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IEVADS

Visa pasaulé ieveérojami palielindjies zivju atkritumu daudzums un tiek apgalvots, ka
apmeram 2/3 no kopgja zivju daudzuma tiek izmestas, ka atkritumi. Terminu “zivju atkritumi”
parasti var definét ka zivju sugas, kuru izmérs ir neliels, ka arT zvejas tiklos sapinusas zivis vai
tadas, kuram ir zemaka tirgus vértiba. Sis termins ietver arT zivju blakusproduktus, pieméram, adu,
spuras, zvinas, iek$§gjos organus, kaulus utt., kas kopa veido vairak neka 30—70% no kopgja zivju
svara (Caruso et al., 2020). Tomér lielaka dala So blakusproduktu tiek aprakti, vai sadedzinati, radot
vides, veselibas un ekonomikas problémas. Zivju atkritumi ir aktuala probléma, kas prasa atras,
radoSas metodes un risinajumus (Al Khawli et al., 2019).

Lai p&c iespg€jas vairak izmantotu dabas resursus, Eiropas Komisija apstiprinats ilgtermina
plans “Zila izaugsme”. Sis plans tiek Tstenots, Tpasu uzmanibu pievérSot zivju atkritumiem, lai
pasargatu vidi no ripnieciska piesarnojuma (Furtado et al., 2022).

Darba meérkis: izveértét mencu adu piemérdtibu kolagéna ieguve.
Darba uzdevumi:
1. Noteikt mencu adu kimisko sastavu, un veikt kvalitates raditaju izvertgjumu;
2. Pilnveidot kolagéna ieeguves jeb ekstrakcijas metodi un izveértét ekstrakcijas
parametru ietekmi uz kolagéna iznakumu;
3. Noteikt un izvertét kolagéna kvalitati — organoleptiskos raditajus, viskozitati un
denaturacijas temperattru.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Zivju atkritumu daudzums pasaule
Zivju parpalikumi un to parstrades blakusprodukti veido ievérojamu dalu no sakotngja zivju
svara, un to iznicinasanai ir liela ietekme uz vidi un ekonomiku (Baiano, 2014). Vairak neka puse,
no razoSana izmantoto, svaigu zivju svara, kliist par zivriipniecibas blakusproduktiem (Al Khawli
et al., 2019). Dalu no tiem izmanto dzivnieku baribas, kolagéna un ellas ieguvei, bet mazaka
apjoma biodegvielas un laukaugu méslosSanas lidzeklu razoSanai.
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Kolagéna un Zelatina ieguve
1.1. att. Zivju apstrades blakusproduktu izmantoSanas iesp&jas (Espinales et al., 2023)

No zivim iegiitie blakusprodukti ir uzturvertibas zina nozimigs, taukskabju, olbaltumvielu
un mineralvielu avots, jo sastavs ir lidzigs zivju filejai un citiem uztura lietotajiem partikas
produktiem. Udens mugurkaulnieku kolagéna izmantoSana iev&rojami pieaug, pateicoties ta
unikalajam 1paSibam, salidzinot ar ziditaju kolagénu (Coppola et al., 2021). Papildus zivju
blakusproduktu utilizacijas izmaksu samazinasanai, nakotnes investicijas zivju atkritumu parstradé
var sniegt iesp&ju iegiit citas nozimigas vielas, pieméram, ellu, olbaltumvielas, pigmentus,
bioaktivos peptidus, aminoskabes, kolagénu, hitinu, Zelatinu u.c. (skat.att. 1.2. att)(Al Khawli et
al., 2019).

2 Musklili' Mugurkauls un | Galvas
- Pro:ie}m un skrimsli - Proteini un
peptidi - Mineralvielas (Ca, P) eptidi
- Ellu(EPA un - Kolagéns I-JFlelu (EPA un
DHA taukskabes) - Zelatins DHA taukskabes)
- Hialuronskabe

Iekséjie organi

- Fermentus
B - Ellas (EPA un DHA
Adas MR SpINCRS taukskabes)
- Kolagens - Protamins
- Zelating

1.2. att. Zivju blakusprodukti un no tiem iegiitie savienojumi (Espinales et al., 2023)



1.2. Kolagéns un ta nozime organisma

Zivju ada, kas aiznem aptuveni 8—10% no kop@ja zivju svara, ir viens no galvenajiem zivju
apstrades blakusproduktiem (Nurilmala et al., 2022). Udens mugurkaulnieku izcelsmes kolagéns
aminoskabju sastava un biosaderibas zina ir l1dzigi parastajam liellopu un ciiku kolagénam (Jafari
et al., 2020). Tas ir viens no svarigakajiem proteiniem, ko izmanto partika, kosmétika, farmacija
un biotehnologija (Furtado et al., 2022).

