ souvisi 1 vynikajici vodu absorbujici vlastnosti a teplota tani Zelatiny je pfi nizké
hodnoté Bloom. Proto by méla byt preferovana v mléénych vyrobcich, zelé a pti vyrobé
sulcu. Zelatina z kufecich vykosténych zbytkii ma vyssi viskozitu a lepsi pénici vlastnosti
nez komercni Zelatina. Je vhodna pro pfipravu marSmelount. Tento produkt potiebuje Zela-
tinu s vysokou pevnosti Bloom, vysokou viskozitou a dobrymi vlastnostmi pii §lehani. Ze-
latina extrahovana z kutecich vykosténych zbytki vykazuje vynikajici vlastnosti a je vhod-
na jako nahrada za Zelatinu ze savci. Mlze byt pouzita v potravinaiském, farmaceutickém

a fotografickém pramyslu. [34]
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2.3 Zpusoby vyroby Zelatin

Vystavenim kolagenu slabé kyseling, zasadé nebo teplé vode se vldknita struktura ko-
lagenu nevratné porusi a tvoii se zelatina. Béhem Upravy dochézi k rozdéleni pii¢nych va-
zeb mezi polypeptidovymi fetézci kolagenu. Vyroba Zelatiny zahrnuje obecné kroky véetné
predbézného zpracovani suroviny, extrakce, ¢isténi a suseni. V zavislosti na zvoleném po-
stupu se ziska pozadovana Zelatina. Praseci klize jsou upravovany kyselinami, aby se za-
branilo jejimu zmydelnéni, protoze obsahuji velké mnozstvi tuku. Touto cestou se ziskava
zelatina typu A. Kyselé zpracovani je vhodné na tkan mladsich zvitat. Ty maji v kolagenu
slabsi kovalentni vazby, které zajistuji dobry vytézek a kvalitni Zelatinu. Zasadami se
upravuji nasekané materialy a osein pfipraveny z kosti. Ziskava se tak Zelatina typu B. [36]

Schéma predipravy Zelatiny je zndzornén na obrazku 6.

kolagen
COOH i Lo
T comm, {:ﬂINI‘I:-

NH,

preduprava k‘r‘SE”ﬂDU/\ preduprava zasadou
d ONH, N ¢ CONH
J
] = f T
L‘L:L'JH 7‘;7"‘1 MH; CPH, W .
CONOE NH; COOH  MH. I ool
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NH,* CONH, NH_-'::?OH CONH,
|

{ I -GN,
olors b T{J. M, ,«’f_x\“‘l‘mt’gcw\) '
OOH  NHS

COOH MH,* C NH cooH

Obrazek 6. Schéma predipravy zelatiny [37]

Pro extrakci zelatiny se pfedupraveny material namoc¢i v extrakénich kotlech do de-
stilované vody o teploté¢ 55-100°C. [20] V fizené lazni je nabobtnany material michan
12 hodin pfi 150 ot/min. Smés se piefiltruje pies dvé vrstvy latky a nasledné pres filtra¢ni
papir. [35] Koneénym produktem ptedupravy a extrakce je zelatina S riznym slozenim

polypeptidovych fetézct a riznou molekulovou hmotnosti, jak je patrné z obrazku 7, ktery
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znazornuje 3 hlavni fragmenty zelatiny: volny oa-fetézec; pB-fetézec, kde jsou kovalentné
spojeny 2 a-fetézce a y-fetézec, kde jsou kovalentné spojeny 3 a-fetézce. Volné a-fetézce
mohou byt depolymerovany do sub-o-fetézci, coz jsou polypeptidy s niz§i Mw nez ma je-

den a-fetézec. To znamena, ze Zelatina neni monodisperzni protein. [20]

Pfirodni monomer kolagenu

!
5 RSN ?

1 nebo 2 1-2nebol-1
3a fetézce lafetézec 1pforma Y forma
Ma=80-125kDa MPB =160 -250kDa My= 240-375kDa

Obrazek 7. Mozné cesty premény kolagenu na Zelatinu [38]

2.3.1 Kysely zpiisob

Timto zpusobem se ziskava zelatina typu A [20]. Postup je vhodny pro méné zesi-
tované materialy, jako jsou kosti mladého skotu nebo vepiovice. Promyta surovina je na-
mocena na 10-48 hodin do ziedéné kyselé 1azné obsahujici maximalné 5% mineralni Kyse-
liny, jako je kyselina chlorovodikova, kyselina sirova nebo kyselina fosfore¢na. Proces je
dokoncen, jakmile je surovina zcela nabobtnana. Aby se po ukonceni upravy odstranila

prebytecna kyselina je material promyvan studenou vodou. [25]

2.3.2 Alkalicky zpiisob

Demineralizované kosti nebo kiize se ponoti do alkalické lazn€. Nejcastéji se pouzi-
va hydroxid vapenaty, ale mlize se pouzit i hydroxid sodny. Material se ponofenim do 14z-
né vycisti a pisobici roztok rozruseni sitovani ptitomné v kolagenu. Ten se stava rozpustny
ve vodé. [25] Promyty material je umistén v boxech nebo sudech s kapalnym hydroxidem
vapenatym, ktery musi byt pro zachovani nasyceného stavu dostate¢n¢ silny a teplota se
udrzuje pod 24°C. Smés je michana v intervalech pomoci dlouhych ty¢i nebo jinych me-
chanickych prosttedkti 20 dnli az 6 mésicti (obvykle 2 + 3 mésice) v zavislosti na tloust'ce a
druhu pouzitych surovin. Po dokonceni tprav, je material promyt vodou, aby se ziskalo

vhodné pH. Kone¢nym produktem alkalické pfedupravy je zelatina typu B. [20]
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2.4 Struktura a vlastnosti zelatin

Zelatina je prahledna, kiehka pevna latka slabé Zluté barvy. Je k dostani v raznych
velikostech od hrubych granuli po jemny prasek. Vyrabéna je i v podobé tenkych platkd,
které se pouzivaji pii vafeni. Sucha komeréni Zelatina ma hustotu 1,3-1,4 g/cm?®,obsahuje
9-13% vlhkosti a je v podstaté bez chuti a zapachu. VétSina fyzikalnich a chemickych
vlastnosti zelatiny se méfi ve vodnych roztocich. [39] Pii zahtati prochazi zelatina nejen

strukturni a mechanickou, ale i fyzikaln¢-chemickou zménou. [40]

V zelatiné se vyskytuji v§echny aminokyseliny, které jsou pfitomny u proteint s Vy-
jimkou tryptofanu a cysteinu. Hodnoty slozeni se mohou lisit v zavislosti na vychozim ma-
terialu a v mensi mife na vyrobnim procesu. [25] Pfeména kolagenu na Zelatinu vede ke
zméné v molekulovém slozeni nékolika aminokyselin. Alkalicky proces deaminuje gluta-
min na Kyselinu glutamovou a asparagin na kyselinu asparagovou. Podil kyseliny aspara-
gové a glutamové je vyssi u zelatiny typu B nez u typu A. [28] Naopak obsah glycinu, pro-
linu a argininu je vyssi v Zelating€ vepfové nez v Zelatiné hovézi. [32] Aminokyseliny jsou v
Zelatin€ spojeny peptidovymi vazbami s typickou sekvenci Gly-X-Y. Tato struktura je zna-

zornéna na obrazku 8. [25] Polypeptidovy vzor je pro obé zelatiny velmi podobny [32].

CH: CHOH
/\ /\
CH; CH; CH; CH:

| | | |
AVAAVAN /\/\ / \

CO-NH CO CO CH-CO-NI-[ CH-CO
R R
Glycin Prolin Y Glycin X Hydroxyprolin

Obrazek 8. Chemicka struktura Zelatiny [38]

Struktura Zelatiny se pii gelovaténi méni. Podle sloZeni gelu maji fetézce rizné pro-
storové usporadani a rizné se vzajemné ovliviuji. Tyto dvé vlastnosti zavisi na koncentraci
zZelatiny, teploté a energii nezbytné pro vytvoreni sekundarni struktury. Struktura jednoho
fetézce obsahujici dvé vldkna miize byt tvofena dvéma a-fetézci, nebo jednim a-fetézcem,

ktery vytvari dvé smycky. Podobné mize byt tvofena struktura ze tii vlaken. Ta mize byt
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formovana tfemi riiznymi a-fetézci, nebo dvéma a-fetézci, z nichZ jeden tvoifi smycku ane-
bo pouze jednim a-fetézcem se dvéma smyckami. [28] Toto usporadani mizeme vidét na

obrazku 9.

