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Uvod

Se zvysujici se spotiebou dribeziho masa, v CR cca
25 kg/osobu/rok, roste iprodukce vedlejSich jate¢nych
produktt (pefi, krev, kosti, kiize, stieva, droby, zlazy, kon-
Cetiny a rizné tukové tkang) predstavujici potencialni rizi-
ka pro zdravi lidi a Zivotni prostfedi, ktera je nutné elimi-
novat bud’ bezpecnou likvidaci téchto produkti ve veteri-
narnich asanacnich ustavech (kafileriich), nebo jejich vy-
uzitim'. Krev se pouziva jako piisada v potravinatskych
vyrobach a na vyrobu krmné moucky, kiize a kosti na vy-
robu Zelatin, hnojiv a krmiv, tuky k vyrobé mydel, biopa-
liv, maziv ¢i jako pfisada pro kosmetické aplikace. Pefi 1ze
hydrolyzou zpracovat na keratinové hydrolyzaty, které se
pouzivaji jako rustové stimulatory, prisada do krmiv, nebo
pro kosmetické aplikace® . Na vyrobu kolagennich hydro-
lyzata 1ze pouzit jakékoliv tkané bohaté na kolagen. Hyd-
rolyzaty nachazeji uplatnéni napt. jako potravinové dopli-
ky, funkéni prisady v kosmetickych formulacich ¢&i
v 1ékatskych aplikacich®. Kufeci b&haky (pfiblizné 5 %
hmotnosti driibeze) obsahuji vysoky podil bilkovin
(zejména kolagenu) a lze je proto zpracovat na produkty
s vyS§i pridanou hodnotou, napf. na zelatiny ¢i hydrolyza-
ty’. Soudoba literatura zmifiuje piipravu Zelatin (typu A)
kyselym zpisobem z kizi a Slach kufecich b&haku, ale
s nizkymi vytézky Zelatin'®. Alkalicky zptisob zpracovani
kufecich béhaki na zelatiny (typu B) neni v literatufe zmi-
nén, nicméné je zndmo zpracovani kutecich a kritich hlav
timto zptisobem''.

Cilem prispévku je navrh technologickych podminek
zpracovani bilkovin kufecich b&hakl na vysoce kvalitni
kolagenni produkty (zelatiny a hydrolyzaty).
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Experimentalni ¢ast
Materidly a pfistroje

Kufeci béhaky byly dodany firmou RACIOLA Uher-
sky Brod, s.r.o. SloZeni: obsah susiny 35,0 + 3,0 %; v suSiné:
obsah bilkovin 48,3 + 0,4 % (z toho 82,8 + 0,7 % kolage-
nu), obsah tuku 34,8 + 0,8 %, obsah popelovin 16,1 +
0,2 %. Popel byl stanoven gravimetricky po spéleni
avyzihani vzorku'’, tuk byl stanoven extrakci podle
Soxhleta", dusik byl stanoven metodou podle Kjeldahla'*
a ze zjisténého obsahu dusiku byl vynasobenim faktorem
6,25 vypocten obsah bilkovin. Obsah kolagenu byl vypoc-
ten z obsahu hydroxyprolinu (stanoven kolorimetricky po
hydrolyze vzorku v 6mol I HCI) vynasobenim fakto-
rem 8 (cit.">'®). Protamex (praskova proteasa, Novozymes
— Dansko), C,HsOH, C¢H,4, NaOH, 36% HCI (IPL, Uher-
sky Brod).

Rezatka masa SPAR Mixer SP-100AD-B, muflova
pec Nabertherm, pH metr WTW pH 526, tfepaci pfistroj
Kavalier LT2, analytické vahy Kern 770, laboratorni vahy
Kern 440-47, susarna MEMMERT ULP 400, magnetické
michadlo IKA LABORTECHNIK RCT BASIC s topnou
deskou, nerezové sito s velikosti ok 1,0 mm, Stevens-
LFRA analyzator pro stanoveni pevnosti gelu.