Kolagéna galvenais uzdevums ir nodroSinat struktiiru un izturibu visam kermenim. Tas
ietilpst kaulu, skrims]u, locitavu, matu, nagu, cipslu sastava un veido to struktiiru (skat. 1.3. att.).
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1.3.att. Aptuvenais kolagéna daudzums dazados audos (La Importancia Del Coldgeno En Los

Tejidos Conectivos, n.d.)

Cilveka kermenis satur daudz olbaltumvielu un kolagéns veido apméram 25-35% no visiem
organisma esoSajiem proteiniem (Furtado et al., 2022). Vairak neka 85% no kolagéna, kas
sastopams cilvéka organisma, pieder pie I tipa, savukart par€jie izplatitakie kolagénu veidi ir II, III
un IV tips (Xu et al., 2021). Kolagéns ir visizplatitakais struktularais proteins dazadu kermena
saistaudu (adas, kaulu, saisu, cipslu, un skrimslu) ekstracelularaja matrica (skat. 1.4. att.).
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1.4. att. Kolagéna izvietojums cilveéka kerment (Furtado et al., 2022)



Ka popularakie un zinamakie kolagéna avoti ir dazadi liellopu un ciiku produkti. Bet, So
ieguves avotu popularitate pakapeniski samazinas, to religisko aizliegumu, ierobezotas pieejamibas
un ar slimibam saistito problému d&l.

Udens mugurkaulnieku izcelsmes kolagéns aminoskabju sastava un biosaderibas zina ir
l1dzigi parastajam liellopu un ctku kolagénam (Jafari et al., 2020). Tas ir viens no svarigakajiem
proteiniem, ko izmanto partika, kosmétika, farmacija un biotehnologija (Furtado et al., 2022).
Kolagénam, kas iegiits no zivju adas, kauliem un spuram, ir zema denaturacijas temperatira, kas
lielakajai dalai zivju sugu ir 25-30 °C, salidzinot ar ziditaju kolagénu — 39-40 °C. Zivs ada esosajam
I tipa kolagénam ir raksturiga augsta tiribas pakape (aptuveni 70%) un to ietekm& zivju suga,
vecums un nozvejas sezona (Jafari et al., 2020).

Aminoskabju sastava analize lauj izveértét kolag€na kvantitativo sastavu. Piemé&ram,
hidroksiprolins ir amioskabe, kurai ir nozimiga loma kolagéna stabilitates veidoSana.
Hidroksiprolins veido apmé&ram 13% no kolagéna sastava, un tas gandriz nemaz nav sastopams
citos proteinu avotos. Augsts hidroksiprolina saturs norada uz augstaku denaturacijas temperatiru
un augstaku kolagéna polipeptidu molekulas jeb triskarsas aminoskabju k&des stabilitati (Alves et
al., 2017). Tomeér jaatzimée, ka tdens mugurkaulnieku kolagénam ir zemaks hidroksiprolina saturs,
salidzinot ar ziditdju izcelsmes kolagénu (Yamada et al., 2014). Ir pieradits, ka tdens
mugurkaulnieku izcelsmes kolagéns satur ari lielu daudzumu glicina, kas atrodas katra no trim
polipeptidu molekulam jeb viena kolagéna protofibrilla un sastav no aminoskabju kédes (Alves et
al., 2017).