1 vlakno

2 vlakna

L‘L
=0 X

ror o~

Obrazek 9. Rizné prostorové usporadani fetézct v zelating [28]

Coppola, Djabourov a Ferrand charakterizovali strukturu zelatiny typu B (hovézi
kiize) pomoci diferenéni skenovaci kalorimetrie (DSC). Zelatinové filmy mohou tvofit ti
rizné struktury, které jsou ukazany na obrazku 10: amorfni Se strukturou podoba primar-
nim fetézcim, semi-krystalicka je slozena z 3-Sroubovic, které maji na kazdém konci
smycku a krystalicky stav odpovidajici 3-Sroubovicim, které jsou na koncich spojeny.
Uspotadani zavisi na rychlosti suSeni zelatinového filmu. Amorfni stav vznika pii rychlém
suseni zelatinovych filmt, naproti tomu krystalicky stav odpovidd pomalému suSeni. Jones
pozoroval, ze rychlost suSeni ovlivituje i tloustka filmt a ma vliv i na prostorové uspoia-

dani molekul. [28]

Obrazek 10. Schéma Zelatinovych filmu: a) amorfni; b) 3-Sroubovice; ¢) spojené

3-Sroubovice [28]
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2.4.1 Pevnost Bloom a gelovaténi

Pevnost gelu je dulezitym kritériem urcujici kvalitu zelatiny. Pocatecni diraz je
kladen na pevnost zelatinovych gelti vytvofenych za standardnich podminek a dale se sta-
novuji fyzikalni, chemické a mikrobiologické vlastnosti. Nicméné komeréni hodnota zela-

tiny se opira hlavné o pevnost gelu, ktery se hodnoti Bloom testem. [41]

Pevnost zelatinového gelu vytvoreného za standardnich podminek se oznacuje jako
pevnost Bloom. Dodavatel musi zakaznika o této pevnosti informovat. Spojitost mezi kon-
centraci zelatiny a jeji pevnosti gelu zavisi na typu a ptivodu samotné Zzelatiny. Pevnost
gelu mize byt ovlivnéna obsahem vlhkosti ve vzorcich Zelatiny, a proto by méla byt stano-
vena pii nebo pred méfenim pevnosti gelu. [41] Komeréné vyrabéna Zelatina ma hodnoty

od 50 do 300 Bloom [21].
Pevnost Zelatinového gelu se méfi podle oficialni metody AOAC 948.21 [34].

Ve studené vod¢ Zelatina bobtnd, po zahtati nad teplotu tdni se nabobtnalé Zelatina
rozpousti a ochlazenim tvofi gel. Tento prechod sol-gel je reverzibilni. Tato vlastnost se
Vyuziva v potravinaiskych aplikacich. Zelatinové gely za¢inaji tat pfi teploté 27-34°C a

maji tendenci tat v Gstech, coz je Zadouci vlastnost v potravinach. [25]

2.4.2 Chemické a mikrobiologické vlastnosti

Pripravené vzorky jsou podrobeny identifika¢nim testiim, naptiklad stanoveni ¢irosti
a testy barevnosti. Zelatina by méla obsahovat méné nez 1 ppm arzenu a méné nez 50 ppm
tézkych kovl. Celkovy podil popelovin by mél byt mensi nez 2% a obsah vlhkosti niz§i nez
15%. Zelatiny nesmi obsahovat 1 g Escherichia coli a v 10 g se nesmi vyskytovat sal-

moneléza. Zelatina musi obsahovat mensi mnoZstvi této bakterie nez je 103 KTJ/g. [41]

2.5 Pouziti zelatin

Zelatina se pouziva v riznych primyslovych oborech, jako je potravinafstvi, farma-

cie, fotografické emulze, tkanové inzenyrstvi.

2.5.1 Potravinarsky pramysl

Zelatina se pouziva pii vyrobé dezertli (ovocné Zelé), mlécnych a cukraiskych vy-

robku, jako jsou michané a tepelné zpracované fermentované mlééné vyrobky, zmrzliny a
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dezerty se Slehackou, masné a lahiadkarské vyrobky, napoje, fotografie a inkoustovy tisk,

farmacie a medicina. [34]

Rozdé€leni Zelatiny podle funkci:

« Zelirujici latka: zelé, aspik

« Slehaci ¢inidlo: provzdusnéné cukrovinky, mlééné sycené dezerty
* Stabilizatory: zmrzlina, polevy

* Emulgator: salatové dresinky, Slehacky

* Zahustovadlo: aromatické sirupy, konzervované polévky

* Adhezivo: cukraiské vyrobky (napt. slepeni riznych vrstev)

* Pojivo: cukrova pasta, 1ékotice

«Cifici prosttedek: vino, ovocna §tava [25]

S objevem bovinni spongiformni encefalopatie (BSE) tzv. ,,nemoci Silenych krav*
je v potravinaiském prumyslu projevovan stale vétsi zajem o rizné zelatinové alternativy.
Jedna se o polysacharidy na bazi gellanu, alginatu nebo karagenanu. Tyto alternativy maji
méng flexibilni molekularni hlavni fetézce, coz vede k vyssi viskozité nez jakou ma zelati-
na. Zelatinu lze nahradit nékterymi hydrokoloidy smichanymi s vysoko- nebo nizko-
metoxylovymi pektinovymi gely, ty se ale nepovazuji za dobrou nahrazku, protoze tvofi
tepeln¢ ireverzibilni gel, vyzaduji nizké pH a dobfe rozpustné pevné latky. Nizko-
metoxylovy pektin se zda byt, i kdyz za vysokych koncentraci sachardzy, pti gelovaténi
flexibilngjsi. Dalsi alternativou je dualné modifikovany gel v optimalni kombinaci 60%
Skrob a 40% pSeni¢na vlakna, ktery nahrazuje Zelatinu v jogurtu. Jogurty s touto nahrazkou
vykazuji vyssi stabilitu pfi skladovani nad 20°C. Vysoce acylovany gellan gum vytvaii
meékke, elastické, termoreverzibilni gely pro aplikace, jako je kultivace mlécnych vyrobki,
omacky, dzemy, Zelé, dezerty, cukrovinky, mlé¢né pudinky, mlécné a ovocné napoje. lota
karagenan je typ extraktu karagenu vytvofeny pomoci proprietarni extrakéni metody pouzi-
vany na zelé nebo tvarované cukrovinky. Produkty na bazi iota karagenanu umoziuji kratsi

casy kondicionovani, snadnéjsi demontovani a alternativni formujici procesy.[21]
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2.5.2 Farmaceutické a lékarské aplikace

Jako biomaterial se zacala Zelatina pouzivat docela neddvno. Tkanové inzenyrstvi
vzniklo v roce 1970. V poslednich letech se Zzelatina pouziva jako bunéény interaktivni
povlak nebo jako mikro nosi¢ jinych biomaterialti. Matrice zelatina/chitosan byla prezento-
vana jako biomaterial pro tkanové inzenyrstvi a ma byt pouzita v konkrétnich oblastech -
podavani 1ékti, obvazy, stehy, nervové vedeni a Sablony matice pro tkanové inZenyrstvi.
Lidské pojivové tkané neobsahuji chitosan, ale ten ma podobnou strukturu jako glykosami-

noglykan (GAG), ktery je vétSinou soucasti ECM. [29]

Materialy na zelatinové bazi jsou v o¢nim tkanovém inZenyrstvi oblibené jako nosi-
¢e bunck. Pouzivaji se k dopravé rohovkovych endotelialnich listii na zadni ¢ast rohovky a
listh pigmentového epitelu sitnice do prostoru sub-sitnice. V obou aplikacich byly dehyd-
rované zelatinové lamely Uspé$né dopraveny kanylou a bez nezadoucich biologickych
ucinkl rychle vstiebany in vivo. Fotozesitované Zelatinové scaffolds se pouzivaji v celé
rad¢ aplikaci, vCetné tkanového inzenyrstvi pii opravé chrupavky, tvorbé krevni cévy, a
také rozvoji srde¢ni tkané. Zesitované zelatinové scaffolds tvoii malou, ale dulezitou sou-
&ast o¢niho tkanového inZenyrstvi. Zelatina podobné jako kolagen nabizi nizké naklady
vychoziho substratu, které za pouziti vhodnych metod zesit'uje a mohl by poskytnout nizsi
antigenni a imunogenni rizika neZ jeji matei'sky material. Zelatina a jeji derivaty byly pou-
zity jako mozna kostra pro rohovkovy epitel, kornedlni endotel a pigmentovy epitel sitnice,
bioum¢la podplirnad vazivova tkan rohovky a bioadhezivum pii 1é¢bé odchlipené sitnice.
Moznosti pouziti zesitovani k posileni Zelatinové scaffolds jsou v této oblasti rozsahlé. V
prubéhu posledniho desetileti vzestup transplantace rohovky vedlo k pfilezitosti doplnéni
nedostate¢ného mnoZzstvi darcii. Je zkoumana spise toxicita bun¢k nez vytvaieni funkénich
tkdni. Obtizné je formovani pravidelnych disperzi stromalnich bunék rohovky pomoci Zela-
tinovych matric, kvlili neSetrnym nebo zdlouhavym sitovacim procesim nemohou byt vy-
robeny buiiky obtizné konstrukce. Vyvoj v ostatnich oblastech tkanového inzenyrstvi uka-
zal, ze fotozesit'ované zelatinové vyrobky mohou byt pouzity k vytvofeni bunéénych hyd-
rogelii. Aplikace fotozesitované Zelatiny v stromalnim tkdiovém inzenyrstvi rohovky je

oblast, ktera musi byt jesté prozkoumana a to zejména u material na bazi zelatiny. [42]

Ve farmaceutickém pramyslu se Zelatina pouziva hlavné k vyrobé tvrdych a mékkych
zelatinovych kapsli, pro tabletovani, potahovani tablet, granulaci, zapouzdfeni a mikroen-

kapsulaci. Pomaha zabranit oxidaci a déla ptipravek chutnéjsi. Kapsle jsou vyrobeny po-
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moci kolikové formy, na jejichZ povrchu je mazivo, které usnadni nasledné sejmuti kapsle.
Zelatiny s Bloom v rozmezi 0-140 jsou nabizeny pro mikroenkapsulaci vitaminti A, D a E.
Rybi Zelatina ma vyjimeéné dobré filmotvorné vlastnosti a je nabizena pro mikroenkapsu-
laci, kde nabozenské diivody nedovoluji pouziti savéi produkty. Zelatinové kapsle jsou
pouzivany k zapouzdieni potravin, potravinovych dopliki a 1€ka. Nasly uplatnéni v potra-
vinatském primyslu, protoze zapouzdiené¢ materidly jsou chranény proti vlhkosti, teploté
nebo jinymi extrémnim podminkam, tim se zvy3uje jejich stabilita a trvanlivost. Zelatina se
pouziva ve farmaceutickych ptipravcich jako zaklad masti, vakcin a jako pojivo pro table-
ty. Zelatinové filmy z kizi teplovodnich druht ryb (Okoun nilsky - Lates niloticus) vykazu-
ji podobné napéti a taznost jako zelatina z hovézich kosti. Filmy z rybi zelatiny vykazuji
niz§i propustnost pro vodni pary nez hovézi Zelatina. Zelatinové filmy z kiize tunaka mék-