Metody

Kuteci beéhaky byly zpracovany dvoustuptiovym bio-
technologickym  postupem na  Zelatiny/hydrolyzaty
s optimalnim vytézkem a s minimalnim obsahem vedlej-
Sich produktd. Ke studiu vlivu procesnich parametrii byla
pouzita faktorova schémata 2° s jednim centralnim experi-
mentem a jednim opakovanim'”'®. Studovanymi para-
metry byly: faktor A — pifidavek enzymu: 1, 3 a 5%
(vztazeno na susinu zpracovavané bilkoviny), faktor B —
teplota extrakce: 60, 75 a 90 (= 0,5) °C, faktor C — doba
extrakce: 1, 2,5 a 4 h. Hodnocenymi veli¢inami byly stu-
peit konverze (% pfemény vychozi bilkoviny na Zelatinu/
hydrolyzat), stupen Cistoty pfipravené zelatiny/hydrolyzatu
(vyjadieny obsahem popela) a v ptipad€ Zelatin jejich kva-
lita (vyjadiena pevnosti gelu).

Postup préace

Blokové schéma zpracovani kufecich béhakt na zela-
tiny a hydrolyzaty I. jakosti a hydrolyzaty II. jakosti je
znazornéno na obr. 1. Postup prace zahrnuje 6 technolo-
gickych usekti. 1) Promyti kufecich b&hdkli ve studené
vodé: odstranéni zbytkl krve, pefi a necistot. Rozemleti na
fezac¢ce masa (velikost ¢astic 6 mm). 2) Odstranéni nekola-
gennich bilkovin, pigmentli a tuku: smiseni suroviny
s 0,10% roztokem NaOH v poméru 1:8 (w/v), tfepani
45 min pifi pokojové teploté, filtrace, promyti vodou
(opakovani celého postupu 4x). Odtuc¢néni suroviny: smi-
seni suroviny se smési rozpoustédel ethanol + petrolether
(1:1, v/v) vpoméru 1:6 (w/v), tiepani 34 h pii pokojové
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Kuieci Promyti ve vodg, N Odtuénéni, odstranéni Bilkovinny
béhaky mechanickd Gprava doprovodnych slozek substrit

Roztok bilkovinného hydrolyzatu II. jakosti

A 4

1. stuperi zpracovdani

A

v

. Nabobtnaly (erizymovda piediprava)
Promyti bilkovinny ‘@_ +H,O (1:8), pH 7,5+ 0,3
(H0) substrat +enzym 1-3 %, w/w gfaktor A)
tiepani 20 h, 23 £ 0,5°C
y
2. stupeii zpracovdani N loFeny zbvtak
(extrakce Zelatiny/hydrolyzdtu) b oziny Zhyite
+HzO(LiE) Filtrace
teplota 60-90 (+0.5) °C (faktor B) - Enzymova hydrolyza
doba 1-4 h (faktor C), michani I
Roztok bilkovinného
Roztok Zelatiny/hydrolyzatu 1. jakosti hydrolyzatu II. jakosti

suseni v tenkém filmu, rozemleti I—b

Zelatina / hydrolyzat L. jakosti

Obr. 1. Blokové schéma pripravy Zelatin/hydrolyzati z kuiecich béhaku

teploté (po 6, 12 a 24 h bylo rozpoustédlo vyménéno za
nové). Vysledkem opracovani je ptiprava bilkovinného
substratu. 3) Prvni stupen zpracovani: smiseni bilkovinné-
ho substratu s vodou v poméru 1:8 (v/w), Gprava pH na
hodnotu 7,5 + 0,3, enzymova pieduprava 20 h tfepanim pfi
pokojové teploté, ptidavek enzymu podle faktoru A. 4)
Filtrace: zisk roztoku bilkovinného hydrolyzatu II. jakosti
(vysuSeni pii 103,0 + 1,0 °C), nabobtnaly bilkovinny sub-
strat promyt vodou. 5) Druhy stupenn zpracovani: smiseni
nabobtnalého bilkovinného substratu s vodou v poméru
1:8 (v/w), ohfev na teplotu podle faktoru B a po dosazeni
sledované teploty extrakce po dobu podle faktoru C, mirné
michéni smési na magnetickém michadle. 6) Filtrace: pii-
prava roztoku zelatiny, resp. bilkovinného hydrolyzatu
I. jakosti (obsah popelovin < 1,5%), jeho vysuseni
v tenkém filmu pii 50,0 = 0,5 °C. Nerozlozeny zbytek
vysusen pii 103,0 + 1,0 °C.

