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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva piipravou Zelatin z netradi¢ni suroviny, kterou jsou skelety
kaprii obecnych. V ¢asti teoretické je popsana technologie zpracovani ryb a rybi vyrobky,
dale vedlejsi produkty vznikajici z tohoto zpracovani a jejich vyuziti v riznych oborech.
Vsemu predchazi kapitola o odpadech. Cést prakticka se zaméfuje na pfipravu hydrolyzati
a zelatin extrakci enzymaticky opracované suroviny enzymem Protamex. Cilem prace byla
piiprava Zzelatiny s vhodnymi vlastnostmi pro vyuziti v potravinafstvi. Sledovanymi
procesnimi faktory byly mnozstvi pfidaného enzymu a koncentrace Kkyseliny
chlorovodikové. Vhodnou kombinaci faktorti se podatilo vyextrahovat zelatinu s pevnosti
gelu 169 Bloom, kterou je mozné aplikovat nejen v potravinarském primyslu. Namétené

vysledky byly porovnany s vysledky publikovanymi v odborné literatute.

Kli¢ova slova: zelatina, vedlejsi produkty z ryb, potravinafstvi, pfiprava, vlastnosti,

enzymové opracovani, extrakce, procesni podminky

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the preparation of gelatins from a non-traditional raw
material, which are common carp skeletons. The theoretical part describes the technology
of fish processing and fish products, further off by-products arising from this processing
and their use in various fields. Everything is preceded by a chapter about by-products from
the food industry and their division. The practical part focuses on the preparation of
hydrolysates and gelatins by extraction of enzymatically treated raw material with the
enzyme Protamex. The aim of the work was the preparation of gelatin with suitable
properties for use in the food industry. The procedural factors monitored were the amount
of enzyme added and the concentration of hydrochloric acid. A suitable combination of
factors succeeded in extracting gelatin with a gel strength of 169 Bloom, which can be
applied not only in the food industry. The measured results were compared with the results

published in the literature.

Keywords: gelatine, fish by-products, food industry, preparation, properties, enzyme

processing, extraction, procedural conditions
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UvVOD

Zelatina je jeden z nejznaméjsich a nejpouzivangjsich biopolymert. Zelatiny jsou piirodni
amfifilni makromolekuly a lze je ziskat parcidlni hydrolyzou kolagenu. Ackoli Zelatiny
maji podobné slozeni aminokyselin jako kolageny, maji odlisné reologické, emulgacni a
gelové vlastnosti. Kvalita zelatiny je priimyslové ur€ena pevnosti gelu, viskozitou, teplotou
tani nebo gelovaténi, obsahem vody a mikrobiologickou bezpecnosti. Pro vyrobce Zelatiny
je dulezity také vytézek z konkrétni suroviny. Komercni Zelatiny jsou vyrabéné ze savcu.
Takové Zzelatiny jsou odmitany nékterymi konzumenty. At se jednda o stravovaci,
nabozenské ¢i kulturni divody, je saveéi Zelatina nepfijatelna a hleda se jeji alternativa.
Touto alternativou by mohla byt prave rybi zelatina. Rybi Zelatina mé vSak horsi vlastnosti
nez zelatina komercni, proto je nutné najit optimalni podminky pro jeji vyrobu, aby se tak
mohla pouzivat nejen v potravinafstvi ale i dalSich odvétvi prumyslu. Pii zpracovani
vedlej$ich produktli z ryb se pouziva velké mnozstvi chemikalii, které zatézuji zivotni
prostfedi stejné jako nevyuzity odpad vznikly po zpracovani ryb. V této diplomové préci
byl pravé proto postup navrzen i s ohledem na ekologii a zahrnuje enzymatické opracovani

suroviny a pouZziti velmi nizkych koncentraci kyselin a zasad. K vyrobé Zelatiny byly

S 4

eey

zpracovani ryb. Studie ukazaly, Ze ryby Zijici ve vodach o rizné teploté poskytuji zelatiny
ruzné kvality. Teplovodni ryby, kterou je i kapr obecny, poskytuji Zelatiny s lepSimi
vlastnostmi neZ zelatiny ziskané ze studenovodnich ryb. V préci byla pozornost zamétena
na demineralizaci suroviny kyselinou chlorovodikovou o rizné koncentraci a opracovani
suroviny riznym mnoZstvim enzymu v procesu kondicionovani a jejich vlivem na

vytéZnost a vlastnosti ziskanych zZelatin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VEDLEJSI PRODUKTY Z POTRAVINARSKYCH VYROB

Podle zakona 541/2020 Sb. o odpadech, je vedlejsi produkt movita véc, ktera vznikla pii
vyrobe, jejimz prvotnim cilem neni vyroba nebo ziskani této véci a neni odpadem, pokud
vznikd jako nedilnd soucdst vyroby; je jeji dal§i vyuziti zajisténo; je jeji dal$i vyuziti
mozné bez dalsiho zpracovani zplsobem jinym, nez je béznad vyrobni praxe; je jeji dalsi
vyuziti v souladu s jinymi pravnimi piedpisy nebo ptimo pouzitelnymi piedpisy Evropskeé
unie a nepovede k neptfiznivym dopadim na Zzivotni prostfedi nebo zdravi lidi a jsou
splnéna kritéria pro jednotlivé materidly pro posouzeni splnéni podminek podle pismen a)
az d), pokud jsou stanovena provadécim pravnim piedpisem nebo piimo pouzitelnym
pfedpisem Evropské unie; splnéni téchto kritérii je ovéfeno vzorkovanim a zkouSenim
nebo jinym zplsobem stanovenym provadécim pravnim piedpisem nebo piimo
pouzitelnym piedpisem Evropské unie a je vypracovana privodni dokumentace v rozsahu
stanoveném provadécim pravnim predpisem nebo piimo pouzitelnym predpisem Evropské

unie [1].

Zakon v USA uvadi, ze vedlejsi produkt je jakykoli dal§i produkt, kromé hlavniho nebo
zamySleného produktu, ktery je vysledkem téZebnich nebo vyrobnich ¢innosti a ktery ma
trzni hodnotu, bez ohledu na to, zda takovy dodate¢ny vyrobek byl ocekavanym nebo

zamyslenym vysledkem téZby nebo vyrobni ¢innosti [2].
1.1 Definice, déleni a kategorizace

1.1.1 Definice

Vedlejsi produkty zivocisného ptivodu jsou materidly zivociSného pivodu, které lidé
nekonzumuji. VP Zivo€isného plivodu zahrnuji mimo jiné krmivo pro zvirata (napf. na
zéklad¢é rybi moucky a zpracovanych Zivocisnych bilkovin), organicka hnojiva a pidni
pfidavky (napf. hnilj, gudno) a jiné vyrobky (krmivo pro mazlicky, kiize, vlna, krev). V EU
se ro¢n¢ vyprodukuje vice nez 20 milionti tun vedlejSich produktli Zivocisného plivodu z

jatek, mlékéren a jinych zavoda vyrabéjicich potraviny pro lidskou spotiebu [3].

Podle Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.1069/2009 o hygienickych
pravidlech pro vedlejs$i produkty zivocisného puvodu a ziskané produkty, které nejsou
uréeny k lidské spotteb¢, vznikaji vedlejsi produkty zivocisného pivodu zejména pfii
pordzeni zvifat k lidské spotfebé, pti vyrobé produktd zivocisSného piivodu, jako jsou

mlécné vyrobky, pii neSkodném odstraiiovani mrtvych zvitat a béhem opatieni pro tlumeni
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nakaz. Bez ohledu na plivod pfedstavuji tyto produkty potencialni riziko pro zdravi lidi
azvifat (v souvislosti se vzplanutim slintavky a kulhavky, se Sifenim pfenosnych
spongiformnich encefalopatii jako je BSE, a s vyskytem dioxinti v krmivech) a pro Zivotni
prostiedi. Toto riziko je tieba vhodné zvladat, bud’ neskodnym odstranénim téchto
produkt bezpe¢nymi prostiedky, nebo jejich vyuzitim pro jiné ucely za predpokladu, ze
jsou dodrzeny piisné podminky, které snizuji zdravotni rizika spojend s témito produkty na
minimum. Toto nafizeni se vztahuje na vedlejsi produkty Zivoc¢isného ptivodu a ziskané
produkty, které podle pravnich ptfedpisit Spolecenstvi nejsou urceny k lidské spotiebé a
nasledujici produkty, které jsou na zéklad¢ nevratného rozhodnuti provozovatele uréeny
k jinym ucelim nez k lidské spotteb¢ jako jsou produkty zivoc¢isného pivodu, které mohou
byt na zéklad€¢ pravnich ptedpisit SpoleCenstvi uréeny k lidské spotiebé a suroviny pro

vyrobu produktl zivo¢isného ptivodu [4].

Natizeni Evropského parlamentu a rady (ES) ¢.1069/2009 definuje vedlejsi produkty
zivocisného puvodu jako cela téla zvirat nebo jejich ¢asti, produkty zivoc¢isného ptivodu
nebo jiné produkty ziskané ze zvitat, které nejsou urceny k lidské spotiebé, véetné oocytil,

embryi a spermatu [4].

1.1.2 Déleni
Vedlejsi produkty Ize délit podle skupenstvi

a) Pevné (tuhé) — lze sem zaradit nejen tuhé odpady biologického ptivodu, ale i tuhé
odpady ze zeméd¢lstvi a lesniho hospodarstvi, primyslu, komunélni a bytové sféry.
Co se tyce potravindiského primyslu, mizeme sem zatadit kosti, Slachy, kiize,
kopyta, vnitinosti, rohy aj. vedlejsi produkty masného primyslu, z cukrovarnického
pramyslu vyslazené tizky, mydlovy kal z vyroby tukt a oleji, mlato z vyroby sladu
a piva apod.,

b) Kapalné — fadi se sem zejména Cistirenské kaly vznikajici v €istickach odpadnich
vod. V masném primyslu se jedna ptfedevSim o krev, ale spada sem i odpadni voda,
ktera obsahuje bilkoviny, tuky i mikroorganismy a napiiklad pfi zpracovani mléka
vznikd jako vedlejsi produkt syrovatka atd.,

c) Plynné — plynné spalitelné odpady prakticky v primyslovém métitku nevznikaji, a

pokud vznikaji, jsou zpravidla vyuzity jako zdroj tepla pfimo v daném pramyslu,

d) Smésné — smési plynnych, kapalnych a tuhych odpadi [5].
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1.1.3 Katalog odpadii a kategorizace vzniklych materiala

Potravinarské vyroby a technologie prakticky neprodukuji nebezpecné odpady a materialy.
Prevaznou cast téchto odpadt lze piepracovat nebo piimo pouzivat jako krmivo
hospodaiskych zvifat. Velkym zatizenim pro Zivotni prostfedi jsou predevSim odpadni
vody z potravinaiskych technologii. Moderni potravinaiska vyroba se neobejde bez Cistiren

odpadnich vod [6].

Odpady vznikajici z potravinarskych vyrob a biotechnologii se podle pfilohy ¢. 1 vyhlasky
¢. 8/2021 Sb., o Katalogu odpadi a posuzovani vlastnosti odpadi (Katalog odpadi),
zatazuji do skupiny 02 Odpady z prvovyroby v zemédélstvi, zahradnictvi, myslivosti,
rybafstvi, lesnictvi a z vyroby a zpracovani potravin. Zpracovavané rybi skelety by se

mohly zahrnout do podskupiny 02 01 02 Odpad Zivoc¢isSnych tkani [7].

Vedlejsi produkty zivoc¢isného piivodu se zatazuji do specifickych kategorii, podle toho
jaké zdravotni riziko ptedstavuji pro lidi a zvifata. Vedlejsi produkty zafazujeme do 3
kategorii. Material kategorie 1 zahrnuje celd téla a vSechny jejich casti, véetné kiize a
kozek zvifat podezielych =z infekce TSE, usmrcenych v souvislosti s TSE, zvifat
v z4jmovém chovu a zvifat chovanych v zoologickych zahradach a cirkusech, zvifat
pouzivanych pii pokusech a volné zijicich zvifat, u nichz existuje podezifeni na zoonozu.
Také sem patii specifikovany rizikovy material a celd téla mrtvych zvitat nebo jejich ¢asti,
které tento materidl obsahuji. Vedlejsi produkty zivoc¢isného plivodu ziskané ze zvirat,
ktera byla podrobena nezdkonnému oSetfeni nebo obsahuji rezidua jinych latek a latek
zne€iStujicich Zivotni prostiedi, ktera piekracuji povolenou ptipustnou hodnotu a dalsi.
Jednd se o nejvice rizikovy materidl. Material kategorie 2 zahrnuje hntj,
nemineralizované guano a obsah traviciho traktu, téz vedlej$i produkty zivociSného
ptuvodu sebrané béhem upravy odpadnich vod ze zafizeni nebo podnikii zpracovavajicich
materidl kategorie 2 nebo z jinych jatek. Spadaji sem i1 vedlejsi produkty Zivocisného
pivodu, které obsahuji rezidua povolenych latek ¢i kontaminantii pfesahujici pfipustné
urovné nebo byly z davodu vyskytu cizich téles v téchto produktech prohlaseny za
nevhodné k lidské spottebé. Dale produkty Zivocisného piivodu (kromé materiali kategorie
1), které jsou dovezeny nebo propusStény ze tfeti zemé& a nespliiuji veterinarni pravni
predpisy pro jejich dovoz nebo propusténi do Spolecenstvi, kromé piipadii, kdy pravni
predpisy Spolecenstvi umoziiuji jejich dovoz nebo propusténi za zvlastnich omezeni nebo
za podminky jejich navratu do tfeti zemé, nebo byly odeslany do jiného clenského statu

a nespliuji pozadavky stanovené nebo schvalené pravnimi predpisy Spolecenstvi, kromé
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ptipadl, kdy jsou vraceny za povoleni pfislusného organu clenského statu. Dale zvitata,
kterd uhynula jinak nez porazkou nebo usmrcenim k lidské spotiebé, vcetné zvifat
usmrcenych za ucelem tlumeni nékazy, plody, oocyty, embrya a sperma, které nejsou
urceny k chovnym uceliim a driitbez odumiela ve vejci. Zafazujeme sem 1 sméesi materialu
kategorie 2 a 3. Material kategorie 3 je nejméné rizikovym materidlem a lze jej vyuzivat
s ur¢itym omezenim a zahrnuje téla porazenych zvirat a jejich ¢asti, nebo v pripad¢ zvéere
téla usmrcenych zvitat nebo jejich casti, které jsou podle pravnich piedpist SpoleCenstvi
vhodné k lidské spottebe, avSak z obchodnich diavodi nejsou k lidské spotfebé urceny.
Také sem patii vedlejsi produkty zivocisného ptivodu z dritbeze a ze zajicovel porazenych
na farm¢, krev, placenta, vlna, pefi, srst, rohy, odfezky paznehti a syrové mléko
pochazejici ze zivych zvitat, kterd nevykazovala zadné ptiznaky zoondz, krmiva pro
zvitata v zajmovém chovu a krmiva zivoc€isného pliivodu nebo krmiva obsahujici vedlejsi
produkty zivocisSného puvodu ¢i ziskané produkty, které z obchodnich dGvodid nebo
z diivodu problémtl zplisobenych vyrobnimi vadami, vadami baleni nebo jinymi zdvadami,
znichz nevznikd 7zadné riziko pro zdravi lidi ani zvitat, jiz nejsou uréeny ke krmeni,
vedlejSi produkty Zivoc¢isného plvodu, které vznikaji pii vyrobé produktii uréenych
k lidské spotiebé, véetné odtuénénych kosti, Skvarkil a kalu z odstredivky a separatoru ze
zpracovani mléka, produkty Zivoc¢isSného plvodu nebo potraviny obsahujici produkty
zivocisného pavodu, které z obchodnich divodi nebo z divodu problémii zpiisobenych
vyrobnimi vadami, vadami baleni nebo jinymi zdvadami, z nichZ nevznika Zadné riziko pro

zdravi lidi ani zvifat, jiz nejsou urceny k lidské spotiebé apod. [4].

1.2 Zpracovani vedlejSich produkti v potravinarském primyslu

Potravinafsky primysl zahrnuje velké mnoZstvi vyroben. V této podkapitole jsem se

zameéftila na vedlejsi produkty a jejich zpracovani u vybranych potravinaiskych zavodu.

1.2.1 Masny pramysl

Pti zpracovani masa vznikd velké mnozstvi vedlejSich produktl, které 1ze ovSem nasledné
vyuzit bud’ pfimo v potravinafstvi, nebo v jinych odvétvich primyslu. Mezi nejznamé;jsi
vedlejsi produkt patii tuk, ktery je pfimo v masném pramyslu zpracovavan pro
potravinaiské ucely (hovézi lij, veproveé sadlo, husi a kachni sddlo) nebo muze byt predan
do tukatrského primyslu. Dal§im vedlejsSim produktem je krev, kterd se mlze chemicky
stabilizovat proti sraZzeni a pak zpracovavat k lidské vyzivé (krevni masné vyrobky,

konzervy) nebo na krmiva. I droby jsou VP masné vyroby a kvuli jejich nizké tdrznosti
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jsou zpracovavany do masnych vyrobkii nebo co nejrychleji zchlazovany, poptipadé
zmrazovany a pfedavany do trzni sité. Stfeva z masného primyslu se zbavuji sliznice
(odc¢lenovani) nebo sliznice se serdézni blanou (sdirani) a po dalSich Gpravach se pouzivaji
jako obaly masnych vyrobkt. Kiize se daji vyuzit v masném primyslu (zejména vepiove),
dale do kozeluzského primyslu, na vyrobu klihovkovych stfev (hovézi kiize) nebo na
vyrobu kolagenu a zelatiny. Stejné tak hovézi a veptové kosti slouzi nejcastéji k vyrobé
zelatiny, popiipadé¢ krmnych moucek nebo hnojiv. Z keratinovych VP jako jsou rohy,
sparky Ci paznehty, mohou byt vyrobeny bilkovinné hydrolyzaty. Do kartaiCoven putuji
Stétiny a zin€. Pefi z dribezaren neslouzi pouze jako napln do polstaia a prikryvek, ale také
jako dusikaté¢ krmivo, stabilizator vzduchotechnické pény hasicich pfistroji, pénobeton ¢i
pénova izolacni tvarnice. Dribezi hlavy a behdky se vyuzivaji k vyrobé zelatiny a
z hiebinkt se ziskava kyselina hyaluronova, kterd se pouziva napiiklad v kosmetice [6, 8,

9].