¢enou glycerinem ukazaly niz$i propustnost pro vodni pary oproti vepiové zelating. [21]

2.5.3 Dalsi aplikace

Zelatina se pouziva jako médium pro vyrobu fotografickych emulzi a také jako slozka
fotografické vyvojky pfi zpracovani exponovaného filmového materidlu. Fotograficka vy-
vojka je obvykle alkalicky roztok obsahujici redukéni ¢inidlo, které rychle snizuje haloge-
nidu stiibra, je-1i reakce katalyzovana pomoci latentniho obrazu vytvofeného béhem expo-
zice a pomalu v piipadé, Ze nebyl vystaven halogenidu stiibra. Zelatina zvysuje schopnost
vyvojky rozliSovat mezi exponovanymi a neexponovanymi krystaly. [21] Kolagen, Zelatina
a glycerin se také pouzivaji jako pfisady barev, lakd, lepidel, nemrznouci smési, Cisticich

prostredkd, lestidel a 1&¢iv. [3]
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3 VYROBA HYDROLYZATU

Kolagenni hydrolyzat je vyrobeny z tkané zivocichl obsahujici kolagen (kosti, kiize a
Stipenka). Jedna se o produkt ziskany ze surovin podrobenych technickym procesim, vcet-

né extrakce, enzymatické hydrolyze, purifikaci, zahustovani, sterilizaci a suseni. [43]

Peptidové fetézce zelatiny nebo kolagenu jsou pomoci kontrolované hydrolytické
upravy $tépeny na mensi s niz§i molekulovou hmotnosti od 500 Da do 25 kDa. Podle druhu
enzymu, podminkéach prostiedi a rozsahu hydrolyzy vznikaji rtizné peptidové vazby. Ve
srovnani s zelatinou netvoii gel, ale stejné jako zelatina ma stale aktivni povrch. Hydroly-
zat mize byt vyrobeny z Zelatiny, nebo ptimo z €istého zvifeciho kolagenu, ktery ma vyso-
kou odolnost a proto musi byt ve velkém mnozstvi pouzity specialni kolagenazy, coz ma za
nasledek 1 vyssi vyrobni néklady. Z toho divodu se v primyslu pouziva pro vyrobu hydro-
lyzatu zelatina. [44]

Enzymatické hydrolyza je jednim z nejefektivnéjSich zplisobli obnovy proteinu, ¢imz
ovliviiujici délku peptidu a jejich nutri¢nich, funkéni a senzorickych vlastnosti je Stupeni
hydrolyzy (DH). Ten pozitivné koreluje s rozpustnosti hydrolyzati a tim napomaha ke
stravitelnosti proteinu. Kromé DH je dilezité i obnoveni proteint a distribuce molekulové
hmotnosti rozpusténych peptidii, protoze davaji informace 0 mozném pouziti hydrolyzata.

Mezi enzymy vhodné pro hydrolyzu patii Alcalase, Neutrase, Protamex a Kojizyme. [4]

Mikrobiédlni enzymy nabizeji Sirokou Skalu katalytické aktivity, jakoz i1 vySsi pH a tep-
lotni stabilitou. Mezi nejvhodné&j$i a nejpouzivanéjsi enzymy pro hydrolyzu proteinl patii
mikrobialni proteaza Alcalase. Jedna se 0 nejucinnéjsi enzym mezi proteolytickymi enzy-
my pro hydrolyzu bilkovin a produkuje hydrolyzaty s nejvyssim Stupném hydrolyzy. Hyd-
rolyzaty pfipraveny hydrolyzou pomoci Alcalasy maji nejvétsi vytézek proteinu a nejnizsi
obsah lipidl ve srovnéni s Papainem a Neutrasou a jsou mén¢ hotké nez ty pfipravené Pa-

painem. [44]

Protamex je enzym dodavany danskou spolecnosti Novozymes. Jedna se 0 komplex
Bacillus proteazy (Cisla ES: 3.4.21.62 a 3.4.24.28) vyvinuty pro hydrolyzu proteint potra-
vin [4,42] a spliuje pozadavky Cistoty potravinaiskych enzymu, které stanovuje Spole¢ny
vybor odbornikii pro potravinarska aditiva FAO/WHO (JEFTA) a Kodex pro potravinai-
skou chemii (FCC). [45]
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3.1 Vyroba kolagennich hydrolyzatii

Kolagenové hydrolyzaty se vyrabéji fizenymi hydrolytickymi procesy z rozpusténych
peptidi. Surovina se promyje, homogenizuje a demineralizuje zfedénou mineralni kyseli-
nou nebo zasadou. Surovy material se v n¢kolika fazich extrahuje teplou vodou a nasleduje
enzymaticka degradace Zelatiny, kterou dostaneme finalni produkt tzv. kolagenni hydroly-
zat. Kolagenni hydrolyzaty se 1i8i molekulovou hmotnosti (2-6 kDa), ktera je niz$i, nez
prumérnd molekulova hmotnost peptonti (sekundarni protein). Po purifikaci je produkt
koncentrovany a vysuSeny. Vysusenim dochazi k regulaci velikosti molekul a odstranéni
nebo snizeni hotkosti vyslednych hydrolyzati. Nejucinnéjsi postup pro odstranéni vysoké
zbytkové molekulové hmotnosti peptidi a proteind nebo snizeni obsahu antigenu v hypo-
alergennich strukturach je ultrafiltrace. Vlastnosti produkti se ovéfuji analyzami: osmolari-
ta, analyza stupné hydrolyzy, distribuce molekulovych hmotnosti, obsah dusiku, slozeni

aminokyseliny a ptitomnost toxickych latek (biogenni aminy nebo patogeny). [46]

3.2 Vlastnosti a pouziti kolagennich hydrolyzati

Zelatina a kolagenni hydrolyzaty maji dobré biologické funkce, i kdyZ jejich biolo-
gicka hodnota je nizkd, protoZze neobsahuji vSechny esencidlni aminokyseliny. Jejich nu-
tricni sloZka se pouziva jako doplné€k jinych proteindi, protoze je dobfe stravitelna a spotie-
bitelem dobfie pfijimana. Kolagenni hydrolyzaty, stejné€ jako vSechny bilkovinné hydrolyza-
ty, jsou dobfe rozpustné za vysokého Stupné hydrolyzy, ktera je uzitecnd pro potravinaiské
aplikace a ovliviiuje emulgacni a pénici vlastnosti, jsou tepeln¢ stabilni a relativné vysoce
odolné proti sraZzeni. Velmi dobie vaZou vodu a mohou byt pouZzity jako zékladni sloZka
produktti s nizkym obsahem sacharidi nebo nizkotu¢nych potravin. Oraln¢ podavany kola-
genni hydrolyzat se vstiebava stfevni sténou a usazuje se v chrupavce. Peptidové pripravky
odvozené z Zelatiny jsou dobfe snaSeny a témef nemaji vedlejsi ti¢inky, véetné pocitu ne-

piijemné chuti, pocitu tézkosti a nafouknutého bticha nebo paleni zahy. [46]

Kolagenni hydrolyzaty se pouzivaji v I¢karstvi jako energetické dopliiky, geriatrické
vyrobky a stfevni, 1é€ivé nebo dietni produkty. Jsou dobrym zdrojem aminokyselin, pro
jedince trpici anorexii, anémii a pro vegetariany (nedostatek masa v strav¢). Dopliky stravy
obsahujici kolagenni hydrolyzaty posiluji Slachy, regeneruji klouby u fyzicky aktivnich

osob (bézci) trpicich bolesti kloubti a snizuje bolesti u pacient s osteoartritidou a osteo-
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pordzou. Podileji se na syntéze matrixu chrupavky. Proteinové hydrolyzaty se pouZzivaji pro
1é¢bu pacientti se specifickymi poruchami traveni [46] nebo jako slozky energetickych na-

poju, sportovni vyZivy a pro seniory a 0soby se snizenou imunitou. [47]

Ve farmaceutickém primyslu se zelatina a kolagenni hydrolyzat pouzivaji k vyrobé
kapsli, implantatii a nitrozilni infuze. V potravindiském primyslu je to naptiklad v cukraf-
stvi (zlepSeni textury, zvykatelnosti a stabilizaci pény), u mléénych vyrobki (stabilizace), v
pekafstvi (stabilizace, emulgace a gelovaténi), u nizkotu¢nych pomazanek (snizeni obsahu
tuku a krémovy pocit v tstech), u zpracovani masa (vazou vodu — reorganizovani Sunky) a

pii vyrobé vina a ovocné §t'avy (Citici prostiedek). [46]