1.3.Kolagéna iegiSanas jeb ekstrakcijas metodes
Ekstrakcijas metodes izvéle atkariga no izejvielas, kura tiek izvéleta kolagéna iegiiSanai.
Kolagéna iegtiSanas jeb ekstrakcijai izmantotas metodes (Rigogliuso et al., 2023):
1. Enzimu ekstrakcija — izmanto pepsina Skistosa kolagéna ieguvei;
2. Ekstrakcija izmantojot skabi — izmanto, lai iegtitu skabé skistoSu kolagénu;
3. Ekstrakcija ar sali — izmanto salt SkistoSa kolagéna ekstrakcijai neitralos sals Skidumos,
pakapeniski pievienojot natrija hloridu.
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Ekstrakeijas veids
1.4.att. Ekstrakcijas laika iegtita $kistosa kolagéna daudzuma salidzinajums(Collagen Protocol
Tips | Abcam, n.d.)

Karedzams no 1.5. att€la dotajiem zinatnieku iegiitajiem rezultatiem, tad ekstrakcija ar sali,
uzrada zemu iegiitd kolagéna daudzumu jeb 0.6 mg ml™!. Tap&c kolagéna ieguvei parasti izmanto
ekstrakciju ar skabi vai enzimu preparatiem.
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1.4. Kolagena pielietojuma iespéjas

Jiiras dzivnieku kolagéna tirgus pieaugums ir saistits ar plasajam kolagé€na izmantoSanas
iesp&jam — kosmétikas, partikas un dzérienu riipnieciba. Sim kolagénam ir raksturigas vairakas
pozitivas iezimes — tam nav religisku ierobezojumu, labaka biologiska saderiba, zemakas razoSanas
izmaksas un atraka absorbcija cilvéka organisma. Sis “zivju atkritumu” kolagéns ne tikai spgj
samazinat vides piesarnojumu, bet tam ir unikalas Tpasibas, kas to padara par vertigu resursu
dazadas nozaré€s, tostarp kosmétika, farmacija un partika, tadgjadi samazinot sauszemes dzivnieku
kolagéna ieguvi (Prajaputra et al., 2024).

Pateicoties augstajai uzturvertibai un daudzajiem ieguvumiem veselibas joma, jiiras
dzivnieku kolagéns ir butiska sastavdala, kuru galvenokart izmanto partikas riipnieciba.
No kolagéna var izveidot €édamas kolagéna pléves un parklajumus. Parasti partikas parklajumus
izmanto planos slanos. No jiras dzivniekiem iegiits kolagéns sevi ir veiksmigi pieteicis ar sporta
medicina, jo tas veicina muskulu pieaugumu un samazina traumas guvusa spélétaja atveseloSanas
laiku. Kad cilveks kliist vecaks, organisms sak razot mazak kolagéna, tad€jadi to nepiecieSams
uznemt papildus. Sada veida kolagéns tirgii pieejams tablesu veida, tas atrodas dazadu dzérienu
sastava un ir ar1 partikas produktos (Furtado et al., 2022) (Prajaputra et al., 2024).



2. MATERIALI UN METODES
2.1. Peétijuma izstrades vieta un laiks
Petijums tika veikts laika posma no 26.02.2024-21.04.2024 Latvijas Biozinatnu un
tehnologiju universitates, Lauksaimniecibas un partikas tehnologijas fakultates, Partikas instittita
laboratorijas:
e Partikas kvalitates laboratorija — veikta mencu adu pirmapstrade, analizets
olbaltumvielu, mineralvielu un mitruma saturs;
e Zinatniskaja laboratorija — kolagéna ekstrakcija un izv€l&tas metodes pielagosana;
e Mikrobiologijas zinatniskaja laboratorija — veikta zivju adu mikroskopésana un
mikrobiologisko raditaju noteiksana.

2.2. Pétijjuma shema

1. Pétijuma posms - 1zejvielu kvalitates izvertgjums

Kimiskais sastavs: Mikrobiologiskie kvalitates raditaji:
olbaltumvielas; MAFAm;

mitruma saturs; Enterobacteriaceae;

pelnvielas. Escherichia Coli.

2. Pétijuma posms - kolagena ekstrakcija

Metodes pielagosani veiktds izmainas:
parauga un ikiduma attieciba;
1zturééanas laiks;

parauga sasmalcinaianas pakape;
filtracnas metode.