1.2.2 Mlékarensky primysl

Pii cisténi mléka na odstiedivkdch vznika odstfedivkovy kal, ktery obsahuje az 18 %
bilkovin, ale také necistoty a mikroorganismy. Po kyselé hydrolyze Ize kal pouZit jako
krmivo. Cast podmasli se piedava do trzni sité ke konzumaci, ale také se pramyslové
zpracovava na kasein a jeho soli, které jsou dale vyuzity v pekarenstvi jako aditivum. VP
je 1 praci voda zprani maselnych zrn, kterou Ize zkrmovat. Nejzndmé&jSim VP
mlékarenského primyslu je syrovatka. Ta s sebou strhava az 2/3 vitamind. Syrovatku lze
vyuzit v plivodnim stavu na piti, ale spiSe se zahustuje nebo susi. Pak ji 1ze vyuzit do
pekarenskych vyrobkii nebo pifi vyrobé tavenych syrii. Ze syrovatky se ziskava laktoza,

ktera je dale vyuzita jak v potravinafstvi, tak 1 ve farmacii [6, 8, 10].

1.2.3 Cukrovarnicky prumysl

Pti vyrobé cukru vznikd melasa, ktera obsahuje cca 50 % sachardzy. Melasa je surovina
pro fermentacni procesy, vyuziva se piedevSim k vyrobé lihu, drozdi nebo jako substrat
pro vyrobu kyseliny citronové, Stavelové a dalSich latek, které se mohou pfipravovat
fermenta¢nimi procesy. VP jsou také vyslazené fepné fizky, které se zkrmuji, nebo se
znich vyrabi vldknina. Lze vyuzit 1 saturacni kal ziskany po Cefeni a saturaci difuzni

Stavy. Nejcastéji jako hnojivo pro neutralizaci kyselych pud a ptidavek do krmiv [6, 8, 11].
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1.2.4 Zpracovani ovoce a zeleniny

Ze zpracovani ovoce a zeleniny odpadaji rizné VP a odpady jako jsou vylisky, pecky,
drené, slupky aj. Napiiklad vylisky po lisovani stav lze vyuzit pro krmné ucely. Lze je
pouzit v erstvém stavu nebo se stabilizuji suSenim. Jable¢né vylisky tvofi nejveétsi objem a
praveé tyto vylisky se mohou pouzit i k vyrobé jablecného pektinu nebo po odstranéni
jadfinct k vyrobé vldkniny. Jadra pecek lze vyuzit k extrakei olejli pro kosmeticky priamysl
a nasledn¢ vyuzity jako krmivo. Skofapku pecky jde pouzit jako plnivo do stavebnich
materiald, k vyrobé aktivniho uhli nebo se muize ziskat energie jejich spalovanim. Persiko
(ndhrazka mandli) Ize vyrobit zjader merunék a broskvi. Persiko se vyuziva

v cukrovinkach [6, 8].

1.3 Nakladani s odpady

Nakladanim s odpady se rozumi sbér, pieprava, vyuziti a odstraiovani odpadu, zahrnuje i
dozor nad témito Cinnostmi, naslednou péci o mista odstranéni a Cinnosti provadéné

obchodnikem nebo zprostiedkovatelem [12].

Predtim nez z vedlejSich produktii vznikne odpad, je kazdy povinen piedchéazet jejich
vzniku a omezit jejich mnozstvi a nebezpecné vlastnosti na minimum. Odpady se mohou
zneSkodniovat s materidlovym vyuZzitim (napf. piepracovani, recyklace), s energetickym
vyuzitim (spalovéni, pyrolyza) nebo ukladanim (solidifikace, skladdkovani). Jak jiz bylo
zminéno, odpady z potravinaiskych vyrob zahrnuji nejen tuhé odpady, ale predev§im
odpadni vody, popf. 1 plynné polutanty, které vétSinou zneCiSt'uji Zivotni prostiedi.
PfedevSim proto je nutné najit feSeni pro jejich vyuziti ptedtim, nez budou definitivné

povazovany za odpad [13].

1.3.1 Obecné povinnosti pfi nakladani s odpady
Kazdy je povinen

1) Nakladat s odpadem pouze zplisobem stanovenym timto zdkonem a jinymi
pravnimi predpisy vydanymi na ochranu Zivotniho prostiedi a zdravi lidi pro dany
druh a kategorii odpadu; pfi nakladani s odpady nesméji byt piekroceny limity
znecisStovani, které jsou stanovené jinymi pravnimi piedpisy,

2) Nakladat s odpadem v zafizeni, které je ureno pro nakladani s danym druhem a
kategorii odpadu, s vyjimkou shromazdovani odpadu, ptfepravy odpadu,

obchodovani s odpadem a nakladani se vzorky odpadu,
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3)

4)

5)

1.3.2

Soustted’ovat odpady oddé€lené,

Nakladat s odpadem tak, aby jej zabezpecil pfed odcizenim nebo unikem nebo aby
nedoslo k jeho znehodnoceni, které by zhorSilo moznost nakladani s danym
odpadem v souladu s hierarchii odpadového hospodafrstvi, do okamziku, kdy jej

sdm zpracuje, pokud je provozovatelem zatfizeni, nebo do okamziku ptedani,

Odpad, ktery sam nezpracuje piedat, s vyjimkou piedani odpadu v ramci Skolniho
sbéru nebo pfedani nezbytného mnozstvi vzorki odpadu k rozborim, zkouskam
nebo analyzdm pro ucely védy, vyzkumu a vyvoje, zjisténi ptijatelnosti odpadu do
zatizeni uréeného pro nakladani s odpady, zatazeni odpadu do kategorie, hodnoceni
nebezpecnych vlastnosti odpad a dalSim rozborim a zkouskam nezbytnym pro
zaji$téni nakladani s odpady v souladu s pravnimi ptedpisy, v souladu s hierarchii

odpadového hospodarstvi:

e Piimo nebo prostiednictvim dopravce odpadu pouze do zafizeni uréeného pro
naklddani s danym druhem a kategorii odpadu nebo do dopravniho prosttedku

provozovatele takového zatizeni,

e Obchodnikovi s odpady s povolenim pro dany druh a kategorii odpadu,

poptipadé¢ dopravci odpadu uréenému timto obchodnikem,

e Na misto ur¢ené obci [1].

Povinnosti piivodct odpadi

Plvodce odpadu je povinen zafadit odpad podle druhu a kategorie a nakladat s nim podle

jeho skute¢nych vlastnosti; prokdzat organim provadéjicim kontrolu, Ze piedal odpad,

ktery produkuje, v odpovidajicim mnozstvi; v piipadé¢ komunalniho odpadu, ktery bézné

produkuje, mit jejich pfedani v odpovidajicim mnozstvi zajisténo pisemnou smlouvou pied

jejich vznikem; pfedat provozovateli zatizeni nebo obchodnikovi s odpady udaje o své

osob¢ a udaje o odpadu nezbytné pro zjisténi, zda smi byt s danym odpadem v zafizeni

naklddano nebo zda smi obchodnik s odpady takovy odpad ptevzit (tyto idaje mohou byt

nahrazeny zakladnim popisem odpadu); v pfipad¢ odpadu uréené¢ho k uloZeni na skladce

odpadii nebo k zasypavani predat udaje formou zakladniho popisu odpadu a pired

ukoncenim cinnosti provozovny predat odpady soustiedéné v provozovné do zafizeni

uréeného pro nakladani s odpady [1].
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1.3.3 Odpady potravinarského primyslu

V potravinaiském primyslu prakticky neexistuji nebezpe¢né odpady. Ptesto se najdou
latky, jejichz likvidace je problematicka. Mezi problematické odpady zahrnujeme
potravinaiské suroviny, jako jsou zivoc¢isné tuky nebo mléko, obsahujici v nepiipustnych
koncentracich tézké kovy a PBC, odpadni vody, ve kterych se nachdzi vysoky obsah
chloridii, dusi¢nanti a dusitan(, odpadni vody se zvySenym obsahem organickych latek a
odpady z biotechnologickych vyrob obsahujici zbytky antibiotik. Tuhé odpady
z potravinafstvi se pouZzivaji nejCastéji jako krmivo a hnojivo. Odpady maji i energeticky
potencial a tak je lze biologickymi metodami pfeménit na bioplyny, kompost, biolih nebo

bionaftu [6].

1.3.4 Poplatky za ukladani odpadu

Poplatky za odpad jsou rozsédhlejsiho razu. Neplati se jen za jeho uloZeni, ale i za jeho
dopravu a likvidaci. Americka literatura déli poplatky pro zemé s vysokym piijmem a
zemé s nizkym piijmem. Uvadi, ze 1idé v zemi s vysokym piijmem zaplati za provozni
naklady pro nakladani s odpady vice nez 2200 K¢ za tunu odpadu. Naopak v zemi s niz§im
pfijmem se za odpad plati cca 800 K& za tunu odpadu. Sazby za riizné typy odpadii v CR
jsou uvedeny v tabulkach 1 a2 [1, 14].

Tabulka 1: Sazba pro jednotlivé dil¢i zaklady poplatku za ukladani odpadd na skladku

vK¢zal tunu [1]

Diléi zaklad poplatku za ukladani Poplatkové obdobi v roce 2021
Vyuzitelnych odpadi 800

Zbytkovych odpadi 500

Nebezpeénych odpadi 2000

Vybranych technologickych odpadii 45

Sanacnich odpadii 1000
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Tabulka 2: Castky za skladovani odpadu po dobu 90 dnti v K& za 1 tunu [1]

Typ odpadu Nebezpeény odpad Ostatni odpad
Tuhy odpad 4000 2000

Pasty, kaly 6000 3000

Prach, prasek 8000 4000

Tuhy odpad obsahujici | 12000 6000

kapalinu

Kapalny odpad 16000 8000

1.4 Produkce, vyuziti a odstranéni odpadii v Cislech

Skupiny ¢innosti jako jsou produkce, nakladani s odpady a jejich vyuzivani jsou uzce
propojeny, vzadjemné na sebe navazuji a zavisi na sob¢€. Produkce odpadt pak také souvisi s
odpovédnou spotiebou. Vyuziti odpadi je v soucasnosti frekventované téma a to hlavné v

souvislosti s problematikou obnovitelnosti zdroju [12].

S ristem populace a rozsifujici se ekonomikou ve svété, zemé nadale vytvareji vétsi
mnozstvi odpadu. Podle odhadli Svétové banky vzroste do roku 2050 produkce odpadu o
70 % [15].

Podle Ceského statistického wifadu (déle jen CSU) dosahla celkova produkce odpadi
v Ceské republice v roce 2019 hodnoty 37 miliont tun. Z toho 5,3 mil. tun byl komunalni
odpad. Vyuzito, at’ uz energeticky, recyklaci ¢i kompostovanim, bylo 28,8 mil. tun a
3,7 mil. tun bylo odstranéno [16]. Procentudlni vyjadieni nakladani s odpady lze vidét na

obrazku 1.
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" recyklace materialu

B kompostovani

B zasypavani

Obrazek 1: Nakladani s odpady v roce 2019 dle CSU [12]

V porovnani s rokem 2018, kdy Ceska republika vyprodukovala 37,7 mil. tun odpadu, se
vroce 2019 vyprodukovalo méné odpadu. I piesto na tom, dle adaji CSU, neni CR
v porovnani s jinymi staty Evropy nejhtife. Na obrazku 2 jde vidét, ze CR zaujimd az
15. misto v produkci odpadu v porovnani se stity Evropy. Nejvice odpadu produkuje

Némecko, Francie a Velka Britanie [12, 16].
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Obrazek 2: Grafické znazornéni mezinarodniho srovnani odpadt v r. 2018 (v tunach) [12]
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Ve svéte je nejveétsim producentem odpadu Kanada s 36,1 tuny na obyvatele za rok. Ro¢né
Kanada vyprodukuje asi 1,3 miliardy tun odpadu, pficemz z toho primyslovy odpad
vyprodukuje 1,1 miliardy tun odpadu. USA produkuje nejvice tuhého komunalniho odpadu

a to 258 miliont ro¢né [15].

Bohaté¢ zemé¢ (jako USA, Kanada a ¢lenové Evropské unie) predstavuji pouze 16 %
svétové populace, ale produkuji 34 % svétového odpadu. Spalovani odpadu za ucelem
pfemény na energii je rozsifen¢j$i pravé v téchto bohatSich zemich, kde se ptiblizné 22 %

odpadu zpracovava v zafizenich na vyuzivani energie z odpadu [17].
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2 ZPRACOVANI VEDLEJSICH PRODUKTU Z RYB

Prestoze se nékteré oblasti snazi vyuzivat vedlejsi produkty a odpadni vody ze zpracovani
ryb, ve vétSin€ tovaren neni obnova bézna a tak skonci pevné latky na skladkach a odpadni
vody se vypousti do vodniho prostredi. Lze vSak také navrhnout alternativni zpiisoby

zpracovani téchto produktl a zaméfit se na ziskani cennych sloucenin [18].

2.1 Spotieba ryb u nas a ve svété

V poslednich letech ¢ini svétovy rocni vylov ryb pfes 100 mil. tun. Ztoho 80 %
pfedstavuji moiské ryby a pouhych 20 % pfipad4d rybam sladkovodnim. Obyvatel CR
spotfebuje rocné asi 5 kg ryb, pficemz podle vyzivovych poradcii by kazdy ¢lovek mél
optimaln¢ snist alespon 17 kg ryb za rok. Z téchto 5 kg predstavuji tuzemské ryby 1,3 kg.
V roce 2019 byla spotieba rybiho masa 6 kg/osoba/rok. Ve stejném roce kazdy Cech
spotteboval 9,2 kg hovéziho, 43 kg vepiového a 29 kg driibeziho masa [19].

V Evropé (data z roku 2017) je nejvétSim konzumentem ryb za rok Belgie (57 kg/osoba),
dale pak Spanélsko (46 kg/osoba), Lucembursko (37 kg/osoba), Malta (35 kg/osoba) a
Francie (33 kg/osoba). Zems, které spotfebuji nejvice ryb za rok, jsou Cina (2 mil. tun),
Myanmar (1,5 mil. tun), Vietnam (1,1 mil. tun) a Japonsko (0,7 mil. tun). Obyvatel¢ USA
v roce 2018 zkonzumovali 7,3 kg/osoba/rok ryb véetné motskych plodi [20, 21].

2.2 Nutri¢ni vyznam ryb

Ryby a produkty rybolovu hraji dileZitou roli v zajiStovani potravin a vyzivy po celém
svété. Spotieba nabizi jedineCné vyZivové a zdravotni vyhody a je povaZovéana za klicovy
prvek zdravé vyzivy. ZvySena pozornost je vénovana rybam jako zdroji zdkladnich zivin v
nasi stravé, a to nejen vysoce hodnotnych bilkovin, ale hlavné jako jedinecného zdroje

mikrozivin a omega-3 mastnych kyselin s dlouhym fetézcem [22].

Ryby jsou naplnény omega-3 mastnymi kyselinami a vitaminy. Jednd se piedevsim o
vitaminy rozpustné v tucich, jako jsou vitaminy A a D, ale 1 vitaminy rozpustné ve vodé
jako je vitamin B, (riboflavin). Ryby jsou bohaté na vapnik a fosfor a jsou skvélym
zdrojem dalSich minerdlnich latek, jako je Zzelezo, zinek, jod, hoi¢ik a draslik. Je
doporucovano jist ryby alespont dvakrat tydné jako soucést zdravé vyzivy. Ryby jsou
nabité¢ bilkovinami, vitaminy a zivinami, které mohou snizovat krevni tlak a pomahat
snizovat riziko infarktu nebo mrtvice. Ryby jsou dulezitym zdrojem omega-3 mastnych

kyselin, které udrzuji naSe srdce a mozek zdravé. Dvé omega-3 mastné kyseliny nalezené v
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rybach jsou EPA (kyselina eikosapentaenova) a DHA (kyselina dokosahexaenova). Nase
téla tyto omega-3 mastné kyseliny neprodukuji, takze je musime dostat do jidla, které jime.
Omega-3 mastné kyseliny pomahaji udrzovat zdravé srdce tim, ze napomahaji k udrzeni
normalniho krevniho tlaku a tim snizuji riziko infarktu nebo abnormalnich srdec¢nich
rytmu. Jejich uzivani béhem téhotenstvi ma vliv na spravny vyvoj mozku, zraku a nervii
plodu. Dale tyto mastné kyseliny snizuji riziko vzniku deprese, ADHD, demence,

cukrovky ¢i artritidy [23].

Kapr obsahuje lehce stravitelné bilkoviny a malo tuki. Kapii maso obsahuje 70 % vody a
2-9 % tuku. Bilkoviny v kapifim mase jsou charakteristické svoji vysokou biologickou
hodnotou. Co se ty¢e obsahu vSech esencidlnich aminokyselin, jsou srovnatelné s
bilkovinami teplokrevnych zvifat. AMK v kapifim mase se zarovenn nachézeji ve velmi
pfiznivych pomérech. Lehka stravitelnost kapiitho masa je ovlivnéna obsahem kratkych
svalovych vldken. Velmi nizky obsah vazivovych bilkovin a nepfitomnost elastinu

umoznuje velmi snadnou a rychlou kulinafskou upravu [24].
2.3 Ryby a jejich zpracovani

2.3.1 Déleni ryb

Ryby lze rozdélit podle vodniho prostredi, ve kterém ziji, na:
a) Sladkovodni — kdy ryby Ziji ve sladké vode,
b) Mofiské — ryby obyvaji slanou vodu mofi a oceantl,

c) Brakické —ryby Zijici napf. v Gsti fek, kde se misi sladka a slana voda, tzv. brakicka

voda,
d) Tazné

e Anadromni — zde jedna napf. o lososa, ktery sice Zije ve slané vodé, ale

rozmnozuje se ve vode sladkeé,

e Katadromni — opak anadromnich ryb, tedy tyto ryby ziji ve sladké vod¢ a ve
slané se rozmnoZzuji (napt. thof),
e) Polotazné — ryby béhem svého Zivota méni mista svého pobytu.

Podle teploty vody, ve které ziji, miZzeme ryby rozdé€lit na

a) Teplomilné (teplovodni) — teplejsi vody, nizsi obsah kysliku (pt. kapr),
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b) Studenomilné (studenovodni) — chladnéjsi vody, vyssi obsah kysliku (pt. losos)

[25, 26].