Zelatinové hydrolyzaty jsou rozpustné ve studené vodé, netoxické a dermatologicky
dobfe sndseny. Jejich schopnost adsorbovat se do keratinové struktury kiize a vlast je
oznacovana jako substantivita. Ta se zvySuje se zvySujici se molekulovou hmotnosti, za-
timco rozpustnost ve studené vodé klesa. Zelatinové hydrolyzaty, které maji stiedni mole-
kulovou hmotnost 3000 g.mol™? maji vyrazn& vyssi substantivitu nez hydrolyzaty s nizsi
molekulovou hmotnosti. Tato adsorpce je dilezita v péci o plet’ a vlasy. Umoziuje Zelati-
novym hydrolyzatim zGstat na kzi aktivni del$i dobu, béhem které jsou schopné vazat
vlhkost. Kromé toho tyto polypeptidy pfispivaji k zlepseni vzhledu pokozky. Kvalitu po-
kozky zlepsuji i oralné podavané Zelatinové hydrolyzaty, jako je tomu v piipadé Zelatiny.
Pomoci klinické zkouSky bylo prokazano pisobeni hydrolyzatu kolagenu na pevnost, pruz-
nost a hydrataci kiize. Z pevné slozky byly pfipraveny tfi denni davky napoje. Jednalo se o
dvé rizné koncentrace hydrolyzatu Zelatiny (2 g a 5 g) a placebo obsahujiciho sacharid
misto hydrolyzatu Zelatiny. Dobrovolnici dostavali jednu denni davku pfipraveného napoje.
Pii podavani produkti obsahujicich hydrolyzat Zelatiny bylo ¢asem pozorovano zlepseni
pevnosti pokozky. Vyznamné zlepSeni pruznosti bylo pozorovano po aplikaci pfipravku
obsahujiciho 5 g hydrolyzatu Zelatiny. Také hydratace pokoZzky timto produktem bylo vy-
razné lep$i, nez pro placebo nebo produkt s obsahem 2 g hydrolyzatu Zelatiny. Pozorovani
pevnosti a pruznosti ukazalo, Ze tento vyrobek mé vysoky potencial v péci o plet’ pii den-

nim poziti jednoduchého napoje. [22]

Zelatinové hydrolyzaty se vyuzivaji v kosmetickych a dermatologickych piipravcich
diky G¢inkim na plet’ a vlasy a to zejména v Cisticich pfipravcich, jako ochranné koloidy,
které zlepSuji snasenlivost povrchové aktivnich latek. Nejdiiv se hydrolyzat zelatiny adsor-

buje na keratin, kde ptisobi jako ochranny koloid, a tim chrani pfed u¢inky povrchové ak-
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tivnich latek. Timto zptisobem se snizuje extrakce nekeratinovych slozek z rohovité vrstvy
(piirodni hydrataéni faktor) a udrzuje se pfirozené pH kiize. Zelatinové hydrolyzaty mohou
také pomoci snizit drazdivost povrchové aktivnich latek. Tvorbou komplexu mezi proteiny
a povrchove aktivnimi latkami, ktery je zaloZen na iontové interakci. V piipad¢ anionto-
vych povrchové aktivnich latek, je tvorba komplexu siln€jsi, protoze povrchové aktivni
iont je vice polarni. Slab¢ kyselé soli jsou tvofeny ze soli silnych kyselin, protoze karboxy-
lova skupina polypeptidu se ¢astecné stava funkéni skupinou povrchové aktivni latky. Bylo
prokdzano, ze kompatibilita sliznice k povrchové aktivnim latkdm se muze podstatné zlep-
$it pouzitim hydrolyzatu Zelatiny. Zelatinové hydrolyzaty mohou byt také pouZity pro dosa-
zeni technologickych efektt. Napiiklad maji dobry vliv na pénici chovani formovanim po-

vrchové aktivnich latek. Lze tak zasadnim zptsobem zlepsit stabilitu a kvalitu pény. [22]

Ptimé ucinky hydrolyzati Zelatiny u vlast jsou substantivita, tvorba filmu, zlepSeni
lesku, zvétseni objemu, snadné esani a pocit hebkosti pii doteku. Zelatinové hydrolyzaty
se adsorbuji do keratinu vlasi tim efektivnéji, ¢im jsou vlasy poskozengjsi. Filmotvorné
hydrolyzaty také tvoti ochrannou vrstvu kolem jednotlivych vlasii. Tato interakce zlepSuje
strukturu vlasi, lesk a usnadiiuje roz¢esavani. Hydrolyzat zelatiny o stfedni molekulové
hmotnosti 3000 g.mol™ se nejen adsorbuje do vrstvy dlazdicovych bunék, ale miize difun-
dovat hloubé&ji do vldknitych bun¢k. Pti trvalé ondulaci a zesvétleni vlasi pomoci ptiprav-
ka s alkalickym pH mohou Zelatinové hydrolyzaty zabranit extrémnimu otoku zplisobené-
ho hydroxidem, stejné jako nadmérnému chemickému poskozeni cystinovych vazeb a po-
vrchu vlast. Barvy na vlasy obsahujici hydrolyzat Zelatiny umoziuji, aby bylo barvivo ab-

sorbovano rovnomérnéji. [22]
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

4 CILE PRACE

Cilem experimentu bylo posoudit moznosti ptipravy zelatin (respektive hydrolyzati) z
driibezich nozek, coz je vedlejsi produkt dribezaren. Vyrobu Zelatiny z kufecich béhakt
enzymovym opracovanim literatura nezminuje. JSOu znamy postupy jejich zpracovani v

kyselém nebo zasaditém prostiedi.
Dil¢i cile prace:

1. Sledovat stanovené technologické podminky pii zpracovani (piidavek enzymu, teplota
a doba extrakce) na vytézek produkti (Zelatina/hydrolyzat).

2. Charakterizovat vybrané produkty Zelatina/hydrolyzat:

a) ov¢etit, zdali pripraveny produkt tvofi gel podle metodiky na testovani zelatin, re-

spektive kliht,
b) stanovit u ptipravenych produkt obsah popelovin.
3. Navrhnout optimalni podminky zpracovani s ohledem na:
a) maximalni stupen konverze vychoziho materialu na kone¢ny produkt,
b) schopnost produktu tvotit gel,

€) minimalni obsah popelovin v ptipravenych produktech.
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5 MATERIALY A METODY

5.1 Pouzité materialy, chemikalie a pristroje

Pro experiment byly pouzity surové kuteci béhaky od firmy Raciola Uhersky Brod,
které jsou v rozemletém stavu zobrazeny na obrazku 11. Slozeni surovych kuiecich béhaki

(v suSin¢):
Popel 16,1%
Bilkoviny 48,3%

Tuk 29,9%

[
| .

Obrazek 11. Rozemleté kuieci béhaky

Pouzité chemikalie:

150 mM roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3)

0,10 % roztok hydroxidu sodného (NaOH)

2%, 20% a 36% kyselina chlorovodikova (HCI)

enzym ProtameX, Novozymes Dénsko, bezpecnostni list viz pfiloha 1

destilovana voda
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Pouzité pristroje pro pripravu a méreni:

fezacka masa SPAR Mixer SP-100AD-B, predvazky KERN 440-47, analytické vahy VWR
LA 214, vaha piesna VWR 6500 g / 0,1 g, susarna Memmert ULP 400, suSarna Binder FD
53, susarna Venticell, magnetické michadlo MM4 LAVAT, magnetické michadlo s ohie-
vem IKA-RCT basic, teplotni ¢idlo IKA ETS-D4 fuzzy, magnetické michadlo s ohfevem
IKA C-MAG HS 7, teplotni ¢idlo IKA ETS-D5, topnéd deska s magnetickym michadlem
SCHOTT GERATE GMBH, teplotni ¢idlo OE 14619, centrifuga universal 32, pH metr
WTW 526, muflova pec Nabertherm, tiepacka LT2, chladnicka Fagor, chladnicka
Samsung Calex, mraznicka Whirlpool, exsikator (s vysuSenym silikagelem), laboratorni
sklo (Erlenmayerova barika, kadinky, pipeta, odmérny valec, ...) a pomucky (michadlo),

neptilnava folie, PE-LD sacky, pecici plech, kahan, zapalovac.

5.2 Charakterizace Zelatin a hydrolyzatua

Stanoveni obsahu suSiny

Velmi dilezitym krokem bylo analytické stanoveni suSiny. Toto stanoveni slouzilo
pro navazku enzymu a pro bilanéni vypocty. Do koZeluzskych misek bylo na analytickych
vahach navazeno 1,5 g materialu (S pfesnosti na 0,0001 g), ktery byl vysusen pfi teploté
103°C do druhého dne. Poté byly misky umistény do exsikatoru a po ochlazeni na pokojo-
vou teplotu na stejnych vahach opét zvazeny. Pro kazdy vzorek bylo provedeno 3 stanoveni

susiny a zprumérovany, vypocet se provedl podle vzorce:

5="1.100 (%)
m, ’
Kde: mg........ hmotnost vysuseného materialu (g)

mz........ hmotnost materidlu pfed vysuSenim (g)
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Stanoveni pevnosti gelu Zelatin

Stanoveni se provadi podle normy AOAC 948.21, kdy je v piedepsané nadobé pfi-

praveno 112 g vzorku gelu o koncentraci 6,67% (htm%).