Kolagéna izndkuma izvértéjums

3. Péttjuma posms - kolagéna kvalitites 1zvErigjums

2.1. att. Pétijuma struktiiras shéma



2.3. Pétijuma izmantotie materiali un metodes
2.3.1  Petijjuma lietoto materialu raksturojms
P&tijumos tika izmantotas Atlantijas mencu adas (Gadus morhua), kuras nozvejotas ar trali,
akiem Spicbergena un Lacu sala, Norvégu jura. Zivis nozvejotas Atlantijas okeana
ziemelaustrumos — (FAO 27), (skatit 2.2. att.). Mencu adas tika sanemtas no uznémuma SIA “Atlas
Premium”, Reg. nr. 40103680283, Ripnicu iela 4, Olaine, Olaines nov., LV-2114. Uznémums p&c
nepiecieSamibas nosaka mencu adu kimiskos kvalitates raditajus, kas ir redzami 2.1. tabula.

88 [
2.2. att. Nozvejas regions FAO 271
2.1. tabula
Specifikacija dotie mencu adu kimiskie kvalitates raditaji
Radrtajs Metode Rezultats
Arséns (As) 2.72+0.27 mg kg’!
Dzivsudrabs (Hg) BIOR-T-012-148- <0.33mg kg'!
Kadmijs (Cd) 2013 <0.017 mg kg'!
Svins (Pb) <0.033 mg kg’!
Kopgjais gaistosais Komisijas IstenoSanas
bazu slapeklis (TVB-N) Regula (ES) 2019/627, VI 6.7 mg 100 g!
pielikuma II nodala
GOST 27207-87* 0.2+0.1%

Natrija hlorids
Eksperimentos lietotas mencu adas vispirms tiek sagrieztas strémel&s 1x3 cm un mazgatas

ar destilétu fideni. MazgasSana nepiecieSama, lai noskalotu no adam glotu, zvinas un citus
mehaniskus piemaistjumus.P&c tam sasaldétas un uzglabatas -20 °C Iidz turpmakajiem

eksperimentiem.

2.3. att. Veselas un sagrieztas mencu adas (autora foto)

! Nozvejas regionu karte [tieSsaiste] (skatits 04.03.2024.). Pieejams: https://www.salazonesciges.com/wp-

content/uploads/2018/12/FAO-27.png
9



Sanemtajam mencu adam tiek noteiki kvalitates raditaji — olbaltumvielu, tauku, pelnvielu
un mitruma saturs. Izejviela tiek novertéta organoleptiski.
Kolagena ekstrakcija tiek lietotas vairakas neorganiskas un organiskas kimiskas vielas,
kuru raksturojums ir dots turpmak:
NaOH (natrija hidroksids) — kimiski tira analizém, razotajs “CHEMPUR”, Polija;
C4HoOH (butilspirts) — kimiski tira analiz€m, razotajs “REAHIM”, Krievija;
CH3COOH (etikskabe) — kimiski tira analizém, razotajs “CHEMPUR”, Polija;
Smalkais varamais galda sals — razotajs AAS “Mazirsol”, Baltkrievija;
Dializes kolonna (razotajvalsts ASV, diametrs — 20.4 mm, garums — 30m, vielas daudzums
3.3ml/cm) — nepiecieSama NaCl jonu aizvadiSanai p&c kolagéna ekstrakcijas procesa.
Dializes kolonnu var sagatavot divos veidos:
e kollonu var ievietot silta tident (25°C) un izturét 1idz nakamas dienas ritam, kad
planota dialize;
e kolonnu sagatavo 1h ieprieks, to ievietojot karsta tident (80-90 °C).

ANANENENEN

2.3.2  Péetijuma lietoto metoZu raksturojums

1. Kolagena iegiiSana jeb ekstrakcija. Analiz€jot zinatniskaja literatlira pieejamo
informaciju, tika noskaidrots, ka vispiemérotaka kolagéna ekstrakcijas metode ir, pielietojot skabi.
Sis ekstrakcijas laika no mencu adam tiek iegiits skabg $kistoss kolagéns.