2.3.2 Technologie zpracovani ryb

Zpracovani ryb zacina jejich omracenim v omracovaci kleci ¢i bubnu nejcastéji stiidavym
elektrickym proudem o napéti 220 V. Déle je mozné vyuzit CO, nebo smés plyni. Pokud
jsou ryby omracovany elektrickym proudem, dosahuje jeho intenzita 2,2-6 A. Pokud se
jedna o ryby se Supinami, jsou po usmrceni dopraveny pomoci hydrauliky a skluzu do tzv.
odSupinovacky, kde jsou zbaveny Supin. V piipadé potieby jsou ryby docistény ru¢né
pomoci skrabky nebo elektrického odstrafiovace $upin. Supiny jsou materialy 3. kategorie.
Po odSupeni je rybam odseknuta hlava pomoci gilotiny. Poté se roziizne dutina bfisni, aby
mohla byt ryba vykuchéna. Rez je veden od mocopohlavniho organu k hlavé. U kapra se
z vyjmutych organti oddéli mlici (testes) a jikry (ovaria), které se vyperou v pitné vod¢€ a
zchladi na teplotu -1 az 2 °C. Zbytek organt (ledviny, mocovy méchyft, zlucnik aj.) je
povazovan za material kategorie 3. Dutina bfi$ni se docisti od zbytkd vnitinich organi a
vypere v Cisté vodé. Po vykuchadni nasleduje odstranéni hibetni, ocasni a fitni ploutve
pouzitim sekacku nebo pfistroje sloZzeného =z rotujicich diskovych nozil s fezacimi
Stérbinami. Dal$i operaci je puleni nebo filetovani, kdy se ryba zbavi patete a velkych
kosti. Takto ziskané pulky ¢i filety se perou v pitné vod¢ se Supinkovym ledem, ¢imz se
také chladi. Nejcastéji se vyuziva bubnovych ¢i talitovych pracek. Po kazdém pracim
cyklu je voda vyménéna za Cistou. Po osuseni se ryby bali do polyethylenovych sackl a
zmrazuji nebo uchovévaji v modifikované atmosféfe a distribuuji, popi. se dale

zpracovavaji na rybi vyrobky [27, 28].
2.3.3 Rybi vyrobky

2.3.3.1 Uzené vyrobky

Uzené vyrobky z ryb mohou byt ptilené, ale i celé nebo porcované. Nejprve se opracované
ryby nasoli bud’ na sucho, nebo v solné lazni. Solna lazen se pfipravi rozpuSténim soli
v pitné vod€. Koncentrace tohoto roztoku je cca 6 % a ryby se do n¢j nalozi na 10-12
hodin. Pro rychlejsi nasolovani je pouzit 12% roztok a doba naloZeni se tak zkrati na 1-2
hodiny. Odkapané ryby se navlékaji na hacky ¢i udirenské tyCe. Potom nasleduje samotny

proces uzeni, ktery probiha ve 3 fazich:
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1. osusovani — nejprve se ryby predsusi v udirenské komote vyhtaté na teplotu 45-60 °C po

dobu 60 minut. Béhem osusovani ryba ztrati asi 12 % vody.

2. zauzovani (tepelné opracovani) — teplota v udirn€ se zvysi na 85-90 °C. Po dosazeni

teploty 70 °C ve vSech castech ryby, je nutné tepelné opracovavat ryby po dobu 10 minut.

3. douzovani (barveni a aromatizace) — se provadi pii niz$i teplot€¢ nez zauzovani (cca
50 °C) a trva piiblizné 1 hodinu. Nejcastéji se vyuziva bukové dievo. Pii douzovani ryba
ziskéa pozadovanou barvu, vini a chut’.

Pfedtim neZ se vyuzena ryba zabali, musi byt zchlazena na teplotu v mistnosti baleni (nebo

niz§i). Po zabaleni se dale chladi na teplotu skladovani, ktera se pohybuje od 1 do 8 °C. Pti

této teploté musi byt vyrobky i piepravovany [27, 28].

Obrazek 3: Uzeni ryb na udicich haccich [29]

2.3.3.2 SmaZené, solené a marinované vyrobky

Smazené ryby musi byt dokonale tepeln¢ opracované. Ke smazeni se pouziva tuk nebo olej

s bodem zakouteni 170 °C a vice. Skladovéni a doprava téchto vyrobku je opét 1 az 8 °C.
Solené rybi vyrobky mizeme dle koncentrace NaCl rozdélit na:

a) Slabé solené — obsahuji 4-10 % soli,

b) Stifedné solené — obsah soli 10-14 %,

¢) Silné solené — obsahuji vice nez 14 % soli.

Skladuji a pfepravuji se pii chladirenské teploté 1-8 °C.
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Marinované ryby se provadi pomoci:

a) Studené marinady — zdkladni surovina je pfipravena studenou cestou, dulezity je

pom¢ér soli a kyseliny v marinovaci 14zni,

b) Teplé marinady — zdkladni surovina je opracovana tfeba vafenim nebo pecenim, jeji
trvanlivost je zajiSténa zalévanim slano-kyselym nalevem, majonézou, remulddou

¢irosolem.

Vsechny marinady se uchovavaji pti chladirenskych teplotach [27, 28].

2.3.3.3 Konzervy a polokonzervy

Podle vyhlasky €. 69/2016 Sb., o pozadavcich na maso, masné vyrobky, produkty rybolovu
a akvakultury a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich, je konzerva takovy vyrobek, ktery
je neprodySn€ uzavieny v obalu a je sterilovany. Konzervy musi byt ve vSech ¢astech
oSetfeny sterilacni teplotou 121 °C po dobu nejméné 10 minut. Sterilaci jsou inaktivovany
vegetativni formy mikroorganismi véetné jejich spor, coz zaru¢uje minimalni trvanlivost
konzervy v neporuseném obalu pfi teplot¢ mistnosti 28 °C 4 roky. Ke sterilaci se vyuzivaji

autoklavy [30, 31, 32].

Vyhléaska €. 69/2016 Sb., o pozadavcich na maso, masné vyrobky, produkty rybolovu a
akvakultury a vyrobky z nich, vejce a vyrobky z nich, také definuje polokonzervu jako
vyrobek, ktery je neprodySn€¢ uzavien v obalu a je pasterovany. Tepelné oSetfeni u
polokonzerv trva také minimalné¢ 10 minut, ale za ptsobeni pastera¢ni teploty 100 °C.
Doba pouZitelnosti oSetfenych polokonzerv pasteraci se pohybuje v rozmezi 3 az 6 mésicti.

K pasteraci se vyuZivaji kontinualni nebo diskontinualni pastéry [30, 31, 32].

Obrazek 4: Riizné tvary rybich konzerv [33]
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2.4 Zpracovani vedlejSich produktii z ryb

Vedlejsimi produkty z ryb jsou tuk, kostry, hlavy, ploutve, kiize a Supiny. Pfi zpracovani
ryb se pouziva také voda. Odpadni voda zahrnuje vodu z Cerpadla pii vykladani ryb,
oplachovou vodu pouzitou pii bourani ryb (filetovani, stahovani z kiZze, porazeni aj.
operace) a slanou vodu (soleni, suSeni). Chemické slozeni odpadni vody zavisi na oblasti
tézby, ro¢nim obdobi, druhu ryb a druhu a rozsahu zpracovani. Hlavnimi slozkami

vedlejSich produktl z ryb jsou lipidy, proteiny, kovy a vlhkost [34].

2.4.1 Organické vedlejsi produkty

Rybi bilkoviny maji vyhodné vlastnosti pro ptipravu bioplastii. Maji schopnost vytvaret
sité, jsou plastické a elastické a mohou slouzit jako mechanické a plynové
bariéry. Myofibrilarni proteiny ziskané z odpadu ze zpracovani ryb mohou byt upraveny na
bioplasty, ¢imz se snizi dopad likvidace odpadu na Zivotni prostiedi. Byl pfipraven bioplast
obsahujici 0,79 % myofibrilarnich bilkovin a 40 % zm¢kcovadla, ktery byl homogenni,
transparentni, silny, pruzny a mél nizkou rozpustnost a propustnost pro vodni paru, coz
naznacuje, Ze biopolymery extrahované z ryb mohou byt pouzZity k vyrobé bioplasti.
Nejprve se myofibrilarni proteiny smichaji s destilovanou vodou a upravi se pH 2 mol.l"
hydroxidem sodnym na 11. Do smési se nasledné ptidd zmékcovadlo (nejcastéji glycerin o
99,5% Ccistot€) v osvédcené koncentraci. Takto pfipraveny roztok je homogenizovan pii
10000 otackach za 1 minutu po dobu 5 minut a umistén do vodni 14zn& na 30 minut pfi 50,
70 nebo 90 °C. Po uplynuti doby se roztok rozlije na silikonové formy a susi se. Doba a
teplota suSeni se liSi v zavislosti na teploté¢ vodni lazné€, napt. pfi vodni l4zni zahtaté na

90 °C se roztok susi 24 h pti 35 °C [35].

Druhym organickym vedlejSim produktem je tuk, ktery pfedstavuje znacnou organickou
zatéz pro prostiedi, z néhoz ho lze omezené likvidovat. Rybi tuk se vyuZiva piedev§im
v prumyslu jedlych tukl a oleji diky svému bohatému obsahu polynenasycenych mastnych

kyselin fady omega-3 a omega-6. Na zaklad¢ obsahu tuku jsou ryby rozdéleny do 3 skupin

1) Libové — obsah tuku do 2 %. Patii sem naptiklad treska jednoskvrnna ¢i treska

tmava. Ze sladkovodnich ryb pak Stika obecnd, candat obecny a okoun fi¢ni.
2) Stfedné tu¢né — obsahuji 2-10 % tuku. Do této skupiny z moiskych ryb fadime
napf. lososa obecného ¢i platyse obecného, ze sladkovodnich pak kapra obecného

nebo sumce velkého.
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3) Tucné — tuk v rybach obsazen z 10-25 %. Zastupci této skupiny jsou sled’ obecny,
makrela obecna atd. [36].

Tabulka 3: Procentudlni zastoupeni MK v nékterych sladkovodnich rybach [37]

Mastné kyseliny | Kapr obecny Pstruh duhovy | Tolstolobik bily | Tolstolobec
pestry

SFA 30,4 22,5 25,1 23,9
MUFA 40,7 36,3 40,7 42,0

PUFA 28,9 41,2 34,2 34,1

-3 18,5 33,2 23,2 26,2

-6 10,4 8,0 11,0 7.9

-3/ ®-6 1,8 4,2 2,1 3,3

kde: SFA — nasycené¢ MK, MUFA — mononenasycené MK, PUFA — polynenasycené MK

Cim je procentudlni zastoupeni omega-3 MK vy3§i, tim je rybi maso kvalitngjsi. To plati i
pro pomér omega-3 a omega-6 MK. V tabulce 3 miZeme vidét, Ze z téchto sladkovodnich
ryb ma nejlepsi pomér PUFA pstruh duhovy [37].

Predevsim libové druhy ryb ukladaji tuk v jatrech (tresc¢i jatra), jiné ve svaloving (sled’ az
21 % tuku). Plati, Ze obsah tuku ve filetech roste od ocasu k hlave [38].

Dal§im moznym vyuzitim rybiho tuku je kontroverze na biopalivo, vyuZiti pfi zpracovani

kovi, kizi, pfi vyrobé margarinu, inkoustu, mydla, barev a lakl, odpuzovaci vody c¢i

zmékcovadel [39].

Obrazek 5: Vyuziti rybiho tuku — peroralni kapsle [40]
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2.4.2 Anorganické vedlejsi produkty

Chromatofory jsou bunky, které nesou pigment. Nalézaji se ve Skare, ale také na Supinach
a tim udavaji rybé barvu. Pigmentové bunky obsahuji v cytoplazmé pigmentova zrna,

podle jejichz povahy rozeznavame nasledujici typy chromatofori:

1) Melanofory — cerna barva vznikd, pokud melanofory se Siroce roztazenym

melaninem piekryvaji iridocity,

2) Erytrofory — Cervena barva tvofena pouze erytrofory s roztazenym barvivem na

bazi karotenoidu,

3) Xantofory — zluté zbarveni je tvofeno pouze xantofory s roztazenym barvivem na

bazi karotenoidu,

4) Iridocity (guanofory) — stfibfité zbarveni vznikd v mistech, kde jsou melanofory

uloZeny nad iridocity.

Vzéajemné vrstveni chromatoforti dava vysledné, strukturdlni zbarveni ryby. Zbarveni je

vysledek kombinace a vrstveni vyse uvedenych typt chromatofort [41, 42].

Pigmenty se b&Zn€ pouZivaji na vyrobu barev a natérovych hmot, i kdyz organické
pigmenty jsou v dneSni dobé nahrazeny spisSe syntetickymi. Ze Supin se dfive primyslové

ziskaval guanin k vyrobé umélych perel [42].

2.4.3 Odpadni vody

Voda slouzici k oplachovani a dopravé ryb pfi jejich zpracovani s sebou Caste¢né strhava
organické latky, které 1ze z odpadni vody vyextrahovat. Odpadni voda se pouZziva k vyrobé
rybi moucky, silazi (produkt z fermentace rybiho odpadu) a organickych hnojiv. Rybi
moucka se vyuzivd ke krmeni hospodaiskych zvifat, ale nckteré staty (napt. staity EU)
ulozily zékaz krmeni ptezvykavci rybi mouckou. Primysl rybi moucky neni rozSifen
hlavné kvili vysokym provoznim nakladim, nakladim na dopravu a problémim se

zapachem [43].

Novym vyuzitim odpadni vody by mohlo byt ziskani lipidd z odpadnich vod. Priimysl
konzervovani ryb produkuje velké mnozstvi kapalnych odpadii, které se po fadném
oSetfeni za ucelem odstranéni organického odpadu zlikviduji. Lze vSak také navrhnout
alternativni zplsoby zpracovani, aby se zaméfily na ziskani cennych sloucenin. Jako

nejlepsi metoda k ziskani omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin se ukazala
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extrakce hydrostatickym tlakem, kdy pomoci této metody bylo ziskano nejvétsi mnozstvi
omega-3 kyselin a zaroven je tato metoda nejmén¢ nakladna a ma nejnizsi dopad na Zivotni
prostiedi. Ziskané omega-3 polynenasycené mastné kyseliny jsou vhodné pro dalsi

aplikace v potravinarstvi (fortifikace), farmacii (dopliiky stravy) i kosmetice (krémy) [44].

2.4.4 Zpracovani vedlejSich produkti z ryb na Zelatinu

Filetovani, primarni zpracovani ryb, generuje az 70-75% pevnych vedlejSich produkti,
vcetné kosti, koster, hlav, ocasii, vnitfnosti, kiizi atd., Které jsou obecné vynikajicim
zdrojem vysoce kvalitnich bilkovin. Asi 30 % téchto vedlejSich produktl sestavajicich z

ktize, kosti nebo Supin Ize pouzit k vyrob¢ kolagenu a Zelatiny [34].

Obecné se rybi zelatina ziskava c¢isténim rybich vedlejSich produkti ve vodé, aby se
odstranil vSechen piebytecny material, a rozfezdnim suroviny na mens$i kousky, popf.
mletim. Dale se oSetii alkalickym roztokem, ktery po urené dob& plisobeni musi byt
oplachnut vodou a tim odstranén ze suroviny. Poté se surovina nalozi do kyseliny a opét se
po dob¢ pilisobeni oplachne vodou. Surovina musi byt po vSech operacich neutrdlni a
nasledné se muize extrahovat ve vodé¢ pii teploté asi 55 °C, kdy dochazi k rozpusténi
castecné degradovanych kolagenovych material. Pro odstranéni necistot se vodny
solubilizovany Zelatinovy roztok filtruje pfes desku z celuldozy nebo kiemeliny. Muze byt
také deionizovan pomoci pryskyfice. Dale se roztok odpatuje na koncentraci 15-35 %.
Takto koncentrovany roztok se steriluje pii teploté 130-145 °C po dobu 8-12 s. Roztok je
potom zchlazen a usuSen. V poslednim kroku se usuSeny roztok rozemele na Zelatinovy

prasek [45].

Zpracovani rybich kizi na zelatinu bylo provadéno nasledovné. Zmrzlé kaze byly
rozmrazeny pies noc v lednici a poté rozstiithany na Ctverce o strané cca 2 cm. Takto
nastfihané kiize byly promyty ve studené vodé¢ a naloZeny do alkalického roztoku (0,01-
0,21 mol.I" NaOH) v poméru 1:3 pii 7 °C, &imZ se odstranil nekolagenovy protein i
podkozni tkan. Po oSetfeni zadsadou se kize promyly do mirné¢ zasaditého az neutralniho
pH kohoutkovou vodou. Poté byly kiize ponofeny do studené kyseliny octové o stejné
koncentraci i poméru k suroving jako byla pouzita zdsada. Kazdé maceni trvalo 1 h a
opakovalo se tfikrat. Poté se kiize fadné promyly. Takto oSetfené klize byly extrahovany
v destilované vodé o teplot¢ 50 °C po dobu 16 hodin. Solubilizovana Zelatina byla

oddélena od zbytkovych fragmentd kize pomoci dvouvrstvého filtratniho
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platna. Zelatinovy extrakt se poté koncentruje v rotatni odparce (50 °C, 30 minut) a

nasledn¢ susi [46].

K extrakci kuzi ztilapie bylo pouzito cca 50 g kazi, které byly nejprve dikladné
promyvany vodou a pak namoceny v poméru 1:3 v 0,2% vodném roztoku NaOH na
40 minut. Méceni bylo provedeno 3x. Kiize pak byly promyvany do neutradlniho pH.
Nasledovalo osetfeni kiizi kyselinou sirovou ve stejném pomeéru a koncentraci jako byla
pouzita zasada. Stejné byly i doba naméaceni kizi a poCet opakovani. Promyté neutralni
ktze byly nalozeny tfikrat do 1% citronové kyseliny na 40 minut. Nezbytné bylo opét
promyt kiize do neutralniho pH. Takto oSetiené kuize byly extrahovany teplotou v rozmezi

40-50 °C pres noc. Kapalina byla filtrovana, centrifugovana a vysusena [47].