Vysledky a diskuse

Souhrnné vysledky zpracovani bilkovin kufecich
beéhakt na zelatiny a hydrolyzaty dvoutrovitovymi fakto-
rovymi schématy se tfemi sledovanymi faktory jsou uve-
deny vtab.I. Po 1.stupni zpracovani byly po filtra-
ci ziskany roztoky bilkovinnych hydrolyzatid, které obsa-
hovaly v susiné 21-30 % popelovin, stupeni konverze bil-
kovinného substratu byl 11-18 %. Vysledky stupni kon-

122

verze po 2. stupni zpracovani (77,) a pevnosti zelatino-
vych gelu (F) byly zpracovany statistickym softwarem
Minitab® 17.2.1 (Fujitsu Lmt., Japonsko)'. Regresni rov-
nice maji tvar:

m=-26,74 + 18,31 A +0,6444 B + 13,22 C - 0,1911 AB
—2,283 AC-0,1303 BC + 0,02694 ABC,
F=-453,0+45,00 A +7,550 B + 88,00 C —0,7500 AB —
14,00 AC — 1,467 BC + 0,2333 ABC,

kde A je pfidavek enzymu, B teplota extrakce a C doba
extrakce.

Stupeni konverze byl vypocten z hmotnosti hydrolyza-
tu pfipraveného po 1. stupni zpracovani, resp. z hmotnosti
zelatiny/hydrolyzatu pfipravenych po 2. stupni zpracovani,
hmotnosti vztazené na navazku bilkovinného substratu.
Dile byl vypocten celkovy stupeil konverze (soucet stupiili
konverze po 1. a 2. stupni zpracovani). Bilan¢ni chyba
hmoty byla vyjadiena procentnim rozdilem hmotové bilan-
ce mezi vstupem (bilkovinny substrat) a vystupy
(hydrolyzat po 1. stupni zpracovani + Zelatina/hydrolyzat
po 2. stupni zpracovani + tuhy zbytek).

Obsah popelovin v hydrolyzatech a Zelatinach byl
stanoven gravimetricky po spaleni a vyzihani vzorku'.
Pevnost Zzelatinovych geli byla méfena dle metodiky
AOAC 948.21 (cit.*®), vyjadiuje se v jednotkach Bloom,
1 Bloom=1g.
faktorQ pii zpracovani bilkovinného substratu na zelatiny/
hydrolyzaty jsou vysledky stupné konverze po 2. stupni
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Souhrnné vysledky zpracovani bilkovin kufecich béhakt na zelatiny a hydrolyzaty

Exp. Studované faktory Vysledky po 1. Vysledky po 2. stupni Hodnoceni celého
¢. A B C stupni zpracovani zpracovani procesu
enzym teplota doba m P’ m P, F Nz BCH
[70] [°C] (h] (0] (%] (%] (%] [Bloom] (%] [%]
1 1 60 1 11,3 22,0 23,5 1,06 0 34,8 4,7
2 1 60 4 11,6 20,8 37,7 0,99 0 49,3 4,5
3 1 90 1 11,5 27,9 34,0 1,23 167 45,5 0,8
4 1 90 4 11,8 22,8 38,9 0,67 56 50,7 4,8
5 5 60 1 17,7 28,3 48,2 1,41 0 65,9 0,9
6 5 60 4 17,3 27,7 54,4 0,58 0 71,7 1,3
7 5 90 1 17,5 29,2 39,0 0,99 105 56,5 4,1
8 5 90 4 17,9 30,2 45,6 0,58 78 63,5 2,1
9 3 75 2,5 13,6 25,4 38,5 1,17 148 52,1 4,4