Kolageéna ekstrakcijas procesa tiek izmantotas vairakas kimikalijas — 0.1M NaOH (natrija
hidroksids), CsHeOH (butilspirts), CH3COOH (etikskabe) un NaCl (natrija hlorids). Skidumu
koncentracijas un sagatavoto paraugu izturéSanas laiki izv€leti atbilsto$i zinatniska literatiira
pieejamajai informacijai (Kiew & Mashitah, 2013). Kolagéna iegiiSanas jeb ekstrakcijas
tehnologiska shéma ir skatama 2.4. attéla.
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1. Apstrade ar 0.1M NaOH
Raksturojosie parametri: izturéSanas laiks - 6h, izturé€Sanas temperatiira - 4 °C
Nepieciesamiba: adas esosa kolagéna atdaliSana no pargjam olbaltumvielam

2. Adu mazgasana ar destilétu iideni

RaksturojosSie parametri: 11dz neitrals vai bazisks vides reakcijai

3. Apstrade ar 10% butilspirtu

RaksturojoSie parametri: parauga un Skiduma attieciba ir 1:20, izturéSanas laiks -
24h, izturéSanas temperatiira - 4°C

Nepieciesamiba: adas esoSo tauku un pigmentu atdaliSanai

4. Adu mazgasana ar aukstu destilétu iideni

Raksturojosie parametri: 1idz neitrals vai bazisks vides reakcijai

5. Apstrade ar 0.7M etikskabi

Raksturojosie parametri: parauga un Skiduma attieciba ir 1:30, izturéSanas laiks -
24h, izturéSanas temperatira - 4 °C

6. Centrifugesana

Raksturojosie parametri: centrifigas grie$anas atrums - 20 000 apg. min-1
apstrades laiks - 24h, izturéSanas temperatiira - 4 °C

Nepieciesamiba: kolagéna atdaliSana no neskistoSajam parauga sastavdalam

7. Apstrade ar 0.8M NaCl

Nepieciesamiba: kolagéna izgulsnéSana

=i pu B s HY = I N = Y

. o e e

2.4. att. Kolagéna iegtisanas jeb ekstrakcijas tehnologiska shéma (Kiew & Mashitah, 2013)

Vadoties péc tehnologiskas shémas, kas redzama 2.4. attéla, kolagénu tomér neizdevas iegiit
un tadel tiek veiktas modifikacijas, kas turpmak tiek aprakstitas darba 3. nodala “Rezultati un

diskusija”.
2. Kimiskais sastavs.
Mitruma satura noteikSana veikta atbilstoSi LVS ISO 1442:1997 standartam.
Metodes pamatojums

ZaveSanas procesa paatrinasanai, paraugu sajauc ar smilttim. Smiltis uzirdina produktu, rada
lielaku iztvaikoSanas virsmu, novér§ noZuvumu kartinas raSanos. Mitruma satura nosaka kaltgjot

paraugus 150 + 2 °C temperatiira.
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Mitruma saturu % apréekina péc formulas:
X = (m, —m, )-100
m-m,

2.1.

kur:  mjp — sverglazites, stikla irbuli$a, smilSu un parauga masas pirms zavéSanas, g;
my — sverglazites, stikla irbuliSa, smilSu un parauga masas péc zavésanas, g;
Mo — sverglazites masa kopa ar smiltim un stikla irbuliti, g.

Pelnvielu satura noteikSana veikta atbilstosi ISO 936-1978 standartam.

Metodes pamatojums

Karsgjot organiskos savienojumus, tie sadalas oglskaba gaze, udeni, amonjaka un
mineralvielas, kas paliek pelnu veida. Pelnu daudzums un sastavs dzivnieku valsts produktos
atkarigs no baribas kimiska sastava, dzivnieka sugas u.c. faktoriem. P&c pelnu sastava un daudzuma
var spriest par produkta fiziologisko un tehnologisko vértibu.
Parpelnosanas procesa laika pétama produkta mineralvielu dala var parveérsties gaistoSos
produktos, tade] parpelnosana javeic 550 °C — 600 °C temperatiira.

Pelnvielu saturu % aprékina péc formulas:

x=M=M) 169 22.
(ml - mo)

kur:  mo — tuk3a tigelisa svars, g;
m; — tigeliSa svars kopa ar paraugu, g;
m; — tigelisa svars kopa ar pelniem, g.