Ve srovndni se sav¢i Zelatinou ma rybi Zelatina hor$i pevnost gelu a reologické vlastnosti.
Proto jsou zkoumany rizné fyzikdlni a chemické Upravy pro zajiSténi lepSich vlastnosti
rybich Zelatin. Rybi zelatina ma vyssi cenu, proménlivou kvalitu, nizsi reologické chovani
a vlastnosti gelu. To je zplisobeno nizkym vytézkem zdroje béhem vyrobniho procesu a
nizkym obsahem aminokyselin hydroxyprolinu a prolinu, které omezuji jeho aplikace. Hyp
a Pro stabilizuji uspofadanou konformaci, kdyz Zelatina tvofi gelovou sit, a niZ§i obsah
Hyp a Pro pravdépodobné dava rybi Zelatin€ nizkou silu gelu, nizké teploty tani a tuhnuti.
Rybi Zelatinu 1ze upravovat enzymaticky pomoci mikrobidlni transglutaminazy, diky niz se

méni struktura proteinu (viz obrazek 3) [48, 49].

Gln Lvs

I G
C-N-H 4+NH,R C-NH-R o ny,
Acvl-transfer
H o
i : I
-N-H +Y\.]:- Y-'\.H%"' NH-
Cross-links H
C-N-H :
ira-crose K_\H_- —}K\\\II o HEy

COH o

i
Deamidation Y'\"“ + H.l}  — C-OH 4 NH,

Obrézek 6: Schématické znadzornéni modifikace Zelatiny transglutaminazou [48]
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Jak je vidét na obrazku 4 dal$i moznosti je fosforylace zelatiny. K fosforylaci se vyuzivaji

oxychlorid fosfore¢ny, fosfokindza, trimetafosforecnan sodny aj. Dale si na obrazku Ize
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vSimnout, jak se fosfat vybrané chemické latky navaze na hydroxy skupinu proteinu, ¢imz

zmeéni jeho funkéni vlastnosti [48].
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Obrazek 7: Reak¢éni mechanismus fosforylace zelatiny tripolyfosfore¢nanem sodnym
(STP) a trimetafosfatem sodnym (STMP) [48]

Zelatina byla modifikovana zesitovacimi &inidly na béazi aldehydu, které mély vysokou
ucinnost na zlepSeni tepelné a mechanické odolnosti, zavedenim kovalentnich vazeb mezi
zelatinové fetézce. Zelatiny zesitované glutaraldehydem poskytovaly lepsi bariéru proti
kysliku a vodni pate nez komerc¢ni Zelatiny [48, 50].
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Obrazek 8: Reakéni mechanismus mezi aminoskupinami lysinu a karbonylovymi
skupinami glutaraldehydu za vzniku Schiffovy baze [48]

Fyzikalni metodou pro zlepSeni vlastnosti Zelatiny je ptfidavek elektrolytti. Soli mohou
ovlivnit Zelatinu Gpravou elektrostatickych sil a tvorbou solnych mustka. Rizné soli, jako
jsou CaCl,, MgCl, a NaH,PO,, mohou zlepsit pevnost gelu a teplotu tani Zelatiny. U¢inné
je 1 pouziti vysokého tlaku, ktery vyvold konformacni zmény v Zelatinovych
makromolekuldch. To umoznuje agregaci do 3D sit€. Na vytéznost méla vliv extrakce

pomoci ultrazvuku [48, 51].
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3 FUNKCNI VLASTNOSTI A APLIKACE ZELATIN

Zelatina se ziskava zahifevem kolagenu nad piechodovou teplotu kolagenové struktury
trojSroubovice, nazyvané také superSroubovice. SuperSroubovice je tvofena tfemi
peptidovymi vldkny se strukturou Sroubovice. K t€émto zménam dochazi v relativné uzkém
teplotnim rozmezi. Zaprvé se zhrouti spiradlova struktura molekuly kolagenu, poté dojde k
rozvinuti molekularnich fetézcii a ndslednému snizeni molekulové hmotnosti. Toto oSetfeni
je nezbytné k naruSeni nekovalentnich vazeb a naruSeni struktury proteinu, a tim k
vytvoreni adekvatniho bobtnani a prasknuti intra- a intermolekularnich vazeb, coz zptsobi
solubilizaci kolagenu a vede ke konverzi zelatiny se zvySenou hydratacni kapacitou. Pfi
vyrobé Zelatiny ma zpracovani zivocisné suroviny ziedénou kyselinou (Zelatina typu A)
nebo zésadou (zelatina typu B) za nasledek céastecné Stépeni proteinovych zesitovani.
Struktura kolagenu je rozlozena do té miry, ze vznika ,,teply, ve vodé rozpustny kolagen®,
tj. zelatina. Rozklad je do zna¢né miry zavisly na tfech faktorech a to na teploté, Casu a
pH. Kromé zakladnich hydrata¢nich vlastnosti, jako je bobtnani a rozpustnost, lze
spojené s Zelirujicim chovanim Zelatiny (tvorba gelu, texturovani, zahustovani a schopnost
vazat vodu. Do druhé skupiny lze zatadit vlastnosti souvisejici s jejim povrchovym
chovanim, které zahrnuji tvorbu a stabilizaci emulze a pény, adhezi a soudrznost,

ochrannou koloidni funkci a schopnost tvorby filmu [52, 53].

3.1 Gelové vlastnosti a vlastnosti vazajici vodu

24

zchlazeni gel. Pevnost tohoto gelu udava kvalitu Zelatiny. Cim vys§i je hodnota Bloom, tim
kvalitn€j$i je Zelatina. Pevnost gelu se méfi pomoci gelometri. NejbéZznéjSim pouzitim
Zelatiny jsou jeji tepelné€ reverzibilni Zelirovaci vlastnosti s vodou, napiiklad pii vyrobé
zelé. Vodny roztok nékolika procent Zelatiny vytvaii s vodou tepelné reverzibilni gely a
teplota tani gelu je niz8$i neZ teplota lidského téla, coz dava Zelatinovym vyrobkim
jedinecné organoleptické vlastnosti. Termoreverzibilita tohoto procesu déva zelatinovému
gelu jedineGnou vlastnost tani v Ustech. Zelatina je pozoruhodna svymi gelovacimi
vlastnostmi a ¢istym profilem chuti. Zelatinovy gel ma jiskiivy a jasny vzhled s Eistou

strukturou taveniny v ustech [53, 54].
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3.2 Povrchové vlastnosti

Zelatinové povrchové vlastnosti jsou zaloZeny na piitomnosti nabitych skupin v
postrannich fetézcich proteinu a na urCitych ¢astech kolagenové sekvence obsahujici bud’
hydrofilni, nebo hydrofobni aminokyseliny. Jak hydrofobni, tak hydrofilni ¢asti maji
tendenci migrovat k povrchiim, ¢imz snizuji povrchové napéti vodnych systému a vytvareji
pozadovany identicky nabity film kolem slozek dispergované faze, ktery lze dodatecné
posilit tvorbou gelu. Zelatiny typu A s relativné vysokym izoelektrickym bodem (pI > 7,0)
jsou vhodné pro vytvareni emulzi typu olej ve vod¢ s pozitivnim ndbojem v $ir§im rozsahu
hodnot pH, nez je mozné u béznych proteinovych emulgatord, jako je so6ja, kasein nebo

syrovatkové proteiny [55].

Zelatina vykazuje vhodné pénici vlastnosti, protoZe je schopna snizit povrchové napéti na
rozhrani kapalina-vzduch zvySenim viskozity vodné faze. Pénové vlastnosti do znacné
miry zavisi na vlastnostech suroviny. Pro adsorpci na rozhrani vzduch-voda by molekuly
m¢ely obsahovat hydrofobni oblasti, které jsou vice exponovany po rozvinuti proteinu, coz

usnadniuje tvorbu a stabilizaci pény [56].

Zelatina ma schopnost tvofit film, ktery by mohl byt pouzit jako vné&j§i film k ochrang
potravin pfed vysuSenim a vystavenim svétlu a kysliku. V dneSni dobé jsou velmi
vyhleddvané biologicky odbouratelné folie vyrobené¢ z jedlych biopolymerti z
obnovitelnych zdroji k boji proti dopadu plastového odpadu na Zivotni prostiedi. Hlavni
nevyhodou Zelatiny je jeji vysoce hygroskopickéd povaha. ProtoZze pokud by se uvazovala o
pouziti Zelatinovych folii jako ochrannych bariér potravin, nastal by problém pii kontaktu
s povrchem potraviny, ktera méa vysoky obsah vlhkosti. Zelatina by méla tendenci bobtnat
a rozpoustét se. Soucasny trend v navrhovani Zelatinovych biologicky odbouratelnych
materiald pro baleni potravin nebo biomedicinské aplikace je proto zaméten na vyvoj folii
se zlepSenymi mechanickymi a vodotésnymi vlastnostmi kombinaci Zelatiny s
biopolymery s rOznymi vlastnostmi, jako jsou lipidy, izolaty sdjovych proteind,
polysacharidy jako gellan, chitosan, pektiny, hydrofobni nebo hydrofilni zmékcovadla atd.
Ptredpoklada se, ze distribuce molekulové hmotnosti kolagenovych fetézci a sloZeni
aminokyselin, které jsou hlavnimi faktory ovliviiujicimi fyzikdlni a strukturni vlastnosti
zelatiny, hraji klicovou roli v mechanickych a bariérovych vlastnostech vyslednych
filmt. Slabsi a deformovatelnéjsi filmy se obvykle ziskaji, kdyzZ v daném Zelatinovém
piipravku pievladaji fragmenty s nizkou molekulovou hmotnosti, coz miize byt zptisobeno

degradaci proteinu teplem bé¢hem extrakce nebo odpatovani [53, 54, 57].
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3.3 Aplikace Zelatin

Kvalita Zzelatiny je pramyslové urCena pevnosti gelu, viskozitou, teplotou tani nebo
gelovaténi (tuhnuti), obsahem vody a mikrobiologickou bezpecnosti. Zelatina je
multifunkéni pfisada pouzivana v potravinach, 1écivech, kosmetice a fotografickych
filmech jako zelatina¢ni ¢inidlo, stabilizator, zahustovadlo, emulgator a filmotvorna latka

[58].

3.3.1 Aplikace Zelatin v potravinarstvi

Jako termoreverzibilni hydrokoloid s uzsi mezerou mezi teplotou tani a teplotou tuhnuti,
které jsou ob& pod teplotou lidského téla, Zelatina poskytuje jedineéné vyhody oproti

gelujicim latkdm na bazi sacharidi [58].

V mlékarenském primyslu se zelatina pouziva v mléénych vyrobcich jako stabilizator a
jako pfisada k upravé struktury. Pouziva se v jogurtech, zmrzlinich a jinych mlécnych
vyrobeich. Zelatina se piidava do jogurtu ke snizeni synereze a zvySeni pevnosti
(zahu§tovani). Zelatina je piisada kompatibilni s mléénymi bilkovinami a zlepSuje
smyslové vnimani tim, Ze nemaskuje chut’ vyrobku stejné jako nékteré jiné gelotvorné
latky. Zelatina je Siroce pouzivana v cukrovinkach. Cukrafsky primysl pouziva Zelatinu
nejen pro své termoreverzibilni gelové vlastnosti, ale také pro tvorbu a stabilizaci pény,
vazani tuku, emulgacia fizeni krystalizace cukru. Pfikladem produktl obsahujicich
Zelatinu jsou ovocné gumové bonbony, marshmallows, pusinky, karamelky a bonbony
potazené cukrem. Zelatina je hlavnim Zelirujicim ¢&inidlem v bonbénech gumového
typu. Marshmallows obvykle obsahuji asi 3 % zelatiny, ve kterych Zzelatina slouzi jako
stabilizator a pénotvorna latka. Diky své vynikajici schopnosti vytvafet film a nutriéni
hodnoté 1ze Zelatinu pouzit jako jedly film a potahovy materidl na dorty ¢i zakusky.
V lahtdkaistvi se Zzelatina pouziva pro Sunky, ryby ¢i vejce v aspiku. V masném
primyslu je mozné zelatinu piidavat do klobasek, parkd nebo Sunek, kde zelatina zadrzuje
Stavu a zlepsSuje strukturu vyrobku. V napojich at’ uz alkoholickych ¢i nealkoholickych se
elatina vyuziva k Gifeni. Zelatina se da vyuzit pfi ptipravé emulzi typu olej ve vods.
Emulze jsou v potravinach vyuzivany opravdu hojné. Nejedna se pouze o dresinky, ale 1
likéry, margariny, uméla mléka ¢i pomazanky. Pfi pouZiti lakdzy k zesitovani rybich
zelatinovych emulzi bylo prokdzano, Ze je emulze vice stabilni pii ménicich se teplotach a

nemeni se ani pii vyssi koncentraci soli [54, 55, 58, 59].
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3.3.2 DalSi aplikace Zelatin

Zelatina se také pouzivd v nepotravinafskych vyrobcich, véetné 1éki, kosmetiky,

fotografickych filmii a vyrobkt z papiru a barev.

Farmaceuticka Zelatina tvoii podstatnou cast celkové produkce a pouziva se pii vyrob¢
tobolek, tablet a pastilek. Zelatina se pouziva pro mékké i tvrdé tobolky. Zelatina chrani
1éky béhem distribuce a uvoliiuji se aZ poté, co jsou v zaludku. Zelatina ptisobi jako pojivo
v tabletach. Pouziva se také k potahovani tablet ke sniZzeni praSnosti, k maskovani
nepiijemnych chuti a k umoznéni potisku a barevnych potahti pro identifikaci produktu.
V mediciné je vyuziti zelatiny taktéz Siroké. Najdeme ji v povlacich, které chrani vitaminy
pred poskozeni svétlem nebo kyslikem. Pouzivd se v nahrazkdch plazmy v urgentni
medicing a chirurgii a také pii vyrobé obvazl. V 1€katstvi se pouziva k vyrobé hydrogeld,
nanovldken, jako matrice pro intravendzni infuze, injekéni mikrokryogely a implantaty

[52, 58, 59].

Zelatina se pouziva pro fotografické emulze jiz vice nez 100 let. Moderni fotografické
materidly obsahujici bromid stiibrny se skladaji hlavné z emulzi obsahujicich Zelatinu na
podkladovém materialu (papir nebo film). Zelatina zde ptisobi jako pojivo pro fotocitlivy
bromid stfibrny. Pro vyrobu emulze je nezbytné, aby Zelatina nabobtnala a pti zahtati
vytvofila roztok, ktery se po ochlazeni zméni na gel a po extrakci vody se zméni na
trvanlivy stav. Bobtnavost Zelatiny zarucuje, Ze fotografické 1azn€ nezbytné pro chemické
reakce béhem zpracovani exponovanych fotografickych materialli proniknou do emulze a
lze je snadno odstranit oplachnutim. Priimysl zpracovava fotografickou Zelatinu na rtizné
typy reprofilmii pro polygraficky obchod. Prvnim typem jsou védecké a technické
fotografické emulze, jako jsou nuklearni stopové emulze pro lokalizaci radioizotopl v
nukledrni medicing¢, dalSim typem je zpracovani na infracervené citlivé emulze pro
fotografovani v ,,temnoté*, v astronomii a v geologii a fotogrammetrii pro snimky pofizené
z velkych vysek. V soucasné dobé jsou nejvyssi pozadavky kladeny na fotografickou

Zelatinu pro vyrobu rentgenovych filmi [54, 58, 59].

Nesmi byt opomenuty ani kosmetické aplikace. Zelatinové hydrolyzaty se ptidavaji do
pletovych krému ke zlepSeni schopnosti vazat vodu, ke snizeni trans-epidermalni ztraty
vody a zlep$eni pocitu na pokoZce. Zelatina mtize byt také pouzita jako gelujici prostiedek
naptiklad v koupelovych solich, Samponech, krémech na opalovani, télovych mlékach,

lacich na vlasy aj. [54, 58, 59].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

37

II. PRAKTICKA CAST
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4 ZHODNOCENI LITERARNI STUDIE A CiLE PRACE

Sav¢i zelatina je vzhledem k sociokulturnim a zdravotnim rizikim po mnoho let
vystavovana tlakim. Pravé proto ma rybi zelatina velky potencidl a je povazovana za
dobrou alternativu. Nicméné, rybi Zelatina ma ve srovnani s komer¢ni zelatinou horsi
vlastnosti, které omezuji jeji rozsahlé pouziti. Dale literatura uvadi, ze rybi zelatina vytvari
ekonomickou hodnotu pro vedlejsi produkty z ryb, ¢imz by se mohl omezit odpad, ktery
konc¢i na skladkach a ve vodnim prostiedi. Je tedy nutné zvysit vytéZnost Zelatin a zlepsit

jejich vlastnosti z vedlejsich produktt ryb a proto cile mé prace byly nasledujici

1) Ovefit procesni podminky pfipravy zelatin ze skeletd kapra obecného a sledovat

vliv vybranych procesnich parametrii na vytéznost Zelatinovych frakci,
e Koncentrace kyseliny chlorovodikové (faktor A),
e Pridavek enzymu (faktor B),

2) Piipravit modelové vzorky Zzelatin a charakterizovat jejich vlastnosti, ptipadné
navrhnout jejich aplikaci v potravinarstvi,

3) Navrhnout optimalni podminky zpracovani kaptich vedlejSich produkti na Zelatiny
vyuZitelné v potravinarstvi.

Védecké hypotézy:

1) Predpoklada se, ze za zvolenych procesnich podminek vicestupiiové extrakce
zelatin se podafi pfipravit zelatinovou frakci z vedlejsich rybich produktt,

2) Predpoklada se, ze zelatiny budou mit pevnost gelu odpovidajici pro vyuziti
Vv potravinafstvi,

3) Predpoklada se, Zze v experimentu, kde nebyly pouzity demineralizace kyselinou ani

enzymatické opracovani suroviny v procesu kondicionovédni, bude dosaZeno

nejmensiho stupné konverze na Zelatinu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

5 MATERIAL, METODY A POSTUP PRACE

5.1 Surovina

Skelety z kapra obecného byly ziskdny z rybafstvi Tovacov. Jedna se o tuhy odpad
z ptipravy kapftich filetl, ktery kromé kosti obsahuje 1 zbytky svaloviny a kiize, Supiny a
ploutve. Takto ziskané kostry byly rozfezany na mensi kousky a dale pomlety na velikost
asi 3 mm. Pomlet4 surovina byla zbavena vzduchu na vakuové svarecce a tim i uzaviena
do vakuového sacku. Takto pripravené cca 1 kg balicky byly zamrazeny pii -18 °C. Pied
zpracovanim suroviny bylo nutné bali¢ky rozmrazit den pfedem vytaZzenim do chladnicky.
Byly provedeny analyzy suroviny a jeji sloZeni je 42,95 % suSiny, 59,78 % tuku, 9,37 %
popelovin, 73,38 % kolagenu (po odstranéni rozpustnych bilkovin a tuku) a 3,29 % dusiku.