" vztazeno na suinu, 1, — stupef konverze po 1. stupni zpracovani, 1, — stupeii konverze po 2. stupni zpracovéni,
Nz — celkovy stupen konverze, P, — obsah popela v hydrolyzatu po 1. stupni zpracovani, P, — obsah popela v Zelatin¢/
hydrolyzatu po 2. stupni zpracovani, F — pevnost Zelatinového gelu, BCH — bilan¢ni chyba hmoty

zpracovani a pevnosti zelatinovych geli prezentovany
interakénimi a vrstevnicovymi grafy (vrstevnicové grafy
presentuji vliv 2 nejvyznamnéjsich faktori na sledovanou
veli¢inu). Na obr. 2 pfi interakci enzym—teplota vidime, ze
se zvySujicim se pfidavkem enzymu pii konstantni teploté
se stupen konverze zvySuje. Pii dolnim limitu extrakéni
teploty (60 °C) a pfi pridavku enzymu > 3 % je stupeni
konverze vyssi, nez u horniho limitu extrakéni teploty
(90 °C). Pri interakci enzym—doba je ziejmé, Ze se zvysuji-
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=50 60
E ——
‘g 45 [ 75
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cim se pridavkem enzymu se stupeit konverze zvysuje,
delsi doba extrakce (4 h) ma vyssi vliv na stupeni konverze,
nez kratka doba extrakce (1 h). Z interakce teplota—doba je
patrné, Ze se zvySujici se extrakéni teplotou po extrakéni
dobé 1 h je stupen konverze stejny a po 4 h extrakce do-
konce mirné klesa. Na obr. 3 pfi interakci enzym-teplota je
ziejmé, ze se zvysujicim se pridavkem enzymu pii 60 °C
nebyly pfipraveny zelatiny (nulova pevnost gelu). Pfi hor-
nim limitu extrakéni teploty (90 °C) pevnost Zelatinovych

Stupen konverze po 2. stupni zpracovani (%)

2,5 /%

40-45

Doba (h)
N

2,0

L

Enzym (%)

Obr. 2. Graf vlivu interakei sledovanych faktori na stupeii konverze po 2. stupni zpracovani (%) a vrstevnicovy graf vlivu pri-
davku enzymu a doby extrakce na stupeii konverze po 2. stupni zpracovani (%)
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Obr. 3. Graf vlivu interakci sledovanych faktorii na pevnost Zelatinovych geli (Bloom) a vrstevnicovy graf vlivu teploty a doby

extrakce na pevnost Zelatinovych geli (Bloom)

gelti mirné klesa s rostoucim pridavkem enzymu. Nejvyssi
pevnost zelatinového gelu je dosazena za podminek cen-
tralniho experimentu (3 % enzymu a 75 °C). Pii interakci
enzym—doba je ziejmé, ze nejvyssi pevnost zelatinového
gelu je u centralniho experimentu. Po 1 h extrakce pevnost
gelu mirné klesa se zvySujicim se pfidavkem enzymu, ale
je vyssi, nez po 4 h extrakce, kdy naopak se zvysujicim se
pridavkem enzymu pevnost gelu mirné roste. Z interakce
teplota—doba je patrné, Ze u obou limitnich hodnot doby
extrakce (1 a 4 h) pevnost gelu roste se zvysujici se teplo-
tou extrakce — znulovych hodnot pfi 60 °C aZ na cca
70 Bloom po 4 h extrakce, resp. na cca 135 Bloom po 1 h
extrakce. NejvySS§i pevnost Zelatinového gelu (cca
150 Bloom) odpovida podminkam centralniho experimentu
(75 °C a 2,5 h). Tendence zmény kvality (pevnosti) Zelatino-
vych gelt v zavislosti na teploté a dob¢ extrakce odpovida-
ji vliviim technologickych podminek na pevnost Zelatino-
vych gelli pfi extrakci zelatin z tradi¢nich surovinovych
zdrojii”'. Pripravené zelatiny/hydrolyzaty maji velmi nizky
obsah popelovin, 0,58-1,41 % (na su$inu), coz spliiuje
pozadavky na potravinaiské a farmaceutické produkty™.