Je méfena tzv. Bloom gelometrem, ktery stanovuje pevnost gelu méfenim sily v
gramech potiebnou k stlaceni povrchu zZelatinového gelu o 4 mm pomoci diametru s plo-
chym kruhovym dnem o priméru 12,7 mm. Koncentrace gelu je 6,67% a pfipravuje se v
Bloom nadobé¢ ze 7,5 g zelatiny a 105 g destilované vody (3, = 112 g). Necha se nabobtnat
a pak se zahtiva ve vodni 1azni na 60°C. Jemnym krouzivym pohybem se ziskd homogenni
roztok. Vzorky se nechaji odlezet pii pokojové teploté 15 min a pied testovanim se vloZzi
do 14zn€ o teploté 10°C na 16-18 hodin. Dnes se misto Bloom geomertu pouziva Stevens-

LFRA analyzator textury. [48]

Pro pfipravu Zelatiny je mozné si vybrat jednu ze tfi metod v zavislosti na mnozstvi
materialu. V tomto pfipadé¢ byla Zelatina pfipravena pomoci metody B, kdy vyslednou hod-
notu Bloom bylo nutné pfepocitat, protoze pii této metod€ byly hodnoty pevnosti gelu vyssi
o faktor: 1,2627. Do ptedem zvazené vazenky o vné&j$im priméru 50 mm a vySce 50 mm
byly navazeny 3 g vzorku s pfesnosti na 0,0001 g, ktery byl rozmichan v 42 ml destilované
vody. Smés se nechala 15 min nabobtnat a poté byla za stalého michani zahfivana na 40°C
do uplného rozpusténi. Po dikladném rozpusténi vzorku byly vazenka s roztokem umisténa

do chladnicky nejlépe do druhého dne, kdy byla stanovovana pevnost gelu.

Stanoveni pevnosti gelu u klihu bylo provadéno ze vzorku o koncentraci 13,34%
(htm%). Do piedem zvazené vazenky byly navazeny 3 g vzorku s ptesnosti na 0,0001 g,
ktery byl rozmichan v 21 ml destilované vody. Smés se nechala 15 min nabobtnat a poté
byla za stalého michani zahtivana na 40°C do tplného rozpusténi. Takto pfipravend smeés
byla umisténa do chladni¢ky, nejlépe do druhého dne, kdy byla stanovovana pevnost gelu.

[49]

Stanoveni obsahu popelovin

Obsah popela udava mnozstvi anorganickych latek a necistot obsazenych ve vzor-
ku. Pfed navazenim vzorku byly Zihaci kelimky ptezihany po dobu 10 min v muflové peci.
Po jejich vychladnuti na pokojovou teplotu byly zvazeny na analytickych vahach s ptesnos-

ti na 0,0001 g a byl do nich navazen 1 g zelatiny. VVzorek byl v kelimku spalen nad plyno-
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vym kahanem a nésledné umistén na 1 hodinu do muflové pece pfii teploté 650°C. Pied
zvazenim se kelimek nechal vychladnout na kovové sit'ce a poté byl umistén do exsikatoru,
kde se nechal vychladnout na pokojovou teplotu a zvazen. Stanoveni bylo provadéno ze

susiny pii 103°C, podle normy ISO 936:1998 [50]. Obsah popela P v % byl vypo¢itan pod-

le vzorce:
— M1, 0
P -~ 100 (%)
Kde: mi...... hmotnost popela (g)
ma...... hmotnost vysusené¢ho materialu (g)

Vypocet bilance hmot a stupeii konverze
U kazdého vzorku byla stanovena hmotova bilance a stupeni konverze.
Vypocet hmotové bilance:

VMS=KP+NP+T

Kde: VMS ...... vychozi material - suSina
KP.......... kapalny podil
NP .......... nerozloZeny podil
T tuk

Vypocet bilan¢ni chyby:

KP+NP+T

_ _ . 0
|BCh| = 100 ( it 100)(/0)

Kde: BCh......... bilan¢ni chyba

Stupeni konverze n se vypocital podle vzorce:

_XF 100 (%
N = s (%)
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Odtuénéni
——w Rozemleti (% 6 mm). - 150 mM NaHCO:. / behaky (1:5)
Kufeci behaky > e — |- pokojova teplota
2 -ttepani4x1h

VysusSeni 60
|:> @arakten‘zace Zelatiny / hydrolyzé@

{

Kapalny podil = : 2 Suél;li(émc Nerozlozeny podil
ZELATINA / HYDROLYZAT Vysuser S
- Zvazeni - vysuseni 103°C
f i - zvazeni
a8 Odsfedeni ) ﬁ
- ochl; i kapalné fa kojov , .
(t):pl (;Zue i S L Oddeéleni nerozlozZené a

Sleni ; . kapalné faze
- oddéleni tuku a kapalného podilu < ::| <
pomoci centrifugy - filtrace pfes 3 vrstvy

- doba odstiedéni 10 min PA tkaniny
\_ J

Obrazek 12. Blokové schéma pfipravy zelatiny/hydrolyzatu

Odstranéni nekolagennich bilkovin
- 0,10% NaOH / behaky (1:8)

- pokojova teplota

- tfepani 4 x 0,75 h

f = o N
1. stupen zpracovani

- zbobtnany material + 800 ml destilované vody
- uprava pH na 6,0 £ 0,3 (HCI)

- ptidavek enzymu 1-5% (Faktor A)

- pokojova teplota

% tepani 46 h

2. stupen zpracovani
- tepelné opracovani 2-8 h (Faktor B).
po dobu 60-90°C (Faktor C)

- obc¢asné michani, doplnéni destilované vody
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6 POSTUP PRACE

6.1.1 Metodika prace

Planovani pokusi umozniuje zisk maxima informaci, pfi stanoveni vazeb a vlivia
jednotlivych veli¢in na sledovany vysledek. Faktorové planovani je zaloZzeno na matici

vzajemn¢ kombinovanych pocate¢nich hodnot daného pokusu.

Pro zpracovéani kufecich b&éhakl byly stanoveny 3 faktory na 2 trovnich, tedy

23 + centralni experiment.

Faktor A: Ptidavek enzymu 1 - 3 - 5% (vztaZzeno na susinu zpracovavaného mate-
rialu)
Faktor B: Teplota extrakce 60 — 75 —-90°C

Faktor C: Doba extrakce 2-5—-8hodin

6.1.2 Priprava kurecich béhaki

Pro pfipravu byly pouzity kufeci béhaky cca 1,5 kg promyté ve vodé od necistot,
zbytkd krve atd. Byly osuSeny latkovou utérkou a rozemlety na elektrické fezacce masa
SPAR Mixer SP-100AD-B na velikost ¢astic = 6 mm. Tim bylo docileno potiebné homo-
genizace materialu, ktery byl uchovavan v mraznicce. Pfed samotnou ptipravou bylo po-

trebné mnoZstvi rozmrazeno a do samotného pouziti uchovano v chladnicce.

Rozemleté a zhomogenizované surové béhaky byly nejdiive odtu¢nény. Obdobny
postup pted-piipravy pouzili Badii a Howell a publikovali v roce 2006 [51]. Do Erlenmay-
erovy banky byl na pfedvazkach navazen material, ktery byl v poméru 1:5 namocen do
150 mM NaHCOs (120 g rozemletych kutecich behakt + 600 ml 150 mM NaHCOg). Tak-
to pripravena smes byla pti pokojové teploté¢ umisténa na 1 hodinu do tfepaciho inkubéato-
ru. Po uplynuti doby tfepani byl material odfiltrovan ptes kuchynské sitko a promyt vodou
(cca | litr). Promyty material byl vracen do Erlenmayerovy banky a opét bylo ptidano
600 ml 150 mM NaHCOs. Cely postup byl opakovan 4x po sobg.

Pro odstranéni nekolagenni bilkoviny byla pouzita 0,10% NaOH. Odtu¢nény mate-
rial byl v Erlenmayerové baince doplnén 0,10% NaOH v poméru 1:8 (120 g rozemletych
kufecich béhaka + 960 ml 0,10% NaOH) a pfi pokojové teploté byl tfepan na tfepacim in-
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kubatoru 45 min. Poté byl odfiltrovan pies kuchyniské sitko a promyty vodou (cca 1 litr).
Material byl umistén zpét do Erlenmayerovy banky a doplnén 960 ml 0,10% NaOH. Cely
postup byl také opakovan 4x po sobé.

Po provedené pied-piipravé byl material zbaven mechanicky vody a to tak, ze byl

vlozen do kuchyniského sitka a voda byla dtikladné vymackana.

6.1.3 Zpracovani odtu¢nénych a vycisténych béhaki
Postup byl rozdélen na 2 stupné.

V 1. stupni byl vychozi material neutralné opracovan enzymem. Material z bodu
6.1.2 byl v Erlenmayerové banice doplnén 800 ml destilované vody. P#i Gpravé pH bylo
nejdiiv ptidano 10 kapek 36% HCI a po ptiblizeni k pozadované hodnoté byly ptidavany
20% nebo 2% HCI, dokud pH nemélo hodnotu pH 6,0+0,3. Poté byl ptidany enzym Pro-
tamex v mnozstvi podle faktoru A (vztaZzeno na su$inu). Erlenmayerova banka byla umis-

téna do tiepaciho inkubatoru na dobu 46 hodin, po kterou dochazelo k tfepani materialu.

Ve 2. stupni byl material z Erlenmayerovy banky prelit do kadinky umisténé na
magnetickém michadle s kontrolovanym ohievem a ptiveden na teplotu podle Faktoru B.
Po dosazeni pozadované teploty byl material extrahovan po dobu dle Faktoru C. Béhem
extrakce bylo materialem michano a bylo kontrolovano mnozstvi vody v kadince, aby ne-

doslo pii vyssich teplotach k jejimu Gplnému odpaieni.

Po ukonceni extrakce byl systém prefiltrovan pies kuchynské sitko opatiené¢ho
3 vrstvami PA tkaniny. Tim byl ziskan kapalny a nerozlozeny podil. Nerozlozeny podil byl

vysus$en pii 103°C a zvazen.