Obrazek 10: Rozfezané a nasledné pomleté kapii skelety
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5.2 Pristroje, pomiicky a chemikalie

Elektronické analytick¢é vahy KERN 770, elektronické laboratorni vahy 440-47, suSarna
WTB Binder, tfepacka LT2 firmy Kavalier, pH metr WTW 526, varna deska s termostatem
a magnetickym michadlem Schott Garate GMBH, mixér ETA, stopky, exsikator, plynovy
kahan, Muflova pec Nabertherm, lednice Samsung, Sevens - LFRA analyzator, Termostat
Thermo Hauke, Ubbelohdeho viskozimetr, destilaéni aparatura, extrakéni aparatura,
inkubator Daisy, fezacka masa BRAHER P-22/82, topné hnizdo LTHS 250 a 500,
odstedivka EBA 20.

Erlenmeyerova banka, destilaéni banka se zabrusem, odmérny valec, kozeluzska miska,
pipety a balonky, Petriho misky, klesté, LDPE uzaviratelné sacky, ty¢inky, 1zi¢ky, tkaniny,
kuchynské sitko, zihaci kelimky, kadinky, magnetické michadlo, varné kulicky, sacky F57,
inkubacni lahev, vazenky, pipety, filtraéni papir, kovova sita s velikosti ok 1 mm, nizky,

stiicky s destilovanou vodou, baldnek, plech, smaltovy hrnec, ndlevky, sirky.

Chlorid sodny, hydroxid sodny, kyselina chlorovodikova, smés etanolu s petroletherem
vpoméru 1:1, enzym Protamex [Pfiloha P I], aceton, enzymy pepsin a pankreatin,

fosfatovy pufr.

5.3 Metodika prace

Planovani experimentd umoziuje nalézt faktory, které nejvyznamnéji ovlivituji vyrobni
proces i jeho vystupy a stanovit optimalni hodnoty téchto faktorG. Je to vlastné
matematicky prostfedek, ktery umoznuje kvantifikovat vyznamnost vstupt, které jsou na
pocatku experimentu vytipovany jako pravdépodobné vlivné. Planovani experimentti dale
stanovi jak nastavit vstupy, aby proces dosahoval poZadovanych vystupt pii minimalni
variabilité a odolnosti pfed nepfedvidatelnymi negativnimi vlivy na vyrobni proces. V této
metod¢ se vyuziva jednak matematicka statistika a jednak teorie pravdépodobnosti.
V experimentalni ¢asti diplomové prace byl pouzit Taguchi design, ve kterém byly

sledovany 2 faktory na 3 urovnich [60]. Faktorovy plan sestava z:
1) Koncentrace kyseliny chlorovodikové pfi demineralizaci suroviny (faktor A),
2) Mnozstvi pfidaného enzymu Protamex v procesu kondicionovéani (faktor B).

Vsechny experimenty byly demineralizovéany stejnou dobu, tedy 48 hodin, ale koncentrace

kyseliny chlorovodikové se ménila. Koncentrace HCI (faktor A) byla 0,5 %, 1,0 % a
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2,0 %. Také doba opracovani enzymem byla u vSech experimentd konstantni a to 4 hodiny.
Mnozstvi ptidaného enzymu (faktor B) bylo 0,0 %, 0,1 % a 0,2 %.
5.4 Postup prace zpracovani suroviny

Ramcovy postup prace piipravy zelatin se skldda ze 3 hlavnich tusekti a vyhodnocovani

procesu:
1) Ptiprava cistého kolagenu
e Promyti ve studené vodé — odstranéni albuminti
e Opracovani roztokem NaCl o koncentraci 0,2 mol.I"" — odstranéni globulind
e Opracovani roztokem NaOH o koncentraci 0,03 mol.I"" — odstranéni glutelint
e (Odtucinovani smési rozpoustédel
2) Ptiprava demineralizovaného kolagenu
e Koncentrace HCI podle faktoru A (0,5 %, 1,0%, 0,2 %)
3) Piiprava Zelatin
e Neutralni opracovani suroviny enzymem podle faktoru B (0,0 %, 0,1 %, 0,2 %)
e Extrakce Zelatin
4) Vyhodnoceni procesu a charakterizace zelatin

Podrobnéjsi postup piipravy Zelatin ze skeletd kapra obecného lze vidét na obrazku 11.
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Obrazek 11: Schéma piipravy zelatin
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5.4.1 Priprava Cistého kolagenu

Nejprve byla surovina den pfedem vytaZena z mrazdku a dana na 24 h do lednice, aby byla
rozmrazena. Surovina byla nejdiive promyta kohoutkovou vodou na situ s velikosti ok
I mm vylozeném tkaninou po dobu asi 2 minut a nasledn¢ vloZzena do nadoby se studenou
vodou na 5 minut. Poté¢ byla opét promyvéana. Nésledujicim krokem bylo opracovani
v 0,2 mol.I"" roztoku soli a to tak, Ze se surovina s pfipravenym roztokem NaCl smichala
ve velké nadob¢ v poméru 1:6 a nechala se opracovavat 90 minut pii teploté¢ mistnosti za
obc¢asné¢ho michani. Potom byla surovina odfiltrovana pfes sito s tkaninou a promyvéana
studenou vodou. V dal$im kroku byla surovina opracovéana roztokem hydroxidu sodného o
koncentraci 0,03 mol.I" v poméru 1:6 po dobu 45 minut za ob&asného michani. Poté byla
odfiltrovana pfes sito s tkaninou a promyvana studenou kohoutkovou vodou. Tento postup
opracovani pomoci NaOH byl zopakovéan jest¢ 3x. Po poslednim opracovani suroviny
hydroxidem sodnym bylo promyvéani studenou vodou dikladné. Ze suroviny byla
vymackana piebytecna voda a nasledné byla rozprostfena na plechy, které byly opatieny
potravinaiskou folii. Plechy byly umistény do suSarny s cirkulaci vzduchu a surovina byla
vysuSena pii 35 °C za 24-36 hodin. Takto vysuSend surovina byla rozlamana na mensi
kousky a smichana se smési rozpoustédel v poméru 1:6. Jednalo se o smés petroletheru a
etanolu v poméru 1:1. Surovina byla odtu¢iovana na tiepacce 1,5-2 dny a vzdy se po 12 h
rozpouStédlo vyménilo za Cisté. Po ukonceni odtu¢novani se odfiltrovand surovina
rozprostiela na plech a nechal se v digestofi volné do-odpafit zbytek rozpoustédla. Takto
pfipraveny Cisty kolagen byl rozemlet na vertikdlnim mlynku na plivodni jemnost 3 mm a

skladovan v temnu v uzaviené nadob¢.

5.4.2 Priprava demineralizovaného kolagenu

Cisty kolagen byl smichan s kyselinou chlorovodikovou o koncentraci podle faktoru A
v poméru 1:10. Cisty kolagen byl demineralizovan 48 h pii pokojové teploté za mirného
ttepani, pii cemz po 24 h byla HCl vyménéna za ¢istou. Demineralizovany cisty kolagen
byl na situ svelikosti otvori 1 mm promyvan kohoutkovou vodou cca 3 minuty.
Demineralizovany kolagen byl rozprostien v tenké vrstvé na plech a suSen v suSarné
s cirkulaci vzduchu pii 35 °C 24-36 hodin. VysuSeny demineralizovany kolagen byl
pomlet na velikost 1-3 mm. Od kazdého postupu mineralizace byl odebran
demineralizovany kolagen ke stanoveni suSiny. Podle stanovené suSiny bylo vypocitano
mnozstvi enzymu Protamex. Ze suSiny byl ndsledné udélan popel pro ovéfeni ucinnosti

demineralizace.
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5.4.3 Extrakce Zelatin

70,0+0,1 g demineralizované suroviny bylo smichdno s destilovanou vodou v poméru 1:15,
mirné tfepano 20 minut a poté bylo upraveno pH na hodnotu 6,5-7,0 pomoci 5% roztoku
NaOH. Byl pfiddn proteolyticky enzym Protamex v mnozstvi podle faktoru B.
Pokracovalo mirné tfepani pii laboratorni teplot€¢ po dobu 4 hodin. Po 30 minutach bylo
zkontrolovéano a piipadné doupraveno pH. U demineralizace suroviny 0,5% HCI bylo pH
upraveno 15 ml, u 1% HCI 30 ml a u 2% HCI 50 ml 5% roztoku NaOH. Po ukonceni
enzymatického opracovéni byla surovina prefiltrovana ptes sito s velikosti ok 1 mm
opatfené 3 vrstvami PA tkaniny. Hydrolysat (kapalina) byl ptelit na plech vylozeny folii a
suSen pii 70 °C 24 hodin. Po vysuSeni byl hydrolysat zvazen, seSkraban a dan do
uzaviratelného sacku. Pro odstranéni co nejvétStho mnoZstvi enzymu byla surovina
zachycend na situ diikladné promyta kohoutkovou vodou cca 5 minut a poté ptevedena do
kadinky s destilovanou vodou v poméru 1:15. Material s vodou byl zahtivan na 40 °C a po
dosazeni teploty trvala extrakce 45 minut. Béhem extrakce byl obsah kadinky intenzivné
michdn pomoci magnetického michadla. Po uplynuti ¢asu byl materidl ptefiltrovan pies
sito s tkaninami a kapalina, tedy Zelatina 1. frakce, byla jimana do druhé kadinky a rychle
pfivedena k varu a povafena 5 minut. Poté byla zchlazena ve studené vod¢. Zchlazena
zelatina 1. frakce byla rozlita do zkumavek a odstfed’ovana pii 4000 ot/min po dobu
4 minut. Po odstfedéni se roztok rozdélil na 3 vrstvy, kdy spodni vrstva obsahovala
pigment, stiedni vrstva obsahovala Cisty zelatinovy roztok a vrchni vrstva obsahovala tuk.
Roztok byl odfiltrovan od vrstvic¢ky tuku pfes sito s tkaninou na plech a vlozen na 30 minut
do lednice. Po pll hodiné byl ptenesen do susarny a vysuSen pii 40 °C pies noc a druhy
den pii 65 °C dalSich 8 hodin. VysuSena Zelatina 1. frakce byla zvaZena, uschovana do
uzaviratelného sacku a skladovana v temnu. NerozloZeny material, ktery zlstal po extrakci
1. frakce Zelatiny, byl dan opé¢t do kadinky a smichan s destilovanou vodou 1:15. Systém
byl intenzivné michén a zahtivan na teplotu 50 °C a po dosazeni této teploty byla zelatina
extrahovana 45 minut. Poté byl material ptefiltrovan a kapalina (Zelatina 2. frakce) jiméana
do kadinky a pfivedena k varu a povarena 5 minut. Opét byla zchlazena, odstiedéna, dana
do lednice na pil hodiny, ndsledn¢ vysuSena a zvazena stejné jako Zelatina 1. frakce. Zbyly
nerozlozeny material byl opét smichan s destilovanou vodou v poméru 1:15 a zahian na
70 °C za intenzivniho michani. Po dosazeni teploty 70 °C byla Zelatina 3. frakce
extrahovdna 45 minut. Poté byly dal§i kroky shodné s ptedchozim ziskanim frakce

zelatiny. Nasledn¢ byl pfefiltrovany nerozlozeny material naposled smichan s destilovanou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

vodou v poméru 1:15 a zahtan na 95 °C. Obsah byl michén tak, aby se material neusazoval
a po dosazeni teploty se 4. frakce zelatiny extrahovala 20 minut. Nasledovalo chlazeni,
odstfed’ovani a suseni za stejnych podminek jako ostatni frakce zelatin. Zbyly nerozlozeny
podil byl vysuSen pii 103 °C pfes noc, nasledné zvazen a uchovan pfti laboratorni teploté
v sacku. Za stejnych podminek byla vysusena a skladovana tkanina se zachycenym tukem
po odstfedéni zelatinovych roztok. Ze zkumavek po odstfedéni byl pomoci lzicky
vyskrabnut pigment a na Petriho misce vysuSen pii1 40 °C ptes noc. Pigment byl zvazen a
prendan do uzaviratelného sacku. Skladovéan byl za laboratorni teploty v temnu stejné jako

ostatni ziskané slozky.

5.5 Analyzy surovin a produkti

Analyzy hydrolyzata a Zelatin byly provadény podle Standardni testovaci metody pro jedlé
zelatiny — Standard Testing Methods for Edible Gelatin (v USA) [61].

Pro stravitelnost a zkousky WHC, FBC, FC/FS a EC/ES byly zelatiny rozemlety na jemny
prasek. Sitovou analyzou byla zjiSténa velikost ¢astic rozemletych Zelatin. Velikost ¢astic

se pohybovala v rozmezi 250 pm — 1 mm.

5.5.1 Stanoveni obsahu suSiny

Stanoveni obsahu suSiny bylo dulezité pro vypocet mnozstvi pifidavaného enzymu. SuSina
se provadéla v pfedsusenych kozeluZzskych miskach, do kterych se na analytickych vahach
navazilo cca 4 g demineralizovaného kolagenu, pfip. hydrolysatu ¢i Zelatiny. KozZeluzské
misky s navazkou se vlozily do susarny, kde byly suSeny pii 103 °C do konstantni
hmotnosti. Nasledné byly misky vytazeny a prendany do exsikatoru. Po vychladnuti byly
kozeluzské misky s vysuSenou navazkou zvaZzeny. Ze dvou stanoveni se nasledné
vypocitala primérnd hodnota susiny podle vzorce (1):

S—m 100 1
= (M)

kde: S — obsah suSiny vzorku [%]; m — hmotnost vzorku po vysuSeni [g]; my — hmotnost
vzorku pied vysuSenim [g]
5.5.2 Stanoveni obsahu popelovin

Obsah popelovin byl provadén u demineralizovaného kolagenu, hydrolyzatt a vSech frakei

zelatin. Stanovenim obsahu popelovin ziskdme mnoZstvi anorganickych latek ve vzorku.
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Do dvou pfedem vyzihanych kelimkl byl navazen 1 g vzorku. Kelimek se umistil nad
kahan, pomoci né¢hoz byl obsah kelimku spalen na popel. Kelimek s popelem byl vlozen do
muflové pece piedehiaté na 650 °C a zihén do konstantni hmotnosti. Vyzihany kelimek byl
po kratkém zchladnuti umistén do exsikatoru a po vychladnuti zvazen na analytickych
vahach. Ze dvou stanoveni se nasledn¢ vypocitala primérna hodnota. Obsah popela byl
vypocitan dle vzorce (2):

p="" 100 2
-, @

kde: P — obsah popela ve vzorku [%]; mp — hmotnost zpopelnéného vzorku [g]; my —

hmotnost navazky vzorku [g]

5.5.3 Stanoveni pevnosti gelu

vvvvvv

faktorech (pH, teplota aj.) a jeho hodnota je dalezita pro nasledné pouziti. Pevnost gelu se
stanovuje na analyzatoru Sevens — LFRA. Princip této metody spociva ve vtlaCovani
valcové sondy o priméru 12,7 mm do pfipraveného gelu. Gel musi mit koncentraci 6,67 %
a pripravi se dle mnozstvi vyextrahované zelatiny podle tabulky 4. Do pifesné
definovanych nadob byla navaZena Zelatina a voda. Po dobu 20 minut vzorek bobtnal a
nasledné byl rozpustén ve vodni 1azni pii teploté 45 °C. Takto piipravené roztoky byly po
vychladnuti dany do lednice a za 16-18 h bylo provedeno meéfeni vzniklych geld.
Vysledkem méfeni je hodnota Bloom, ktera urcuje potfebnou silu k penetraci povrchu gelu
sondou do hloubky 4 mm rychlosti 1 mm.s™. Pfi pouziti nestandardni nadoby byly hodnoty

podéleny pfepocitavacim faktorem.

Tabulka 4: Hodnoty k ptipravé gelu o koncentraci 6,67 %

Metoda Navazka Navazka vody [g] | Nadoba Prepocitavaci
Zelatiny |[g] faktor

A 7,5 104,5 standardni nadoba | -

B 3,0 42.0 nadoba o %2 objemu | 1,2627

C 1,5 21,0 nadoba o % objemu | 1,6372
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5.5.4 Stanoveni teploty tani gelu

Do kapilary s vnitinim primérem 2-4 mm byl nabran gel do vysky 1-1,5 cm kapilary.
Takto ptichystané kapilary byly skladovany v lednici. Kapilara byla vloZzena do zkumavky
s vodou tak, aby byla ve stejné hloubce jako teplomér. Celd zkumavka byla vlozena do
vodni 14zné s michadlem pro rovnomérny ohfev vody. Aparatura byla zahiivana na 50 °C.
V okamziku kdy tlak vody vytlaci gel z kapilary, byla zaznamenéna teplota, tedy teplota

tani gelu.