Zavér

Dvoustupiiovym  biotechnologickym  postupem
(s pouzitim mikrobialni proteasy Protamex) ve dvou stup-
nich a vhodnou kombinaci extrakcni teploty a doby lze
odpadni kufeci béhaky zpracovat na jakostni zelatiny
(pevnost gelu 170 Bloom) s G¢innosti extrakce cca 33 %
a na kvalitni hydrolyzaty (s obsahem popelovin do 1,5 %)
s ucinnosti extrakce az 55 %. Technologie je vhodna pro
frakcionacni zplsob zpracovani vychoziho bilkovinného
substratu. Pfi niz8i extrakéni teplot€ se pfipravi nejprve
vysoce kvalitni Zelatiny pfi relativné malém stupni konver-

124

ze (= 30 %) a pfi zvySujicich se teplotach se ziska Zelatina
s niz8i pevnosti gelu za lepsiho vyuziti vychozi suroviny.
Ziskané produkty jsou vhodné pro pouziti v potravi-
nafském, farmaceutickém ¢i fotografickém primyslu. Po
1. stupni zpracovani se prtipravi kolagenni hydrolyzat
(stupent konverze az 18 %) s vy$§im obsahem popelovin
(21-30 %), ktery lze pouzit napf. jako ptisadu do krmiv
pro hospodarska zvifata nebo jako rdstovy stimulator
v zemédélstvi. NerozloZeny zbytek po 2. stupni zpracovani
lze dale zpracovat (alkalickou, kyselou ¢i enzymovou)
hydrolyzou na hydrolyzat II. jakosti.

Tato prace vznikla za financni podpory interni gran-
tové agentury Fakulty technologické UTB ve Zliné IGA/
FT/2018/008 a IGA/FT/2018/003.
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P. Mokrej$, R. Gal, J. Pavlackova, D. Janacova,
and P. Mrazek (Department of Polymer Engineering,
Faculty of Technology, Tomas Bata University in Zlin):
Utilisation of Chicken Slaughterhouse Collagen
By-Products for Preparation of Gelatines and Hydroly-
sates

The paper presents processing of chicken paws
(a solid by-product of poultry processing) into gelatines
and collagen hydrolysates. After removing of non-
collagenous proteins and fats, the grounded chicken paw
protein substrate is processed biotechnologically in two
steps. In the first step, the protein substrate is pretreated
with proteolytic enzyme Protamex at ambient temperature
and neutral pH. After filtration, 2" grade collagen hydrol-
ysate is obtained. Second step involves the extraction of
gelatine or 1% grade collagen hydrolysate from swelled
protein substrate with hot water. The effect of selected
processing parameters (addition of enzyme, extraction
temperature and extraction time) on the degree of conver-
sion (expressed as conversion of chicken paw collagen
protein into collagen hydrolysate and gelatine) and quality
of prepared gelatines/hydrolysates were studied by two-
level factorial experiments. Applying biotechnological
process, by proper combination of added protease, extrac-
tion time and temperature, high quality gelatines
(170 Bloom gel strength value, ash content less than
1.5 %) with the degree of conversion up to 33 % or quality
1** grade collagen hydrolysates (ash content less than
1.5 %) with the degree of conversion up to 55 % were
prepared. The products prepared are suitable for food,
pharmaceutical, photography and cosmetics applications.
2" grade collagen hydrolysate can be used as a feed sup-
plement for livestock or as a growth stimulator in agricul-
ture. The advantages of the presented technology are
above all mild reaction conditions (neutral pH and process
runs under atmospheric pressure).

Keywords: chicken paws, collagen, collagen hydrolysate,
enzyme treatment, extraction, gelatine, protein substrate