Kapalny podil byl nejprve v odmérmém valci ochlazen na pokojovou teplotu a na-
sledn¢ umistén pies noc do chladni¢ky. V horni ¢asti véalce byl oddé€len tuk, ktery bylo nut-
no odebrat. Pro lepsi oddéleni kapalného podilu a tuku byla pouzita centrifuga. Samotny
kapalny podil byl vysusen pii 60°C na plechu s nepfilnavou folii a zvazen. Stejné tak i se-

brany tuk, ktery byl vysusen pii 60°C a zvazen.
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

Tabulka 1. Rozpis experimentt a vysledky extrakce Zelatin/hydrolyzati podle faktorového schématu 23

Technologické podminky Charakterizace procesu Charakterlzgce produ’kty po 2.
stupni zpracovani
Exp. ¢ , . 5
F?,k tor A | Faktor B | Faktor C VyCh(.)%l Nerozlozeny | Tuk Zelatina / Bilanéni Stupen Obsah
Pridavek | Teplota | Doba | material . v , Pevnost gelu e
o podil - susina | hydrolyzat chyba konverze popelovin
enzymu | extrakce | extrakce | - suSina [ susina (g) ) - susina (g) | - susina (%) %) (Bloom) (%)
(%) (°C) (h) (9)
1 1 60 2 26,9 8,7 2,3 14,4 5,6 53,5 - 2,6
2 1 60 8 27,7 9,6 11 15,6 51 56,3 - 53
3 1 90 2 29,4 10,9 2,8 13,6 7,1 46,3 - 5,2
4 1 90 8 27,4 10,7 2,1 13,2 51 48,2 52 * 57
5 5 60 2 28,6 8,4 35 16,8 0,3 58,7 = 11,8
6 5 60 8 30 10,2 1,9 17,8 0,3 59,3 - 9,8
7 5 90 2 24.6 8,1 34 13,2 0,4 53,7 - 10,3
8 5 90 8 22,1 8,4 2,0 12,3 2,7 55,7 - 9,5
9 3 75 5 24,1 9,5 1,6 14,3 54 59,3 - 8,2

* Pevnost byla métena ze vzorku o koncentraci 13,34% (htm%).

** Vztazeno na suSinu.
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7.1 Studium vlivu vybranych technologickych podminek

V tabulce €. 1 je znazornén rozpis experimentl. Jsou v ni uvedeny technologické
podminky, které byly u jednotlivych experimentli pouzity, jednd se o pridavek enzymu,
teplotu a dobu extrakce. Pro orienta¢ni posouzeni zvolenych technologickych parametrti
byly nejprve pfipraveny experimenty ¢. 1 a 8, na zaklad¢ vysledku téchto experimentt byla
provedena dalsi optimalizace technologickych parametrii. Experiment ¢. 9 je podle fakto-

rového planovani centralni.

Pfipravené vzorky byly charakterizovany stanovenim pevnosti gelu a obsahu popelo-
vin. Za podminek stanoveni pevnosti gelu Zelatin u zadného vzorku gel nevznikl, tudiz
ptipravené vzorky nejsou zelatiny. Nicméné u vzorku €. 4 byla zjiSténa vysoka viskozita
roztoku, a proto se u n&j pristoupilo k ptipravé metodiky piipravy vzorku pro klihy. Vznik-

1y klih m¢l hodnotu 52 Bloom. Nejniz$i obsah popelovin byl stanoven u vzorku €. 1.

7.1.1 Stupen konverze
Regresni rovnice pro stupen konverze ma tvar:

y = 65,60 + 0,7667 A - 0,2419 B + 1,050 C + 0,01194 AB - 0,2833 AC - 0,008194 BC +
0,003194 ABC

Na nasledujicich obrazcich je graficky znazornéno vyhodnoceni vlivu jednotlivych
faktorii na stupen konverze. Na obrazku 13 jsou znazornény faktory ovliviwyjici stupen
konverze. Nejvétsi vliv ma na celkovou ucinnost extrakce zvolend teplota a ptidavek en-

zymu. Naopak nejméné¢ ji ovliviiuje doba extrakce.

Hranice vyznamnosti

I

ABC
AC A Enzym (%)
B Teplota (*C)
C Doba (h)

BC

|
|
I
|
AB
|
I
|
|
I

Obrazek 13. Hranice vyznamnosti sledovanych faktort na stupen konverze
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Obrazek 14 zobrazuje vliv interakci sledovanych faktor na stupen konverze. Nej-
vétsi vliv na stupen konverze ma piidavek enzymu a teplota. V zéavislosti na teploté je stu-
pent konverze nejvétsi pii nizkych teplotach (60°C) a s rostouci teplotou (90°C) klesa, pii-
¢emz doba extrakce na néj nema téméf zadny vliv. S ohledem na pouzité mnozstvi enzymu
je stupen konverze nejmensi s ptidavkem 1% a se zvySujicim se mnoZstvim roste, pfi¢emz
nejvetsi je pii pridavku 5%. Pouzitd teplota ma v zavislosti na mnozstvi enzymu vyrazny

vliv, zatimco doba extrakce ma vliv minimalni.

Na obrazku 15 je kubické zobrazeni vlivu sledovanych faktorti na stupen konverze.
Je z n&j patrné, Ze nejvétsi stupen konverze je 59,3% a bylo ho dosazeno pfi nejnizsi teplo-
t&, nejdelsi dobé zpracovani a nejvétsim mnozstvi pridaného enzymu. Tato hodnota je to-
tozna se sttedni hodnotou, ktera méla odlisné podminky zpracovani. Naproti tomu nejmen-

§1 hodnota stupné¢ konverze je 46,3%.

Enzym [3) * Teplota [*C)

0 Teplota
m Q)
—a 60 Dolni limit
] 75 Stredni hodnota
Lo — i 90 Hornd limit
= Doba (h)
QO —— 2 Dolni limit
E 50 » 5 Stfedni hodnota
E —h— & Horni limit
2 Teplota [*C) * Doba [h)
- &0
[ ]
[ak]
0
=
)
[y ]
55
50

1 3 5 &0 i o0
Enzym (%) Teplota (°C)

Obrazek 14. Vliv interakci sledovanych faktord na stupen konverze
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/ Doba (h)
53,5
60 - - - 2
1 5
Enzym (%)

¥ Limitni hodnoty

© Stiedni hodnota ‘

Obrazek 15. Kubické zobrazeni vlivu sledovanych faktorid na stupen konverze

Dale byly vysledky zpracovany do vrstevnicového grafu, ktery je na obrazku 16,
znazoriujiciho vliv teploty a enzymu na stupen konverze. Oblast s nejvyssim stupném
konverze, nad 58%, je znazornéna tmavé zelenou barvou. Jedna se o rozmezi teplot
60-82°C s pridavkem enzymu 4-5%, pti¢emz vysokého stupné konverze lze dosahnout i s
48% a vyobrazuje ho tmaveé modra barva. Byl ziskan pfi ptidavku enzymu 1-1,5% a teploté

89-90°C, kdy prave v této oblasti hodnot bylo mozno vyrobit klih.

5 q v
Stupen
konverze
(%)
| | < 48
W48 - s0
50 - 52
52 - 54
Ms4 - 56
Il 56 - 58
| | > 58

60 65 70 75 80 85 90
Teplota (°C)

Obrazek 16. Vrstevnicovy graf vlivu teploty a enzymu na stupen konverze
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7.1.2 Stanoveni obsahu popelovin
Regresni rovnice pro obsah popelovin ma tvar:

y = -10,28 + 5,308A + 0,1547B + 1,663C - 0,04361AB - 0,4792AC - 0,01694BC +
0,004722ABC

Na nasledujicich obrazcich je graficky znazornéno vyhodnoceni vlivu jednotlivych
faktorti na obsah popela. Na obrazku 17 jsou zndzornény vyznamné faktory, které ovliviiuji
obsah popela. Vyrazné¢ ho ovliviiuje mnoZzstvi enzymu, zatimco teplota a doba extrakce
maji vliv minimalni.

Hranice wyznamnosti

AC

AB

ABC

BC A Enzym (%)
B Teplota [7C)

€ Doba (h)

Obrazek 17. Vyznamnost sledovanych faktorti na obsah popela

Obrazek 18 predstavuje vliv interakci sledovanych faktori na obsah popela. Je
zjevné, Ze doba extrakce a teplota nema na obsah popela témét zadny vliv, zatimco mnoz-
stvi pfidaného enzymu ma vliv velky. Nejmensi obsah 2,6% obsahoval vzorek ¢. 1 pfipra-
veny pii teploté 60°C, dob¢ extrakce 2 hodiny a pfidavku enzymu 1%. Zatimco 11,8% ob-
sahu popela bylo zjisténo u vzorku ¢. 5 pfipraveného pfi teploté 60°C, dob¢ extrakce 2 ho-
diny, pfi teploté 60°C, ale s pfidavkem 5% enzymu. Na obrazku 19 je kubické zobrazeni
vlivu sledovanych faktord na obsahu popela. Jak uz bylo vidét u pifedchoziho grafu, nej-
mensi obsah popela 2,6% obsahoval vzorek €. 1 pfipraveny pii stanovenych technologic-
kych podminkach, kdy pfidavek enzymu byl stanoven na 1%, teplota extrakce byla 60°C a

doba extrakce byla stanovena na 2 hodiny. Zatimco nejvétsi obsah popela 11,8% obsahoval
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vzorek €. 5. U vzorku €. 9, coz je sttedni hodnota méteni, byl obsah popela 8,2%. Jedna se

v

Enzym (%) * Teplota [°0)

12 Teplota
Q)
- —%— &0 Dolni limit
] 75 Stfedni hodnots)
2 —— 90 Horni limit
Doba [h)
& —.— 2 Dolni limit
[ ] 5 Stredni hodnot:
—ip— 2 Herni limit

Teplota [*C) * Doba (h)

Cbsah popela (%)
-

10
a [}
t:,_—,;-———-_"—_*
[
4
1 3 5 [ 5 S
Enzym (%) Teplota (*C)

Obrazek 18. Vliv interakci sledovanych faktorii na obsah popela

s
o B
|

|
Teplota [‘1':1
|

103
|
|
|
i
| 7
Doba [h
zg’
5

A Stfedni hodnota
W Limitni hodnoty

Obrazek 19. Kubické zobrazeni vlivu sledovanych faktord na obsah popela
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Obrazek 20 znazoriuje vrstevnicovy graf vlivu teploty a enzymu na obsah popela.
Je Z n¢ho patrné, ze s vétsSim mnozstvim enzymu vzniklo i vice popela. Nejvétsi obsah po-
pela znazoriuje tmavé zelena barva. Vice jak 10% vzniklo pii teplotach 70-76°C s piidav-
kem 4,5% enzymu. S vyssi teplotou cca 87-90°C se obsah popela snizil na 8-10%. Svétle
zelena barva znazoriiuje oblast s obsahem popela pod 4%. Jedna se o oblast v celém roz-
mezi pouzitych teplot, kdy pii 60°C a 2,1% enzymu ukazuje graf nejvétsi oblast s timto
obsahem. Smérem k vys$§im teplotdm a mensimu pfidavku enzymu se toto mnozstvi obsa-

hu popela snizuje.