5.5.5 Stanoveni dynamické viskozity

Vzorek po méfeni pevnosti gelu se nechal rozpustit. Viskozita roztoku o koncentraci
6,67 % byla méfena pomoci Ubbelohdeho viskozimetru. Méfeni viskozity spoéiva
v méfeni doby priitoku kapaliny kapilarou. Ubbelohdeho viskozimetr se vzorkem byl
temperovan pii 60 °C a nésledné byl roztok nasat do métici kapildry pomoci baldonku.
Naméiend doba pritoku kapaliny viskozimetrem byla zaznamenéna a poté prepocitana na
dynamickou viskozitu podle vzorce (3):

n=<K.t—§).p 3)

kde: n — dynamicka viskozita [mPa.s]; K — konstanta viskozimetru zjisténd ovétenou
kalibracni kapalinou [0,5]; t — aritmeticky primér zméfenych pratokovych dob [s];
B — konstanta ke korekci na kinetickou energii urena z rozméra viskozimetru [2,8];

p — hustota [1,005 g.cm™]

5.5.6 Stanoveni teploty tuhnuti

Teplota tuhnuti zelatinového roztoku o koncentraci 6,67 % je urcena jako teplota, kdy
ztuhly roztok udrzi kuli¢ku definované hmotnosti na svém povrchu nebo ve vrstveé, aniz by
se propadla na dno. Do zkumavky o vnitinim priméru 1,5-2 cm byl nalit roztok Zelatiny
zhruba do % zkumavky. Doprostied zkumavky byl vloZen teplomér. Zkumavka byla
vlozena do prazdné kadinky o objemu 150 ml. V okamziku kdy teplota roztoku dosahla
30 °C, byla do kéadinky nalita vychlazené voda z lednice (v pfipad¢ nizkych hodnot Bloom
byl pouzit led) tak, aby hladina vody sahala nad vzorek ve zkumavce. Do zkumavky byly
vhazovany ocelové kulicky pfi poklesu teploty o 1 °C do doby, kdy kulicka uvizla ve

vrstve ¢i na povrchu. V tento okamzik byla odectena teplota tuhnuti gelu.
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5.5.7 Stanoveni celkové ucinnosti extrakce

Ucinnost extrakce charakterizuje celkovou efektivitu konverze vychozi suroviny na

kone&né produkty. U¢innost extrakce byla vypoétena u vech experimentt dle vzorce (4):

K
e =< 100 4)

kde: 1 — u€innost extrakce [%]; K — hmotnost kone¢nych produkti (hydrolysat a Zelatiny)
[g]; S — hmotnost suSiny [g]

Pro vypocet uc¢innosti extrakce Zelatin (n;) byl pouzit stejny vzorec, ale do hmotnosti
kone¢nych produkti nebyl zapocitan hydrolysat.
5.5.8 Stanoveni bilan¢ni chyby

U vSech experimentli byla téZ zjiStovdna bilan¢ni chyba méfeni k celkové ucinnosti

extrakce dle schématu:
VSTUP = VYSTUP

kde: VSTUP — susina demineralizovaného kolagenu; VYSTUP — soucet stanovenych

hodnot dané extrakce (hydrolysat, Zelatina 1. — 4. frakce, nerozloZeny podil, tuk a pigment)

Celkova bilance se vypocte dle vzorce (5):

Bil _ VYSTUP 100 [%] )
ilance = VSTUP " 0
Bilan¢ni chyba se vypocte dle vzorce (6):
Bilan¢ni chyba = 100 — Bilance [%] 6)

5.5.9 Vodu zadrzujici kapacita (WHC)

WHC (water holding capacity) je méfitkem celkového mnoZstvi vody, které lze absorbovat
na gram proteinového prasku. Tato vlastnost je zalozena na pfimé interakci proteinovych
molekul s vodou a jinymi rozpuSténymi latkami. Do zkumavky byl navézen 1 g Zelatiny a
rozptylen ve 25 ml destilované vody. Obsah zkumavky byl michan 5 minut pii laboratorni
teploté. Zkumavky byly vlozeny do odstiedivky a obsah byl odstfed’ovan pii 5000 ot/min

po dobu 30 minut. Poté byl odstranén supernatant pomoci pipety a dopoctem byla
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zaznamenana hodnota absorbované vody. WHC byla urcena jako hmotnost absorbované

vody na 1 g vzorku.

5.5.10 Tuk vazaci kapacita (FBC)

FBC (fat binding capacity) je méfitkem celkového mnozstvi oleje absorbovaného na
hmotnost bilkoviny. Tato vlastnost je uZzitecna zejména v potravinaistvi, kde tuk je
nositelem chuti a ovliviiuje strukturu potraviny. Tato metoda se stanovuje tak, ze se do
zkumavky navazi 0,1 g zelatiny a pfida se 10 ml sdjového oleje. Obsah zkumavky se
dikladné zamicha. Zkumavka se nechd stat pii laboratorni teplot¢ 30 minut. Poté byla
zelatina s olejem odstfed’ovana pii 2500 ot/min po dobu 30 minut. Pomoci pipety byl
odstranén supernatant a dopoc¢tem byla zaznamenana hodnota navdzaného oleje. FBC byla

urcena jako hmotnost absorbovaného oleje na 1 g vzorku.

5.5.11 Pénotvorna kapacita (FC) a stabilita pény (FS)

Pénova kapacita a stabilita pény jsou dilezitymi parametry pii charakterizaci funk¢nich
vlastnosti proteinti. Proteiny musi byt vysoce rozpustné ve vodé¢, pruzné a musi byt
soucasti soudrzného filmu na rozhrani voda-vzduch, aby byla zajiSténa dobra tvorba pény.
Film by mé&l mit dostatecnou viskozitu k udrZeni stability a zabranéni prasknuti a nasledné
koalescenci. Do kalibrovaného valce byl navazen 1 g zelatiny a ptidano 50 ml vody. Obsah
valce byl zahfivan na 60 °C. Po dosaZeni teploty byl obsah nasSlehdn mixérem pfii
10000 ot/min po dobu 5 minut. Pénotvorna kapacita a stabilita pény byly vypocitany dle
vzorct (7) a (8):

V.—V,
FC=-—-""" 100 (7)
Vp

kde: FC — pénotvornéd kapacita [%]; V¢ — objem celkovy po 5 minutich $lehani [ml];
Vp — plivodni objem [50 ml]

_ Veso — Vp

1 8
7 00 (8)

FS

kde: FS — stabilita pény [%]; Vczo — objem celkovy po 30 minutich stdni [ml];
Vp — pitvodni objem [50 ml]
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5.5.12 Emulzifika¢ni kapacita (EC) a stabilita emulze (ES)

Emulzifika¢ni kapacita a stabilita emulze jsou kritické¢ parametry, které ovliviiuji vybér
proteinu pro pouziti v primyslovém procesu. Proteiny mohou snizit napéti na rozhrani
voda-olej a zabranit koalescenci. Stabiliza¢ni uc¢inek proteinu v emulzi pochazi z
membranové matrice, kterd obklopuje kapku oleje, a zabranuje jeji koalescenci. Pro
stanoveni EC a ES bylo pfipraveno 5 ml roztoku o koncentraci 10 mg/ml. Takto
pripraveny roztok byl homogenizovan s 5 ml sdjového oleje po dobu 1 minuty. Pfipravena
emulze byla odstied’ovana pti 1000 ot/min 5 min. Emulzifika¢ni kapacita byla vypoctena
dle vzorce (9):

h
EC =-£.100 )
h¢

kde: EC — emulzifika¢ni kapacita [%]; hg — vySka vrstvy emulze [cm]; h¢ — celkova vyska

[cm]
Pro stanoveni stability emulze byl odstfedény roztok zahtat na 55 °C po dobu 5 minut a
nasledn¢ odstfedén pii 2000 ot/min 5 minut. Byla stanovena podle vzorce (10):

h
ES =-2 100 (10)
hg

kde: ES — stabilita emulze [%]; ho — vySka vrstvy emulze po ohfevu [cm]; hg — vySka

vrstvy emulze [cm];

5.5.13 Stravitelnost

U vybranych vzorkii Zelatin a hydrolysati byla provedena stravitelnost. Pro jeji vypocet
bylo nutné stanovit obsah suSiny a popela vzorku. SuSina byla stanovena v hlinikovych
miskach, které byly pfedsuseny pii 105 °C po dobu 1 hodiny. Do pfedsuSenych misek byl
navazen 1 g vzorku, ktery byl vysusen pii teploté¢ predsuseni do konstantni hmotnosti, a
dale s nim bylo nakladano dle kapitoly 5.5.1. Obsah popela byl stanoven v ptredzihanych
kelimcich pfi teploté 550 °C po dobu 1 hodiny. Poté do n¢j byl navazen 1 g vzorku, ktery
byl susen pti 550 °C 5 hodin a dalsi postup byl shodny s kapitolou 5.5.2. Sa¢ky F57 na
stravitelnost byly proprany v acetonu a pak odvétrany v digestofi. Do sacki bylo navazeno
0,25 g zelatiny ¢i hydrolysatu a ty byly nasledn¢€ zataveny stolni svafeckou. Ptipravené
saéky byly vlozeny do inkubagni ldhve a zality 1,7 litry 0,1 mol.I"" HCI s 2,4 g pepsinu.
Lahev byla umisténa do inkubatoru Daisy na 4 hodiny. Po uplynuti doby byly sacky
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dikladn€ promyty destilovanou vodou a opét vlozeny do inkubacni lahve, kde byly zality
fosfatovym pufrem o pH 7,45. Bylo pifiddno 2,4 g pankreatinu a lahev se nechala
inkubovat 24 h pti 37 °C. Po inkubaci byla lahev vloZena na 30 min do susarny vyhtaté¢ na
80 °C. Poté byly sacky vytazeny a dikladné proplachnuty destilovanou vodou a opét
vlozeny do susarny na 24 h pii teploté 105 °C. Vysusené sacky byly vlozeny do pfedem
vyzihanych kelimkii na stanoveni popela a dany do muflové pece na 5 h pfi teploté 550 °C.
Nasledn¢ byly saCky ponechany v exsikatoru do vychladnuti a poté zvazeny. Stravitelnost

byla vypoctena dle nésledujicich vzorcti (11) az (13):

Pro hodnotu stravitelnosti susiny vzorku DMD [%] plati:

oMb — 100 100-DMR (11)
B m,.DM
DMR = ms — ml.kl (12)
S . Mg
DM = 13
100 (13)

kde: DMR - hmotnost vzorku bez sacku po inkubaci a vysuSeni [g]; DM — obsah suSiny ve
vzorku [g]; k; — korekce hmotnosti sacku po hydrolyze [g]; m; — hmotnost sacku [g]; m; —
hmotnost vzorku [g]; ms — hmotnost vysuSené¢ho sacku se vzorkem po inkubaci [g]; S —

obsah suSiny ve vzorku [%]; mg — hmotnost vzorku na stanoveni suSiny [g]

Pro hodnotu stravitelnosti organické hmoty vzorku OMD [%] plati vzorce (14) az (16):

OMD = 100 100.(DMR — AR) (14)
B m, .DM .OM
AR = my —my .kz (15)
S—P
OM = —— 16
100 (16)

kde: AR — hmotnost popela vzorku bez sacku [g]; OM — obsah organické hmoty v susiné
vzorku [g]; ko, — korekce sacku po spaleni [g]; m; — hmotnost saCku [g]; m,; — hmotnost
vzorku [g]; ms — hmotnost popela vysuseného sacku se vzorkem po inkubaci [g]; S — obsah

susiny ve vzorku [%]; P — obsah popela ve vzorku [%]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

6 VYSLEDKY A DISKUSE

Byly studovany 2 faktory na 3 trovnich, tedy bylo provedeno 9 experimentl. Pro zjisténi
ucinnosti enzymatického opracovani byl proveden kontrolni pokus bez demineralizace
kyselinou a bez ptidavku enzymu (slepy pokus). Sledovanymi faktory byly koncentrace
kyseliny chlorovodikové (faktor A) pfi demineralizaci suroviny a mnoZzstvi pfidaného
enzymu (faktor B) v procesu kondicionovani. Cely rozpis experimentu s charakterizaci
procesu a vytézky hydrolysatl a zelatin jsou uvedeny v tabulce 5. U ziskanych hydrolyzati
byl stanoven obsah popela. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6. VSechny Zelatiny vzniklé
extrakci kaptich skeletd byly podrobeny analyzam, jejichz vysledky jsou uvedeny
v tabulce 7 az 10. Ke zpracovani vysledkii experimentu byl pouzit software MiniTab 19,

diky némuz byla ziskand data statisticky zpracovana.

V tabulce 5 je uveden rozpis experimentii podle faktorového schéma 3% Uveden je i slepy
pokus (bez pouziti obou faktorti). Vytézek hydrolyzatu byl riizny, pohyboval se v rozmezi
od 2,86 % do 15,27 %. Vytézek hydrolysatu roste s pouzitim vyssi koncentrace kyseliny
chlorovodikové pfi demineralizaci 1 s piidavkem vys$S§iho mnozstvi enzymu. U slepého
pokusu byl vytézek hydrolyzatu pouze 0,65 %. Vytézky frakci zelatin slepého pokusu byly
odlisné. Slepy pokus mél vyssi vytéznost 1. frakce Zelatiny v porovnani s Zelatinami, které

taktéZ neobsahovaly enzym. U 2. frakce Zelatiny mél slepy pokus vys$si vytéznost pouze

cvwr

Co se tyCe obsahu popela v hydrolyzatu, ktery je zaznamenan v tabulce 6, je jeho obsah
pomérné vysoky. To si vysvétlujeme vysokym piidavkem 5% NaOH pouZivaného
k neutralizaci suroviny. Nejmensi obsah popela ma tedy slepy pokus, kde nebyla pouzita
zasada k neutralizaci suroviny. Naopak nejvyssi hodnoty popela maji experimenty

demineralizované 2% HCI, ke kterym bylo k neutralizaci ptidano 50 ml 5% NaOH.
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Tabulka 5: Rozpis experimentli a vyhodnoceni hmotové bilance procesu

Cislo | Faktor A | Faktor B Vytézek (%] NP Lipidy Nz Ne Bilan¢ni
exp. HCI enzym Hydroly- 1. 2. 3. 4. [%] + (%] (%] chyba
[%] [Y%o; w/w] zat frakce frakce frakce frakce pigment [%]
Zelatiny | Zelatiny | Zelatiny | Zelatiny [%0]
1 0,5 0 2,86 3,97 5,56 5,87 4,13 71,59 0,63 19,53 22,39 5,39
2 0,5 0,1 5,08 17,30 15,24 3,81 2,06 53,97 1,75 38,41 43,49 0,79
3 0,5 0,2 7,30 24,92 10,00 3,33 2,22 48,89 2,86 40,47 47,77 0,48
4 1,0 0 8,75 9,81 7,24 4,83 6,04 58,41 0,45 27,92 40,75 4,47
5 1,0 0,1 12,83 20,53 13,13 3,47 1,96 39,99 3,02 39,09 51,92 5,07
6 1,0 0,2 17,84 34,02 5,76 2,06 1,92 36,36 1,51 43,76 61,60 0,53
7 2,0 0 11,09 4,20 3,90 3,75 6,30 69,42 0,75 18,15 29,24 0,60
8 2,0 0,1 15,27 6,54 4,77 6,68 7,22 58,47 0,55 25,21 40,48 0,50
9 2,0 0,2 12,29 11,39 6,30 4,50 4,35 57,42 1,95 26,54 38,83 2,10
10 0 0 0,65 15,91 4,55 1,62 1,46 73,86 1,79 21,29 21,94 0,16

kde: NP — nerozloZeny podil, n; — celkova ucinnost extrakce zelatin, n, — celkova i¢innost extrakce
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Tabulka 6: Rozpis experimentli a vyhodnoceni vlastnosti hydrolysata

Exp. Faktor A Faktor B Obsah popela | Stravitelnost

cislo HCI [%] enzym [%, w/w] [%o] [%]
1 0,5 0 62,58 99,8
2 0,5 0,1 45,77 -
3 0,5 0,2 35,33 :
4 1,0 0 37,61 99,2
5 1,0 0,1 33,39 -
6 1,0 0,2 20,77 _
7 2,0 0 43,53 -
8 2,0 0,1 42,41 -
9 2,0 0,2 37,31 -
10 0 0 30,98 -
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Tabulka 7: Rozpis experimentl a vyhodnoceni vlastnosti Zelatin 1. frakci

C. | Faktor A Faktor B Obsah | Pevnost | Viskozita | DMD | Tuni | Tobnus | WHC FBC FC FS EC ES
exp. HCl enzym popela gelu [mPa.s] [%] gelu gelu lg/g] lg/g] [%] [%o] [%] [%]
[Yo] [Yo; wiw] [Y] | [Bloom] [°C] [°C]
1 0,5 0 6,16 - - - - - - - - - - -
2 0,5 0,1 1,69 - - - - - - - - - - -
3 0,5 0,2 1,48 - - - - - - - - - - -
4 1,0 0 2,01 128 2,86 99,6 | 29,4 15,3 5,0 10,2 20 4 50,0 100
5 1,0 0,1 0,73 - - - - - - - - - - -
6 1,0 0,2 0,21 - - - - - - - - - - -
7 2,0 0 11,12 45 1,70 - 23,0 11,5 1,5 3,7 8 0 51,7 | 96,8
8 2,0 0,1 7,65 30 1,65 - 22,5 11,0 1,1 2,8 4 0 483 | 96,6
9 2,0 0,2 3,21 - - - - - - - - - - -
10 0 0 1,03 - - - - - - - - - - -
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Tabulka 8: Rozpis experimentli a vyhodnoceni vlastnosti Zelatin 2. frakci

C. | Faktor A | Faktor B Obsah | Pevnost | Viskozita | DMD | Tuni | Tobnus | WHC FBC FC FS EC ES
exp. HCl enzym popela gelu [mPa.s] [%] gelu gelu lg/g] lg/g] [%] [%o] [%] [%]
[Yo] [Yo; wiw] [Y] | [Bloom] [°C] [°C]
1 0,5 0 3,28 - - - - - - - - - - -
2 0,5 0,1 1,81 - - - - - - - - - - -
3 0,5 0,2 1,17 - - - - - - - - - - -
4 1,0 0 0,88 59 1,32 - 23,4 11,7 2,0 8,3 20 4 50,0 | 96,6
5 1,0 0,1 0,42 23 1,44 - 18,6 9,6 1,0 6,5 12 4 48,3 | 96,6
6 1,0 0,2 0,39 - - - - - - - - - - -
7 2,0 0 7,31 65 1,84 - 24,8 12,4 1,6 5,6 12 4 51,7 | 96,8
8 2,0 0,1 3,28 63 2,08 - 23,8 12,1 0,8 2,8 16 0 46,7 | 96,3
9 2,0 0,2 1,91 - - - - - - - - - - -
10 0 0 1,66 - - - - - - - - - - -




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

57

Tabulka 9: Rozpis experimentli a vyhodnoceni vlastnosti Zelatin 3. frakci

C. Faktor A Faktor B Obsah | Pevnost | Viskozita | DMD | Tun | Tawhowi | WHC FBC FC FS EC ES
exp. HCl enzym popela gelu [mPa.s] [%] gelu gelu lg/g] lg/g] [%] [%o] [%] [%]
(%] | [%:wwl [ [%] [ [Bloom] rcl | recl
1 0,5 0 4,03 124 4,50 99,9 | 28,6 15,7 4.5 11,1 16 8 50,0 | 96,7
2 0,5 0,1 3,09 11 1,15 - 13,7 4,2 0,8 5,6 8 4 45,0 | 96,3
3 0,5 0,2 2,52 - - - - - - - - - - -
4 1,0 0 1,30 114 3,34 - 28,0 14,1 1,5 8,3 28 16 50,0 | 83,3
5 1,0 0,1 1,10 55 1,86 - 27,0 11,9 0,6 3,7 20 8 50,0 | 66,7
6 1,0 0,2 1,02 18 1,37 - 18,0 7,8 0,1 0,9 8 4 46,7 100
7 2,0 0 1,94 122 2,97 - 28,2 15,5 2,5 7,4 28 20 50,0 | 66,7
8 2,0 0,1 1,36 97 2,72 - 27,9 12,9 1,2 7,4 24 20 46,7 100
9 2,0 0,2 1,07 90 2,00 - 27,6 12,6 1,0 4,6 20 8 48,3 17,2
10 0 0 5,67 - - - - - - - - - - -
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Tabulka 10: Rozpis experimentii a vyhodnoceni vlastnosti zelatin 4. frakci

C. Faktor A Faktor B Obsah | Pevnost | Viskozita | DMD | Tun | Tawhowi | WHC FBC FC FS EC ES
exp. HCl enzym popela gelu [mPa.s] [%] gelu gelu lg/g] lg/g] [%] [%o] [%] [%]
[Ye] [Yo5 wiw] [Yo] [Bloom|] [°C] [°C]
1 0,5 0 3,07 101 2,75 - 26,7 14,7 0,5 4,6 24 16 50,0 93,3
4 1,0 0 0,60 169 4,88 - 29,9 15,6 1,0 4.6 52 40 55,0 90,9
7 2,0 0 0,61 145 4,59 - 29,5 15,3 0,9 7,4 48 32 53,3 93,8
10 0 0 5,81 - - - - - - - - - - -
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6.1 Celkova ucinnost extrakce

Celkova ulinnost extrakce, tedy konverze suroviny na hydrolyzaty/Zelatiny, je déna

regresni rovnici:

y = 36,20 — 3,15 HCI [%] + 93,00 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti (p-value) byla u HCI 0,552 a u enzymu Protamex 0,051. S 95%
pravdépodobnosti mizeme fict, Ze enzym Protamex mél vliv na celkovou ucinnost

extrakce (viz obrazek 4).