Olbaltumyielu_satura_noteik§ana — pielieto Kjeldala metodi (LVS ISO 937:1978), ar
Kjeltec 2100 (FOSS, Zviedrija).

Metodes pamatojums

Par olbaltumvielu daudzumu produkta spriez péc slapekla daudzuma taja. Metode balstas
uz olbaltumvielas saistita slapekla mineralizaciju (sadedzinaSanu) koncentréta sérskabé lidz
amonija savienojumiem, no kuriem izdala amonjaku un uztver noteiktas normalitates skabe
(borskabé). Amonjaka saistito skabes daudzumu atrod, attitréjot nemtas skabes parpalikumu ar 0.1
N salsskabes skidumu. Produkta mineralizaciju veic, kars€jot analiz€jamo paraugu ar koncentrétu
sérskabi idenraza peroksida un kalija sulfata maisijuma klatbutné.
Mineralizacijas laika veidojas amonija sulfats.

2 NH3 + H2SO4 — (NH4)2SO4 2.3.

No amonija sulfata savukart izdala amonjaku ar koncentrétu sarmu (ar tdens tvaika
palidzibu).

(NH4)2SO4+ 2 NaOH — 2 NH3 + 2 H>O + NaSOq4 2.4.
IzdaltjuSos amonjaku no jauna uztver noteiktas molaritates skabe.
3 NH3 + H3BO3 — (NH4); BO3 2.5.

Skabes parpalikumu attitré ar standarta skabes Skidumu.
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Olbaltumvielu saturu % aprékina péc formulas:

(T-B)- N-14.007 -100

% Slapeklis = 2.6.
m
kur: N — skabes skiduma normalitate, 0,1;
B — 0,1 N HCI daudzums, ml, kas izlietots kontroles parauga titréSanai,
T - 0,1 N HCI daudzums, ml, kas izlietots parauga titréSanai,
m — parauga iesvars, mg.
% Olbaltumvielas = Slapekla saturs (%) x F 2.7.

F = olbaltumvielu koeficients = 6,25 zivim un zivju produktiem.

3. Fizikalie kvalitates raditaji
Kolagena iznakums
Kolagena iznakums aprékinats saskana ar publikacija (Faralizadeh et al., 2021) pieejamo formulu:

Iznakums (%) = W/Wy x 100, 2.8.

kur: W — liofiliz&ta kolaggna svars (g);
Wy — svaigu adu svars (g).

4. Mikrobiologiskie kvalitates raditaji

Paraugu sagatavoSana mikrobiologiskajai testeSanai veikta, pielietojot standarta metodi
LVS ISO 6887-2:2004 “Partikas un dzivnieku baribas mikrobiologija — testéSanas paraugu,
sakotngjas suspensijas un decimal$kidumu sagatavo$ana mikrobiologiskajam parbaudém — 2.
dala”.

Mikrobiologisko kvalitates raditaju noteik§anas shéma zivis un zivju produktos redzama
2.7. attela.

10g zivs vai zivju produkta + 90 ml fiziologiska skiduma 1:10

Homogenizg 6 min, 400 apgr min

Escherichia Coli Fakut..ltaﬁti]'i{aembn ",m Enterobacteriaceae
noteikEana ANAETODO MIKroorganismu noteikEana
37°C. 241 mﬂﬂ‘t:ivk'apsmm 30 °C.48 h anaerobi

noteikiana .
30°C.48h apstak

2.5. att. Mikrobiologisko kvalitates raditaju noteikSanas shéma zivis un zivju produktos

Mezofili aerobo un fakultativi anaerobo mikroorganismu (MAFAm) skaits noteikts
atbilstigi LVS EN ISO 4833:2003 standartam “Partikas un dzivnieku baribas mikrobiologija.
Mikroorganismu skaitiSanas horizontala metode pie +30 °C” un LVS EN ISO 4833-1:2014
standartam “Partikas k&€des mikrobiologija.
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Mikroorganismu skaitiSanas horizontala metode. 1. dala: Koloniju skaitiSana ar aplietas
platnes metodi pie +30 °C Temperatiras (ISO 4833-1:2013)”. Mikroorganismu kultivéSanai
izmantoja Scharlau firmas barotni Nutrient Agar (Ref. nr. 01-140-500) ar inkubacijas laiku 48 h
30 °C temperatiira.