Obsah
popela

< 4
Wi- s
Ws- 8
m: - 10
H 10

Ernzym (56)

&0 65 70 75 a0 a5 90
Teplota (*C)

Obrazek 20. Vrstevnicovy graf vlivu teploty a enzymu na obsah popela
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7.2 Optimalizace technologickych podminek

Pozadavkem bylo stanoveni vhodnych technologickych podminek za dodrzeni
vzniku co nejvétsiho mnozstvi Zelatiny/hydrolyzatu a schopnosti jeho piipravy i za niz§iho
stupné konverze. Z ptedchozich experimentt sledujicich vliv 3 faktort (pfidavek enzymu,
teplota a doba extrakce) bylo zji§téno, Ze na vytéznost zelatiny/hydrolyzatu ma nejvetsi vliv
ptidavek enzymu a teplota extrakce, zatimco Vvliv doby extrakce je zanedbatelny. Také na
obsah popelovin ma nejvétsi vliv pfidavek enzymu, teplota extrakce ma velmi maly vliv a

doba extrakce je téméi zanedbatelna.

Souhrnné vysledky po optimalizaci jsou uvedeny v tabulce €. 2. Z vysledki je ziej-
mé, Ze nejvetsi mnozstvi zelatiny/hydrolyzatu (17,8 g) bylo ziskano u experimentu €. 6,
ktery byl pfipravovan za technologickych podminek s maximalnim pfidavkem enzymu
(5%), minimalni teplotou extrakce (60°C) a maximalni dobou extrakce (8 hodin). Nepatrné
mensi zisk byl ziskan u experimentu €. 5 (16,8 g), ktery byl pfipravovan se stejnym piidav-
kem enzymu (5%), stejnou teplotou extrakce (60°C), ale za minimalni doby extrakce
(2 hodiny). Doba extrakce tudiz nema na vytéznost Zelatiny/hydrolyzatu téméf zadny vliv.
Nejmensi vytézek Zelatiny/hydrolyzatu byl pti optimalizaci podminek u experimentu €. 11
(11,3 g) a u kontrolniho experimentu ¢. 4 (11,4 g). Technologické podminky se u obou
experiment vyrazné liSily dobou extrakce, kdy experiment ¢. 4 byl extrahovan po dobu
8 hodin, zatimco experiment ¢. 11 pouze 0,5 hodiny. Opét bylo tudiz usouzeno, ze doba

extrakce vytéznost produkt neovliviuje.
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Tabulka 2. Rozpis experimentt a vysledky extrakce zelatin/hydrolyzatti po optimalizaci

Charakterizace
Technologické podminky Charakterizace procesu produktu po 2.
stupni zpracovani
Exp. ¢ Faktor A | Faktor B | Faktor C| Vychozi | NerozloZzeny . .
o ., . Tuk Zelatina/ Bilan¢ni Stupeni
Pridavek | Teplota | Doba | material podil Y . Pevnost gelu
o . - susina | hydrolyzat chyba konverze
enzymu | extrakce | extrakce | - suSina - suSina @) - susina (g) | - susina (%) (%) (Bloom)
(%) °C) (h) (9) (9)
9 3 75 5 26,0 11,2 1,6 13,1 0,4 50,4 -
10 1 80 0,5 23,8 8,5 2,6 13,4 2,9 56,3 -
11 1 100 0,5 22,1 8,7 2,6 11,3 2,3 51,1 -
12 0,5 80 0,5 23,6 9,8 1,6 12,7 2,1 53,8 -
13 0,5 100 0,5 25,0 10,9 1,6 12 2,0 48,0 -
4 1 90 8 24,4 10,8 2,5 114 1,2 46,7 -
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Zelatina/hydrolyzat byly charakterizovany metodikou stanoveni pevnosti gelu a sta-
novenim obsahu popelovin. Metodikou stanoveni pevnosti gelu pro zelatiny bylo zji§téno,
ze pripravené vzorky nevytvarely zelatinu, tudiz byla vyzkousena metodika na piipravu
Klihu. Ten byl vytvofen u vzorku ¢. 4 a mél hodnotu 52 Bloom. Jednalo se o vzorek pfipra-
vovany s ptidavkem enzymu 1%, teplotou extrakce 90°C a dobou extrakce 8 hodin. Jelikoz
z ptedchozich poznatkli bylo usouzeno, ze doba extrakce nemd na pfipravu zelati-
ny/hydrolyzatu zadny vliv, optimalizovaly se technologické podminky u vzorku ¢. 10-13 na
ptridavek enzymu 0,5-1%, teplota extrakce byla zvolena 80-100°C a doba extrakce byla u
vSech vzorkl 0,5 hodiny. Byl také opakovan pokus se vzorkem ¢&. 4, ale pii jeho opakovani
se skute¢nost, ze za danych technologickych podminek vznika klih, nepotvrdila. Pfi stano-
vovani obsahu popela je Zadouci, aby jeho obsah byl co nejmensi, jako tomu bylo u vzorku
¢. 1, ktery obsahoval mnozstvi 2,6% pii pridavku 1% enzymu, teplotou extrakce 60°C,
dobou extrakce 2 hodiny. Se zvySujicim se mnozstvim pfidavku enzymu z 1% na 5% se ve
vzorcich zvySoval i obsah popela. Nejvyssi obsah popela obsahoval vzorek €. 6 s ptridav-
kem enzymu 5%, teplotou extrakce 60°C a dobou extrakce 8 hodin. Teplota a doba extrak-

ce mély na zvyseni nebo snizeni obsahu popela zanedbatelny vliv.

Nguyen a kol. zkoumali Gi¢inky enzymu Protamex na vedlejsi produkty (hlava, ocas
a vnitfnosti) tunaka Zlutoploutvého (Thunnus albacares). Smés destilované vody a materia-
lu byla michéana rychlosti 300 ot/min dokud teplota nedosahla 45°C. Po dosazeni pozado-
vané teploty byl pfidan enzym v mnozstvi 0,1% na hmotnost suroviny. Hydrolyza byla
provadéna po dobu 12 hodin pfi teploté 45°C, bez kontroly pH (pocate¢ni hodnota pH sub-
stratu byla 6,3-6,5). Cilem jejich studie bylo navrhnout rybarskému primyslu jednoduchy
(rychly a ekonomicky) zpusob, jak tento odpad vyuzit. Bylo prokazano, ze i pies vysoké
mnozstvi endogennich enzymil obsaZenych ve vnitinostech, pouZziti endogennich a exogen-

nich enzymi zvySuje rozpustnost v susing. [4]

Dalsi, kdo zkoumal u¢inky enzymu Protamex byl Dumay s kolektivem. Zabyvali se
jeho ucinky pfti hydrolyze sardinek (Sardina pilchardus). Pii pokusu pouzili mnozstvi en-
zymu 0,7-2,3 g/ 1 kg zpracovavaného materialu pfti teploté extrakce 36-51°C. Hodnoty
vynesené do trojrozmérného grafu ukazaly vliv kazdé proménné na uvolnéni tuku. Ten byl
ve veétsim mnozZstvi ziskan pii kratkodobé hydrolyze, vysoké koncentraci enzymu a mirné

teploté. Tyto grafy zdtraznily silny vliv teploty a enzymu. [45]
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Rafieian a kol. se zabyvali vyzkumem fyzikalné-chemickych vlastnosti Zelatiny z
kufecich vykosténych zbytkd v porovnani s komercni zelatinou. Material byl piedzpraco-
van kyselinou chlorovodikovou o koncentraci 6,73%. Zelatina z kufecich vykosténych
zbytkli byla ziskana extrakci vodou za stanovenych optimalnich podminkach (teplota
86,8°C a doba extrakce 1,95 hodiny). Pti srovnani obsahu tuku, popelovin, bilkovin a vody
nebyly zjistény u zelatin Zadné vyznamné rozdily. Stanovenim pevnosti gelu zelatiny méla
zelatina z kufecich vykosténych zbytka pevnost gelu (520+10,00 Bloom) a komer¢ni Zela-
tina (290+10,00 Bloom). Pevnost Bloom byla vyznamné niz§i u komercni zelatiny
(P < 0,05), coz mohlo byt zptisobeno niz§im obsahem prolinu a hydroxyprolinu, jelikoz

tyto dvé aminokyseliny jsou pro tvorbu gelu zvlasté dalezité. [34]