Obrazek 12: Vyznamnost sledovanych faktori A a B na celkovou ucinnost extrakce
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Obrazek 13: Vrstevnicovy graf celkové ucinnosti extrakce
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Z obrazku 13 vyplyva, ze se ufinnost extrakce pohybovala cca od 30 do 60 %. Nejveétsi
vytéznost byl zaznamenan u experimentu ¢. 6 (demineralizace 2% HCI a ptidavek 0,2 %
graf ukazuje, Ze s vys§im ptfidavkem enzymu v procesu kondicionovani se zvysuje celkova
vytéznost extrakce. Chceme-li dosahnout nejvétsi celkové vytéznosti, pouzijeme

demineralizaci suroviny v rozmezi koncentrace HCI1 0,90-1,25 %.

6.2 VytéZnost

Vytézky 1. a 2. frakce zelatin byly odlisné. Lze fici, Ze nejlepsi vytézky maji Zelatiny, u
kterych byla pouzita demineralizace 1% HCI. Vytézky 1. a 2. frakce Zelatin, které byly
demineralizovany 2% HCI, byly vzdy niZs§i nez u stejnych Zelatin demineralizovanych
0,5% HCI. Vytézky Zelatin vzdy rostou se zvySujicim se mnoZstvi ptidavaného enzymu. U
3. frakce zelatin byl nejvétsi vytézek zjistén u zelatin demineralizovanych 0,5% HCI bez
ptidavku enzymu. Pii ptidavku 0,1 % a 0,2 % enzymu méla zelatina 3. frakce nejvyssi
vytéznost pfi pouziti 2% HCI. U pouziti 0,5% a 1% HCI klesala vytéznost s vySSim
pfidavkem enzymu. U 4. frakce Zzelatin byla nejlep$i vytéZnost zaznamendna pfi

demineralizaci 2% HCI.
Pro vytézek 1. frakce plati regresni rovnice:
y = 13,71 — 6,59 HCL [%] + 87,2 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HC1 0,097 a pro enzym Protamex 0,014.

Vitérek
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B < s
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15— 20
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0,50 075 1,00 1,25 1,50 175 2,00
HCI [%0]

Obrazek 14: Vrstevnicovy graf vytézku 1. frakei zelatin
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Enzym mél vliv na vytéznost zelatin 1. frakce. Z obrazku 14 je patrné, ze vytéznost je
nejmensi v dolnich limitech faktoru B (enzym) a dolnich a hornich limitech faktoru A
(HC1). V literarnich zdrojich je uvadéna jednostupnova nebo dvoustupiiova extrakce, proto
mohla byt vytéZnost jednotlivych extrakci porovnana pouze u 1. frakce Zelatin. Goméz-
Guillén et al [62] uvadi, ze vytézek 1. frakce Zelatiny ziskané z kizi jazyka byla 8,3 %,
megrima 7,4 %, tresky 7,2 % a Stikozubce 6,5 %. Zelatina 1. frakce méla vytézek 9,26 % a
to nebyl pouzit enzym. Pomoci enzymu Protamex byl vytézek zelatiny z kapra obecného

dvou- az trojnasobny oproti literarnim zdrojim.
Pro vytézek 2. frakce plati regresni rovnice:
y = 11,23 — 3,55 HCL [%] + 8,90 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HCl 0,111 a pro enzym Protamex 0,560. Ani u jednoho

z faktort nebyl prokazan vliv na vytéznost 2. frakci Zelatin.
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Obrazek 15: Vrstevnicovy graf vytéznosti 2. frakci zelatin

Horni limity faktoru A snizuji vytéznost zelatin 2. frakce, stejné jako horni a dolni limity

faktoru B (viz obrazek 15).
Pro vytézek 3. frakce plati regresni rovnice:
y = 4,330 + 0,583 HCIL [%] — 7,600 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HCI 0,450 a pro enzym Protamex 0,218. Zadny z faktort

nebyl vyznamny.
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Obrazek 16: Vrstevnicovy graf vytéznosti 3. frakci zZelatin

Z obrazku 16 je patrné, ze vytézky 3. frakci jsou nejvyssi za pouziti enzymu v rozmezi
0,05 — 0,15 % a hornich limitd koncentrace kyseliny chlorovodikové. Vys§§i vytéznost

poskytuje 1 surovina, kterd ma oba faktory v dolnich limitech.
Pro vytézek 4. frakci plati regresni rovnice:
y = 2,808 + 2,180 HCI [%] — 13,300 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HC1 0,013 a pro enzym Protamex 0,031. Oba z faktorti méli

vliv na vytéznost 4. frakci zelatin.
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Obrazek 17: Vrstevnicovy graf vytéznosti 4. frakci zelatin

Na obrazku 17 lze vidét, ze vytéznost 4. frakci zelatin roste v hornich limitech faktoru A a

stfednich limitech faktoru B.
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6.3 Pevnost gelu

Tvorba gelu je jedna z nejvyznamnéjSich vlastnosti zelatiny a ze ziskanych 36 frakci
zelatin bylo 30 frakei pouzito k tvorbé gelu a dalSim analyzam. Z téchto 30 frakci vytvoftilo
gel 18 vzorki. Gely nebyly vytvofeny u 6 vzorki 4. frakci Zelatin kvuli velmi nizké
vytéznosti. Proto byly dle pfedchozich analyz vytipovany 3 vzorky s nejlep$imi hodnotami
Bloom. Pravé u téchto vzorki byly vytvoteny gely i ze 4. frakce zelatin. Do téchto hodnot
neni zapocitany slepy pokus, u kterého byly ziskany taktéz 4 frakce, ale zadna z téchto
frakci nevytvorila gel. U vzorkl (hydrolyzati), které nevytvoftily gel, nebyly provedeny

dalsi analyzy.
Pro pevnost gelu 1. frakcei plati regresni rovnice:
y =37,7+ 11,8 HCI [%] — 288,0 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HCl 0,596 a pro enzym Protamex 0,122. Oba faktory byly
tedy nevyznamné. Zelatina s nejvy$si hodnotou pevnosti gelu byla z experimentu &. 4.
Experimenty ¢. 7 a 8 taktéz vytvorily gel, ale s velmi nizkou hodnotou Bloom. Ostatni

zelatiny 1. frakce gel nevytvotily, jedna se tedy o hydrolyzaty.
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Obrazek 18: Vrstevnicovy graf pevnosti gelii 1. frakei zelatin

Z obrazku 18 je patrné, ze v dolnich limitech faktoru B a stfednich limitech (0,75-1,75 %)
faktoru A je vytvofen gel o pevnosti gelu nad 80 Bloom. V literarnich zdrojich neni
obvykla vicestupiiovd extrakce, proto se pevnost gelu uvadi jen u 1. extrakce. Podle
Jongjareonrak et al [63] Zelatinovy gel ze sumce vykazoval hodnotu pevnosti gelu 153

Bloom. Z tresky byla ziskdna zelatina s pevnosti 71 g [64]. Hodnota pevnosti gelu
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ziskaného ze sumce je vy$$i nez nami ziskana zelatina s pevnosti 128 Bloom. Ale oproti
zelatin¢ z tresky je mnohem vyss$i. Pevnosti gelu zrliznych druhl ryb jsou opravdu
riznorodé, coz je zpusobeno nejen druhem ryb, ale i jejich staifim a prostiedim, ve kterém
ziji. Byly stanoveny i zelatiny s vysokou pevnosti gelu (240 Bloom) ziskané z okount
nilskych [65]. Komer¢ni zelatiny maji dvojnasobnou az trojndsobnou pevnost gelu nez

zelatina z kapra obecného.
Pro pevnost gelu 2. frakci plati regresni rovnice:
y = 13,0 + 26,6 HCL [%] — 206,7 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HCI 0,043 a pro enzym Protamex 0,041. Zde byly
vyznamné oba faktory. Gel vytvortily 4 zelatiny 2. frakce. Jejich hodnoty byly nizké, jedna
se o zelatiny mén¢ kvalitni. S pifidavkem enzymu klesaly pevnosti gelii. Se zvySujici se
koncentraci HCl pouzité pii demineralizaci roste pevnost geli. Experimenty 1 az 3

nevytvorily gel, stejné tak experimenty 6 a 9.
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Obrazek 19: Vrstevnicovy graf pevnosti gell 2. frakce zelatin

Z grafu na obrazku 19 je vidét, Ze ve stfednich a hornich limitech faktoru A a stiednich a
dolnich limitech faktoru B, stoupa pevnost gelu. U vSech 2. frakci byly vyextrahovéany

pouze nekvalitni Zelatiny nebo zelatiny o nizké kvalité.
Pro pevnost gelu 3. frakci plati regresni rovnice:
y = 66,7 + 39,0 HCL [%] — 420,0 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HCl 0,032 a pro enzym Protamex 0,008. Vliv na pevnost

gelu 3. frakci Zelatin mély oba faktory. Gel nebyl vytvofen pouze pii technologickych
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podminkéch experimentu €. 3. Z obrazku 20 je patrné, Ze ¢im byl vyssi pfidavek enzymu,
tim se vyextrahovala Zelatina s niz$i pevnosti gelu. Hodnoty pevnosti gelti se pohybovaly
od 11 do 124 Bloom. Nejpevnéjsi gel vytvofila Zelatina bez ptfidavku enzymu

s demineralizaci suroviny pomoci 1% HCI. Podminky experimentu 3 nevedly k vytvofeni

gelu.
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Obrazek 20: Vrstevnicovy graf pevnosti gelu 3. frakci zelatin
Pro pevnost gelu 4. frakei plati regresni rovnice:
y = 106,84+ 7,2 HCl [%] — 692,0 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HC1 0,770 a pro enzym Protamex 0,009.
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Obrazek 21: Vrstevnicovy graf pevnosti gelu 4. frakci zelatin
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Vyznamny vliv na pevnost gelu 4. frakci mél tedy pouze ptidavek enzymu. Kvili nizkym
vytézkim byly vytvofeny gely pouze u vybranych zelatin podle pfedchozich vysledkd.
Jednalo se o zelatiny, u kterych se v procesu kondicionovani neptidaval enzym. Hodnoty
pevnosti geltl dosahly hodnoty vyssi nez 150 Bloom. Takové Zelatiny jsou povazovany za
sttedné kvalitni. Vrstevnicovy graf na obrazku 21 ukazuje, ze velmi nizké hodnoty faktoru
B a hodnoty faktoru A v rozmezi 0,75-2,00 spolu vytvati vhodné podminky pro zelatinové

gely s vysokou pevnosti.

6.4 Viskozita
Pro viskozitu 1. frakci plati regresni rovnice:
y = 0,678 + 0,661 HCI [%] — 7,600 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HC1 0,203 a pro enzym Protamex 0,075. Ani jeden z faktort
nebyl vyznamny, ptesto lze z vysledkl fict, Ze viskozita zavisi na pevnosti gelu. Pokud

zelatina méla vyss$i pevnost gelu, méla jeji roztok i vyssi viskozitu.
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Obrazek 22: Vrstevnicovy graf viskozity 1. frakce Zelatin

Viskozita byla méfena i u Zelatin z tilapii. Jamilah et al [66] uvadi, Ze Zelatina z tilapie
cerné méla viskozitu 7,12 mPa.s a z tilapie Cervené 3,20 mPa.s. U té€chto vysledkd se
nepotvrdilo, Zze by pevnost gelu méla vliv na viskozitu stejné jako u vysledka Zzelatin
z kapra obecného. Tilapie cernd méla niZ§i pevnost gelu nez tilapie Cervend. Rozdily
mohou byt zplisobeny rozliSnymi metodami, kdy Jamilah et al pouzivali k méfeni viskozity
reometr. Ninan et al [67] nam¢fili u zelatiny z kaptich kazi viskozitu 5,96 mPa.s. Vyssi

viskozita je pravdépodobné zplsobena vyssi pevnosti gelu.
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Pro viskozitu 2. frakci plati regresni rovnice:

y = 0,333 + 0,802 HCI [%] — 5,270 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HCI 0,065 a pro enzym Protamex 0,101. Jak koncentrace
HCI, tak i ptidavek enzymu Protamex byly nevyznamné. Z vysledkd je patrné, Ze ¢im

vy$§i hodnoty Bloom Zelatina méla, tim vyssi mél jeji roztok viskozitu.
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Obrazek 23: Vrstevnicovy graf viskozity 2. frakci Zelatin

Z obrazku 23 je patrné, ze viskozita se zvySuje v hornich limitech faktoru A a dolnich a

stiednich limitech faktoru B.
Pro viskozitu 3. frakei plati regresni rovnice:
y = 2,937 + 0,442 HCI [%] — 12,400 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti (p-value) byla pro HCI 0,368 a pro enzym Protamex 0,012.
Vyznamny vliv na viskozitu mél pouze faktor B. Viskozita roztokl zelatin klesala s v&tSim
pridavkem enzymu. Na obrazku 24 si lze vSimnout, Ze nejvyssi viskozity Zelatinovych

roztoku se dosahne kombinaci dolnich limitu obou faktoru.
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Obrazek 24: Vrstevnicovy graf viskozity 3. frakci Zelatin
Pro viskozitu 4. frakei plati regresni rovnice:
y = 3,000 + 0,337 HCI [%] — 20,370 Protamex [%]

Hladina vyznamnosti byla pro HCI 0,652 a pro enzym Protamex 0,009. Jelikoz byly
zkouskam podrobeny pouze vzorky bez piidavku enzymu, je ziejmé, zZe pouze enzym mél
vliv na viskozitu 4. frakci zelatin. Nejvyssi viskozitu gelu méla Zelatina

demineralizovana 1% HCI.
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Obrazek 25: Vrstevnicovy graf viskozity 4. frakci zelatin

Na obrazku 25 vrstevnicovy graf ukazuje, ze nizké hodnoty obou faktort poskytu;ji

nejvyssi viskozitu zelatinovych gelt.
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6.5 Vysledky ostatnich analyz

Ostatni analyzy byly teplota tani, teplota tuhnuti, stanoveni popela, WHC, FBC, EC, ES,
FC, FS a stravitelnost (DMD).

Teplota tani a tuhnuti je zavisla na pevnosti gelu. Cim vy3si pevnost gelu Zelatina ma, tim
je vyssi teplota tani i tuhnuti tohoto gelu. Nejvyssi naméfend teplota tani gelu byla
nameétena u zelatiny s pevnosti gelu 169 Bloom a cinila 29,9 °C. Nejvyssi teplota tuhnuti
gelu byla 15,7 °C a byla naméfena u Zelatiny s hodnotou Bloom 124. U obsahu popela je
z vysledku v tabulce 5 patrny rostouci trend obsahu popela s rostoucim piidavkem enzymu.

Obsah popela Ize snizit deionizaci nebo s pouzitim iontomenici.