Enterobacteriaceae dzimtas bakteriju skaits noteikts atbilstosi LVS ISO 21528-2:2004
standartam. Enterobacteriaceae dzimtas bakteriju skaits noteikts izmantojot Biolife firmas
selektivo VRBD barotni (Ref. Nr. 4014602), inkubgjot sagatavotos paraugus 48 h, 30 °C
temperatura.

Escherichia coli skaits noteikts atbilstos§i LVS ISO 7251:2005 standartam “Partikas un
dzivnieku baribas mikrobiologija. Horizontalais panémiens varbiit€§jas FEscherichia coli
konstat€sanai un skaitiSanai. Varbiitiga skaita metode.” Escherichia coli skaits noteikts izmantojot
Biolife firmas selektivo barotni ENDO (Ref. Nr. 4014602), inkub@jot paraugus 24 h 37 °C
temperatura.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Mencu adu Kimiska sastava un kvalitates raditaju izveértejums

Mencu adu kimiskais sastavs un ta salidzinajums ar literattira pieejamo informaciju ir dots
3.1. tabula.

3.1. tabula
Mencu adu kimiskais sastavs un ta salidzinajums ar literatura pieejamo informaciju
Raditajs Paraugs Publikacija dotie dati
(Jensen et al., 2013)
Mitruma saturs, % 67.0£1.50 80.9+1.0
Olbaltumvielu saturs, % 32.0+0.71 15.7+0.7
Mineralvielu saturs, % 0.80+0.09 1.3+£0.1

Ka redzams no 3.1. tabula dotajiem rezultatiem, tad eksperimentali tika noteikts, ka
analiz€tajos mencu adu paraugus mitruma saturs ir 67.0+1.50%. Savukart zinatniskaja literattira ir
noradits, ka mitruma saturs mencu adas ir 80.9+1.0%, kas vidgji ir 1.21 reizi vairak, neka
analizetajos paraugos. Olbaltumvielu saturs analiz€tajos paraugos ir 32.0+0.71%, turpretim
zinatniskaja publikaija noradits, ka olbaltumvielu saturs ir 15.7+0.7, kas vidgji ir 2.04 reizes mazak.
Petijumos lietotajas mencu adas mineralvielu saturs ir 0.80+0.09% un tas ir 1.63 reizes mazaks
neka zinatniskaja literatlira minétais daudzums, kas attiecigi ir 1.3+0.1%.

3.2. tabula

Mikrobiologiskie kvalitates raditaji

Raditajs Paraugs KVV rnL-1

Fakultativi aerobo un
anaerobo mikroorganismu (MAFAm)
Escherichia Coli -

7,56:10° KVV g!

Enterobacteriaceae -

Aplukojot 3.1. tabula sniegto informaciju redzams, ka fakultativi aerobo un anaerobo
mikroorganismu (MAFAm) skaits 7,56-10* KVV g!, kas atbilst un neparsniedz MK noteikumos
min&to maksimali pielaujamo normu — 1-10° KVV g1,

Analiz&jot mencu adu mikrobiologiskos kvalitates raditajus, paraugos netika konstatéta
Enterobacteriaceae un Escherichia Coli bakteriju klatbiitne. So mikroorganismu klatbiitne vai
neesamiba paraugos raksturo higi€nas prasibu iev@roSanu uzpémuma. Piesarnojums
Enterobacteriaceae un Escherichia Coli varétu rasties zivju parstrades uznémuma péc mencu adu
nonemsanas, vai ar1 eksperimentu sakumposma uzsakot adu apstradi, respektivi — to mazgasanas
un grieSanas laika.