Bylo nutné navrhnout optimalni podminky zpracovani s ohledem na maximalni stu-
pen konverze, ktery byl 59,3% u experimentu ¢. 6 (piidavek enzymu 5%, teplota extrakce
60°C, doba extrakce 8 hodin) a u centralniho experimentu €. 9 (ptidavek enzymu 3%, tep-
lota extrakce 75°C, doba extrakce 5 hodin). Pfi maximalnim stupni konverze zadna Zzelati-
na/hydrolyzat nevznikly. Produkty se schopnosti tvofit gel vznikly pfi niz§im stupni kon-
verze (48,2%) u vzorku €. 4. Pfidavek enzymu byl na dolnim limitu (1%) a teplota extrakce
na hornim limitu (90°C). Byl pfipraven podle metodiky pro ptipravy klihu vzorek, u néhoz
bylo mozné zméfit pevnost gelu (52 Bloom). Po optimalizaci technologickych podminek u
vzorkl €. 10-13, kdy vzorek €. 13 mél téméf stejnou hodnotu stupné konverze (48,0%) jako
vzorek €. 4, klih nevznikl. Pro potvrzeni vzniku klihu u vzorku €. 4 byl za stejnych techno-
logickych podminek pfipraven novy vzorek. Stupen konverze nové€ pfipravené¢ho vzorku
byl 46,7%. Metodou pro méfeni pevnosti klihu byl ptipraven vzorek pro charakterizaci.
Tento nové pfipraveny vzorek nevytvofil klih, a tudiz se vznik klihu nepotvrdil. Mohlo to
byt zpusobeno obsahem tuku ve vzorku, jelikoz nebylo mozno ho dokonale odstranit. Bylo
zjisténo, ze obsah popela v pfipravenych produktech je velkou mirou ovlivnén piidavkem
enzymu, zatimco teplota a doba extrakce byly témeét zanedbatelné. Nejmensi obsah popela
(2,6%) byl naméten u vzorku €. 1, pfi jehoz ptipravé byl pouzit piidavek enzymu 1%. Se
zvySujicim se ptfidavkem enzymu az na horni limit 5% se obsah popela zvySoval. Nejvice

ho obsahoval vzorek ¢. 5 s pridavkem enzymu 5%.
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ZAVER

Teoreticka ¢ast byla rozdé€lena na tii kapitoly. V prvni byly charakterizovany bilko-
vinné a nebilkovinné odpady potravinaiského prumyslu, jejich zdroje a moznosti dalsiho
vyuziti. Tim by se piedeslo jejich nadmérmému vzniku a naslednému hromadéni, které za-
tézuje zivotni prostiedi. Druhd kapitola byla zaméfena na vyrobu Zelatiny z riznych suro-
vinovych zdroj, jeji slozeni a nasledné vyuziti v riznych pramyslovych oborech, jako je
potravinaistvi, farmacie, fotografické emulze, tkdnové inzenyrstvi. V tieti kapitole byl
popsan kolagenni hydrolyzat, jeho vyroba a moznosti jeho vyuziti pro rizné aplikace. Také

se zde ¢tenat docetl o moznostech enzymatické hydrolyzy a o vhodnosti pouziti enzymu.

Pro experiment byly pouzity kufeci béhaky, které byly rozemlety na velikost cca
6 mm, ¢imz doslo k jejich homogenizaci. Takto pifipraveny material byl nejdiive odtu¢nén
uhli¢itanem sodnym a nésledn¢ byly odstranény nekolagenni bilkoviny pomoci hydroxidu
sodného. Odtu¢néné a ocisténé paraty byly zpracovany ve 2 stupnich. V 1. stupni byl
zbobtnany material smichan s destilovanou vodou a pH bylo upraveno pfidavkem HCI na
6,0+0,3, poté bylo ptidano mnozstvi enzymu (1-5%) podle Faktoru A a vSe bylo tfepano po
dobu 46 hodin. Ve 2. stupni doslo k tepelnému opracovani materialu (60-90°C) podle Fak-
toru B, které probihalo po dobu (2-8 h) podle Faktoru C. Kapalny podil byl separovany
filtraci. NerozloZeny podil byl vysusSen; kapalny podil (Zelatina/hydrolyzat) byl po ochlaze-
ni odstfedén pomoci centrifugy (aby se lépe oddélil zbyly tuk) a vysuSen. Zelati-
na/hydrolyzat byly podrobeny charakterizaci: stanoveni obsahu popelovin a pevnost gelu.

Byly stanoveny cile prace, které byly v praktické ¢asti vyhodnoceny.

Za uvedenych technologickych podminek je mozné pfipravit bilkovinné produkty
(zelatiny/hydrolyzaty) se stupném konverze od 46,3-59,3%. Obsah popelovin se u pfipra-
venych produkti pohyboval od 2,6-11,8%; rostl se zvySujicim se piidavkem enzymu. Nej-
men$i mnozstvi Zelatiny/hydrolyzatu (Stupen konverze 55,7%) bylo ziskano pfi pridavku
enzymu 5%, teploté extrakce 90°C a dobé extrakce 8 hodin, zatimco nejveétsi mnoZstvi
(stupen konverze 59,3%) bylo ziskano pfi stejném piidavku enzymu 5%, stejné dobé ex-
trakce 8 hodin, ale teploté 60°C.

Pomoci metodiky na ptipravu zelatiny bylo ovéteno, Ze ptipravené vzorky nevytva-
feji Zelatinu, a tudiz byla vyzkouSena metodika na ptipravu klihu. Ten se vytvoftil pouze u

experimentu ¢. 4 a mél hodnotu 52 Bloom; stupen konverze u tohoto experimentu byl
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48,2%. Pii stanovovani obsahu popela je Zadouci, aby jeho obsah byl co nejmensi, jako
tomu bylo u vzorku ¢. 1. U tohoto vzorku bylo zjisténo mnozstvi 2,6% pii piidavku 1%
enzymu a se zvysujicim se mnozstvim ptfidavku enzymu se ve vzorcich zvySoval i obsah

popela.

Vysledky v diplomové praci mohou byt vyuzitelné pro driibeZarenské zavody, které
se potykaji s problémem likvidace kufecich béhakt. Piiprava bilkovinnych produkti po-
psana v této praci probiha za mirnych technologickych podminek a vede k zisku relativné
Cistych produktd, které by mohly byt vyuzity v potravinaiském pramyslu. Dale bych dopo-
ruc¢ovala se touto problematikou zabyvat; upravou technologickych podminek, ptipadné
pouzitim jinych enzymi, by bylo mozno ziskat lepsi kvalitu pfipravenych zela-

tin/hydrolyzata.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BSE Bovinni spongiformni encefalopatie lidové ,,nemoc Silenych krav*
CO2 Oxid uhlicity

-CO Karbonylova skupina

Da Jednotka molarni hmotnosti - Dalton

DH Stupen hydrolyzy

DSC Diferencni skenovaci kalorimetrie

ECM Extracelularni matrice

EPA Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi

EU Evropské unie

FAO Organizace spojenych narodii pro potraviny a zeméd¢lstvi
FCC Kodex pro potravinarskou chemii

GAG Glykosaminoglykan

Gly-XY  Sekvence opakovani v 3-Sroubovici kolagenu
g/cm® Jednotka hustoty — gram na centimetr krychlovy
o/kg Jednotka hmotnosti — gram na kilogram

g.mol!  Jednotka moldrni hmotnosti — gram na mol

h Jednotka ¢asu - hodina
HCI Kyselina chlorovodikova
htm% Hmotnostni procento

JEFTA  Spole¢ny vybor odbornikil pro potravinaiska aditiva
kDa Jednotka molarni hmotnosti

kg Jednotka hmotnosti - kilogram

KTJ/g Jednotky tvofici kolonie v 1 g vzorku

ug Jednotka hmotnosti - mikrogram
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mM Jednotka molarni (latkové) koncentrace - milimolarni

mm Jednotka délky - milimetr

MMP Matice metaloproteinazy

Mw Molekulova hmotnost

NaHCOs Hydrogenuhlicitan sodny

NaOH Hydroxid sodny

-NH Amidova skupina

ot/min Jednotka frekvence — otacky za minutu (1 Hz = 60 ot/min)

pH Zaporn¢ vzaty dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationtt

ppm Parts per million (z angli¢tiny, ¢esky ,,dila ¢i ¢astic na jeden milion®),
zkracené téz ppm, je vyraz pro jednu miliontinu (celku)

WHO Svétova zdravotnicka organizace

X Prolin

Y Hydroxyprolin


https://cs.wikipedia.org/wiki/Logaritmus
https://cs.wikipedia.org/wiki/Aktivita_(chemie)
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ion
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Protamex”

Description
Protamex is a Bacillus protease complex developed for the hydrolysis of food
proteins.

Product Properties

Product Type

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

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

Protamex.........ccovvviiiiiienn. Declared activity: 1.5 AU/g

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

Purity

The product complies with the recommended purity specifications for food-
grade enzymes issued by the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) and the Food Chemicals Codex (FCC).

Packaging
See the standard Packaging List for more packaging information.

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

Reaction Parameters

Optimal working conditions are at pH 5.5-7.5 and at 35-60°C (95-140°F) as
determined by application trials.

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

Method: AF 4
Substrate: Denatured hemoglobin

Inactivation

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

Safety

Enzymes are proteins and inhalation of dust or aerosols may induce
sensitization and may cause allergic reactions in sensitized individuals. Some
enzymes may irritate the skin, eyes and mucous membranes upon prolonged
contact.

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

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

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

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

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