U vody zadrzujici kapacity klesd tato schopnost Zelatiny s ptfidavkem faktoru B
(Protamex). NejvySsi hodnota WHC 5g/g byla naméfena u Zelatiny 1. frakce s 1% HCI a
bez pridavku enzymu. Nejvyssi tuk vazaci kapacitu ma Zelatina 3. frakce demineralizovana
0,5% HCI bez pfidavku enzymu. Tato Zelatina dokaze navazat 11,1 g/g tuku. Nejvetsi
emulzifikacni 1 pénotvornou kapacitu méla Zelatina 4. frakce (1% HCI, bez enzymu). Tato

cvwr

emulzifika¢ni kapacitou.
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7 ZHODNOCENI VYSLEDKU A VYZNAM PRO PRAXI

7.1 Porovnani vysledku s literarnimi zdroji

Tabulka 11: Vyuziti vedlejSich produktli z ryb — porovnani s literarnimi zdroji

Autor

Surovina

Postup opracovani a extrakce

MiklaSova

a) skelety kapra obecného

0,5-2,0% HCI, 48 hodin
40-70 °C 45 min a 95 °C 20 min

Chandra et al
[68]

b) ktize katly obecné
¢) kiize labeo avanské

d) ktize pti¢notstky Ctyfvousé

0,05 mol.I"" CH;COOH, 3 hodiny
45 °C ptes noc

Goméz-
Gullién et al

[62]

e) klize jazyka
f) kiize megrima
g) kiize tresky

h) kiize stikozubce

0,05 mol.I"" CH;COOH, 3 hodiny
45 °C ptes noc

Muyonga et
al [65]

1) kiize okouna nilského

j) kosti okouna nilského

0,01 mol.I"" H,SO4, 16 hodin
3% HCI, 9-12 dni
50-95 °C 5 hodin

Rawdkuen et

al [69]

k) ktize ocate skvrnoploutvého

1) klize chnapala hnédopruhého

0,05 mol.I"" CH;COOH, 3 hodiny
45 °C 12 hodin

Jamilah et al

[66]

m) kize tilapie Cerné

n) kiize tilapie Cervené

0,2% H,SO4 + 1,0% kyselina citronova
45 °C 12 hodin

Cheow et al

[70]

o) kiize smuhy bradavi¢naté

p) kiiZze Supinatky kratké

1,0% kyselina citronova, 8 hodin

40-50 °C 12 hodin

Arnesen et al

[71]

q) hlavy tresky obecné

0,6 mol.I"" HCI, 20 hodin

teplota mistnosti, 15 minut

Kotodziejska
etal [72]

r) hlavy a patete tresky obecné

s) kize lososa

0,45 mol.I” NaCl, 120 minut
45-60 °C 45 minut

Ninan et al

[67]

t) kize z kapra obecného

0,2% H,SOy4, 45 min (opakovani)
1,0% kyselina citronova, 45 min

45 °C 10 hodin

Arnesen et al

[64]

u) ktize lososa atlantského

v) ktize tresky obecné

0,12 mol.I"" H,SO4, 30 min
0,005 mol.I"' kyselina citronova, 30 min

56 °C a 65 °C, 2 hodiny
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Tabulka 12: Porovnani vysledkt 1. frakece (1 % HCI, 0 % enzym) s literarnimi zdroji

Autor Obsah | Vytézek | Pevnost | Viskozita | Teni | Tewnned | WHC FBC FC FS EC ES
popela [Yo] gelu [mPa.s] | gelu | gelu | [g/g] | [g/g] | [%] | [%] | [%] | [%]
(%] [Bloom| °cl | [
Miklasova 2,01 9,81% 128 2,86 29,4 15,3 5,0 10,2 20 4 50,0 | 100
aé)handra et al [68] 1,49 - 368 - - - - - 137 | 50 | 87,0 -
l()I)handra et al [68] 1,37 - 258 - - - - - 125 75 | 55,0 -
CC)handra et al [68] 1,87 - 343 - - - - - 100 70 | 67,0 -
?})oméz etal [62] - 8,3 350 - 18,0 19,0 - - - - - -
?})oméz etal [62] - 7,4 340 - 21,0 17,0 - - - - - -
goméz et al [62] - 7,2 50 - 13,0 11,0 - - - - - -
é)oméz et al [62] - 6,5 100 - 15,0 13,0 - - - - - -
?/)Iuyonga et al [65] - 16,0 229 - - - - - - - - -
gduyonga et al [65] - 2,4 134 - - - - - - - - -
Jéawdkuen et al 3,2 6,5 106 - - - - - - - - -
[69] k)

*vytézek za 1. frakci, ale celkovy vytézek extrakce Zelatin 27,92 % (soulet vytézki 4 frakci)
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Tabulka 13: Porovnani vysledki 1. frakce (1 % HCI, 0 % enzym) s literarnimi zdroji — pokracovani

Autor Obsah | Vytézek | Pevnost | Viskozita | Tegpi | Twhnud | WHC FBC FC FS EC ES
popela [%o] gelu [mPa.s] gelu gelu lg/gl] lg/g] [%] | [%] | [%] | [%]
[Yo] [Bloom] [°C] [°C]

Rawdkuen et al 1,9 9,4 219 - - - - - - - - -
[69]1D

Jamilah et al [66] - 7,81 181 7,12 28,9 - - - - - - -
m)

Jamilah et al [66] - 5,39 128 3,20 22,5 - - - - - - -
n)

Cheow et al [70] 1,49 14,3 125 - 24,6 - - - - - - -
0)

Cheow et al [70] 1,15 7,3 177 - 18,5 - - - - - - -
p)

Arnesen et al [71] - 12,0 90 - - - - - - - - -
e))

Kotodziejska et al - - 63 - - - - - - - - -
[72] 1)

Kotodziejska et al - - - - - 5,5 - - - - - R
[72] s)

Ninan et al [67] 1,11 12,0 181 5,96 28,13 17,96 49 5,1 - - - -
t)

Arnesen et al [64] - 16,6 108 - - 12,0 - - - - - -
u)

Arnesen et al [64] - 12,0 71 - - 10,0 - - - - - -

v)
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Z tabulky 11 a 12 vyplyva, Ze rybi zelatiny se pfipravuji z riznych druhil ryb a za rGznych
procesnich podminek. Neni znamé piiprava Zzelatin ze skelet kapra obecného, pouze
z jeho kiize. Obecné lze fici, ze pevnost gelu je vyssi u zelatin pfipravenych z kizi nez
z jinych vedlej$ich rybich produktt. Rada vlastnosti, které byly analyzovany, v literatuie
testovany nejsou. Pfi studovani pevnosti gelu v ¢ase bylo zjisténo, ze rybi Zelatina se stava
pevnéjsi na rozdil od komercnich Zelatin, které v Case ztraci pevnost gelu. Vétsina extrakei,
které uvadi literatura, je jednostupniova nebo dvoustupnova, proto byla porovnana zelatina
1. frakce o nejlepsi pevnosti gelu (exp. €. 4). Nekteré testované vlastnosti nelze dohledat

v literarnich zdrojich nebo uvadi odli$ny postup stanoveni.

Analyza stravitelnosti pfipravenych zelatin neni v odborné literatufe uvedena vtbec.
Jelikoz se jedna o bilkovinné produkty, jsou zelatiny témé&f 100% stravitelné. Stravitelnost
hydrolyzati je taktéz vysoka, od Zelatin se lisi v fddech desetiny. Pfi této analyze je
simulovano prostiedi traviciho traktu za pouziti enzymu pepsinu a pankreatinu. Nejprve
bilkoviny denaturuje zalude¢ni Stdva. Nasledné se aktivuje v zaludku pepsin a S$tépi
bilkoviny na polypeptidy. Dalsi $tépeni pokracuje v tenkém stievé pomoci pankreatickych
enzymul. Polypeptidy jsou rozStépeny az na oligopeptidy a dipeptidy. Tyto kratké

bilkovinné fetézce se dal§imi enzymy rozkladaji az na samotné aminokyseliny [73].

V diplomové praci je inovativni pfidavek enzymu Protamex v procesu kondicionovani,
ktery ma vliv na vytéznost jednotlivych frakci. Pouziti skeletii kapra obecného je taktéz
jedinecné, protoZe vétSina Zelatin se vyrabi z rybich kizi. Obsah popela je vzdy vyssi
v Zelatiné piipravené z kosti nez v Zelatiné piipravené z kiazi. Obsah popela roste i1 se
stafim ryb, coz je pravdépodobné dano kalcifikaci Supin ulpivajicich na vedlejSich

produktech z ryb.

7.2 Navrh procesnich podminek pro dalsi vyzkum

Nejlepsi vytézek s optimalni pevnosti gelu méla Zelatina, na jejiz ptipravu byla surovina
demineralizovana 1% HCI a v procesu kondicionovani nebyl pfidan enzym. Obsah popela

byl do 3 %, takZe je tato rybi Zelatina vhodna pro pouZiti v potravinaistvi.

V této praci byly navrzeny procesni podminky, kterymi se podafilo zvySit vytéznost
zelatin, avSak faktor B mél negativni vliv na vlastnosti Zelatinovych geli. V procesu
kondicionovani enzym pusobil 4 hodiny. V dalSim vyzkumu by se mohla zkratit doba
kondicionovani suroviny enzymem, ktery S$tépi proteiny na rizn€ dlouhé fetézce. Ve

vysledcich je patrné, ze exp. €. 4-6 maji vyssi vytézky zelatin. Pravé na tyto experimenty
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byla demineralizovand surovina skladovana nejdéle. Otazkou zlstava, zda ma skladovani
pozitivni vliv na vytéznost Zelatin a jejich vlastnosti, a bylo by vhodné tuto hypotézu
ovéfit.

Podafilo se vyextrahovat zelatiny s pevnosti gelu nad 150 Bloom. Nejlepsi hodnoty byly
zaznamenany u 3. a 4. frakci zelatin, které mély nejlepsi hodnoty Bloom, ale naopak
V budoucnu Zelatiny naptiklad extrahovat v rozmezi teplot 65-75 °C u 3. frakce a 80-90 °C
u 4. frakce a sledovat zmény vlastnosti zelatin. V porovnani s literarnimi zdroji, které se
zabyvaji ptipravou zelatin z vedlejSich rybich produktt, byla extrakéni doba kratka, proto
je mozné v dal§im vyzkumu prodlouzit tuto dobu a zjistit, zda ma vliv na vytéznost a
vlastnosti Zelatin. Zadouci by bylo zjistit molekulovou hmotnost vyextrahovanych Zelatin,
protoze délka fetézcl Zelatiny ma vliv na vlastnosti geld. Pokud je v Zelatin€ vice kratkych
fetézcl o mensi molekulové hmotnosti, jedna se o hydrolyzat, ktery nevytvoii gel. Potad
ma vsak piijatelné vlastnosti pro pouziti napiiklad v kosmetice. Velkym piekvapenim byla
tvorba emulzi nezavisle na hodnoté pevnosti gelu. Emulze se Siroce vyuzivaji napfic
riznymi pramysly, proto by ovéfeni emulzifika¢ni kapacity i u hydrolyzath mélo smysl a
ptipadné dal$i moznosti jejich vyuziti.

Velkym problémem je zlstatek tuku v Zelatin€. Lipidy by pfi skladovani ¢asem mohly
zacCit oxidovat, coz by zplsobovalo nepiijemny zapach a s tim spojené znehodnoceni
potraviny. Orientacné byl stanoven zbytkovy tuk v Zelatinach. Bylo stanoveno, Ze
v Zelatin€ 1. frakce je 11,22 % zbytkového tuku a v Zelatin¢ 2. frakce 9,74 %. Je tedy
patrny klesajici trend zbytkového tuku ve frakcich pii vicestupnové extrakci. Zpétné byl
stanoven v demineralizované suroviné, kdy zbytkovy tuk pro demineralizaci 0,5% HCI byl
17,90 %, pro 1% HCI byl 20,20 % a pro 2% HCI byl 18,96 %. Zbytkovy tuk roste se staifim
ryb. To je pravdépodobné déno ukladanim podkozniho tuku. Literatura uvadi velmi nizké
hodnoty zbytkového tuku, ale z postupu neni jasné, pomoci jakych rozpoustédel surovinu
odtuctiuji. Podle Adeoti et al [74] by se koddéleni lipidi dala vyuZzit extrakce
superkritickou tekutinou. Superkriticky oxid uhli¢ity je netoxicky, nehoflavy a levny a
navic se jedna o ¢isté rozpoustédlo. Extrakce probiha pii tlacich 10-30 MPa a teplotach 40-
50 °C a za téchto podminek méa CO, vlastnosti kapaliny, ¢imZ poskytuje idealni podminky
pro rychlou extrakci s maximalni vytéznosti. I kdyz je tuk v tomto pfipad¢ problémem,
neni odpadem. Jak jiz bylo zminéno, tuk by se dal vyuzit naptiklad pro vyrobu mydel,

barev a laku atd.
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Z vedlejsich rybich produktl, které vétSinou konci jako odpad, se podatilo ziskat nejen
bilkovinné produkty, ale také tuk a pigment. Kazdy produkt lze nalezit€¢ vyuzit.
Hydrolyzaty se daji vyuzit jako nosice aktivnich latek ¢i v kosmetickych emulzich,
zelatiny maji Siroké vyuziti a vzdy zalezi na jejich vlastnostech, pigment by mohl slouzit
k vyrobé barev a tuk s obsahem omega-3 mastnych kyselin jako vyzivovy doplnék.
Nerozlozeny podil, ktery ztstal po extrakcei 4. frakce, taktéz neni odpadem. Jeho vhodnym
vyuzitim je pouziti jako hnojivo. Cely proces splituje parametry cirkularni ekonomiky,
jejiz ulohou je zvySovani kvality zivotniho prostedi a lidského zivota. Pivodné nevyuzita

surovina byla bezezbytkové recyklovana.

7.3 Navrh aplikaci Zelatin pro potravinarsky primysl

Zelatiny pouzivané v potravinaistvi miizeme rozdélit do 3 skupin na Zelatiny nizké, stfedni
a vysoké kvality. Pfedevsim zelatinové frakce druhé extrakce mély nizké hodnoty pevnosti
gelu, ale i takové zelatiny lze pouzit napfiklad v masném primyslu, kde se vyuzivaji
zelatiny s Bloom hodnotou od 50 do 100, ale musi se pfidat ve veétS§im mnozZstvi nez pii
pouziti kvalitnich Zelatin. V cukrovinkéch také mizZeme pouzit Zelatinu s nizkou hodnotou
Bloom napiiklad do pusinek, karamelek nebo marshmallow. Zelatiny stiedni kvality
(hodnota Bloom od 100 do 250) se daji vyuzit pfi vyrobé zelé, jogurtl, syri, desertd ¢i
aspikli. Takové Zelatiny byly pfipraveny pfedevsim ve 4. frakci Zelatin. Hodnota pevnosti
gelu se pohybovala od 100 do 169 Bloom. Dalsi Zelatina stfedni kvality byla pfipravena
v 1. frakei u exp. €. 4 a ve 3. frakci u exp. €. 1, 4 a 7. Vyextrahovany byly 1 Zelatiny
s pevnosti gelu niz8i nez 50 Bloom. Takové Zelatiny by bohuzel v potravinafstvi uplatnéni
nenasly. Zelatiny vysoké kvality se za stanovenych procesnich podminek nepodatilo
vyextrahovat. Potravindiskd Zelatina musi mit obsah popela max. do 3 %. Nckteré
vyextrahované Zelatiny tuto hranici ptekrocily, ale jednoduSe Ize obsah popela snizit
deionizaci nebo pomoci iontoménict. Zelatina pouZivana v potravinafstvi musi byt jedla
(zdravotné nezavadnd), proto by bylo vhodné ji pfed uvedenim na trh podrobit

mikrobiologického rozboru [75, 76].
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ZAVER

Teoretickd cast je orientovana na tfi hlavni kapitoly, které pojednavaji o vedlejSich
produktech z potravinaiskych vyrob, zpracovani vedlejSich produkti z ryb a funkcnich
vlastnostech a aplikacich zelatin. V prvni kapitole jsou charakterizovany odpady a vedlejsi
produkty a jejich kategorizace podle platné legislativy, dale zpracovani vedlejSich
produktii v potravinaistvi a nakladani, produkce, vyuziti i odstranéni odpadi. V druhé
kapitole je hlavni pfedevsim rozdéleni rybich vedlejSich produktt a jejich potencial pro
vyuziti. Ve treti kapitole jsou shrnuty vlastnosti zelatin, jez ovliviuji jejich ptipadné

pouziti v riznych odvétvich primyslu, které je opravdu Siroké.

Praktickd ¢éast se zaméfuje na piipravu Zzelatin extrakci ze skeleti kapra obecného po
kondicionovani této suroviny proteolytickym enzymem Protamex. Hlavnim cilem bylo
ovéieni procesnich podminek piipravy zelatin ze skeleti kapra obecného a sledovat vliv
vybranych procesnich podminek na vytéznost zelatinovych frakci. Zvolené védecké
hypotézy, Ze se podafi piipravit Zelatinu z kaptich vedlejSich produkti za zvolenych
procesnich podminek a bude vhodna pro pouZiti v potravinaistvi, se potvrdily. Naopak
byla zamitnuta hypotéza, ve které¢ je predpokladano, ze nizké limity obou faktorti zptisobi

nejmensi stupent konverze na Zelatinu.

Jednim z cili bylo navrhnout procesni podminky pro zpracovani vedlejSich rybich
produktli na potravinarské zelatiny. Byl sledovan vliv dvou faktorii A a B na vytéZnost
zelatin a jejich vlastnosti. Faktor A piedstavuje koncentraci kyseliny chlorovodikové
v procesu demineralizace suroviny (0,5 %; 1,0 % a 2,0 %) a faktor B mnozstvi pfidaného
enzymu Protamex (0,0 %; 0,1 % a 0,2 %). Postup prace byl zaloZzen na 3 hlavnich usecich
oSetfeni suroviny, kterymi byly pfiprava €istého kolagenu, demineralizovaného kolagenu a
pfipravé Zelatin. Pfipravené Zelatiny byly podrobeny analyzam, které ukézaly jejich

vlastnosti, podle kterych mohly byt navrhnuty k vyuZiti pro potravinafstvi.

V diplomové praci bylo prokdzéno, ze vhodnym nastavenim procesnich podminek lze
vyextrahovat Zelatinu, kterou lze vyuzit na potravinaiské aplikace. Dale se ukdzalo, Ze
pomoci enzymu Protamex byla konverze suroviny na Zelatiny zvySena, m¢l vSak negativni
ve 4. frakcich bez pouziti enzymu, proto bylo navrzeno zkratit dobu kondicionovani,
prodlouzit dobu extrakce a nastavit rozmezi teplot, pfi kterych by byla surovina

extrahovana.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ADHDPorucha pozornosti s hyperaktivitou
AMK Aminokyselina

BSE Bovinni spongiformni encefalopatie
CaCl, Chlorid vapenaty

CO, Oxid uhlicity

CR  Ceska republika

CSU  Cesky statisticky tfad

EC  Emulzifika¢ni kapacita

EPA FEikosapentaenova kyselina

ES Stabilita emulze

EU  Evropska unie

FBC Tuk vézaci kapacita

FC  Pénotvorna kapacita

FS Stabilita pény

HCl Kyselina chlorovodikova

Hyp Hydroxyprolin

MgCl, Chlorid vapenaty

MK  Mastna kyselina

NaCl Chlorid sodny

NaH,PO,4 Dihydrogenfosforecnan sodny
NaOH Hydroxid sodny

PA  Polyamid

PBC Polychlorované bifenyly

pl Izoelektricky bod

Pro Prolin
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TSE Transmisivni spongiformni encefalopatie
USA Spojené staty americké
VP  Vedlejsi produkt

WHC Vodu zadrzujici kapacita
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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........coceeeieees e 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 Fgure 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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Fg. 1. Influence of pH at various temperatures on the activity of Protamex.

Method: AF4
Substrate: Denatured hemoglobin
Inactivation

Protamex can be inactivated in 30 minutes at 50°C (122°F) or higher when the
pHis4, 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 isdocumented 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.

novozyme

*
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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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