3.2. Kolagena ieguve jeb ekstrakcija un taja veiktas modifikacijas

Turpinot analizét zinatniskaja literattira pieejamo informaciju par kolagéna ekstrakciju,

noskaidrojas, ka tiek piemérotas dazadas izmantoto Skidumu koncentracijas, ka arT tiek izmantoti

atSkirigi paraugu izturéSanas laiki. Pamatojoties uz iegiito informaciju tika nolemts veikt nelielas

modifikacijas 2.4. att€la dotaja kolagéna iegiiSanas tehnologiskaja shéma. Modifikacijas kolagéna

iegiSanas tehnologiskaja shéma veiktas atbilstosi Wahyuningsih (Wahyuningsih et al., 2018)
zinatniskajiem pétijjumiem.
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Analiz€jot un izvert€jot zinatniskajas publikacijas doto informaciju tika noskaidrotas
vairakas atSkiribas: 1) sagatavoto paraugu izturéSanas ilgums 0.1M NaOH skiduma; 2) C4HoOH
koncentracija un paraugu izturéSanas laiks; 3) NaCl Skiduma koncentracija.

Lidz ar to kolagéna ieglisanas tehnologisko shému nosaciti var sadalit vairakos etapos jeb
posmos. Lai parbauditu kolagéna iegiiSanas efektivitati, katrs no Siem posmiem tika eksperimentali
parbaudits.

1) Izturesana 0.1M NaOH Skiduma. Sarms hidroliz€ mencu adas esosas olbaltumvielas
(iznemot kolagénu), ka art lipidus, pigmentus un citus savienojumus. Ka ar1, apstradajot ar NaOH
zivs adas uzbriest, kas nodrosina sarma difiiziju dzili audu matrica. Kopuma izturé$anas ilgums
NaOH s$kiduma var bt no dazam dienam, lidz pat vairakam ned€lam un tas atkarigs no materiala
(adu) biezuma (Matinong et al., 2022). Pamatojoties uz zinatniskajas publikacijas iegtto
informaciju, mencu adu izturéSanas ilgumu palielindja no 6 stundam lidz 72 stundam. Ilgaks
izturgSanas laiks veicina labaku organisko savienojumu atdaliSanu, kas var apgriitinat kolagéna
iegtiSanas tehnologisko procesu.

2) Adu apstrade ar 10% CsH9OH (izobutilspirtu). Nakamais posms, péc izturésanas
NaOH $kiduma, ir apstrade ar izobutilspirtu. Sis apstrades posms ir nepieciesams, lai no adam
atdalitu lipidus un pigmentus (Sasmal & Begam, 2014).

3) CH3COOH (etikskabes) koncentracija un paraugu izturéSanas laiks. Zinatniskajas
publikacijas ir min€tas dazadas kolagéna ekstrakcijai pielietotas etikskabes koncentracijas un tas
mainas diapazona no 0.10M lidz 0.7M. Vairakos literatiiras avotos ir arT minéts, ka etikskabes
koncentracija nedrikst parsniegt 0.5M, jo lielaka molaritate var izraisit peptidu degradaciju,
tadgjadi samazinot kolagéna iznakumu un tiribu (Arumugam et al., 2018). Ar1 izturéSanas laiks
etikskabes Skiduma ir atsSkirigs, sakot no 24h 11dz pat 72h. Tadéel eksperimentu gaita tika sagatavoti
3 paraugi ar izturéSanas laiku — 24h, 48h, 72h. legitie rezultati, lautu noskaidrot ka paraugu
izturéSanas ilgums 0.5M CH3COOH $kiduma ietekmé kolagéna iznakumu.

4) Mencu adu filtracija izmantojot lavsana audumu un vati. Saja posma, lai iegiitu tiru
filtratu, kolagéns tiek atdalits no adam. Mencu adas papildus tiek izberztas caur sietu, lai
nodroSinatu pilnigu kolagéna atdaliSanu

5) Kolagéna izgulsnésana izmantojot NaCl. Sakotngji kolagéna izgulsnésanai tika
izmantots 0.8M NaCl Skidums (Kiew & Mashitah, 2013). Tomér eksperimentali tika noskaidrots,
ka, pielietojot NaCl §kidumu, nav iespgjams iegiit nozimigu kolagéna daudzumu. Sadi rezultati
varétu biit skaidrojami ar to, ka lai veiktu kolagéna izgulsnéSanu ir nepiecieSams sasniegt to
izoelektrisko punktu. Nemot véra to, ka §1 kolagéna izgulsnéSanas metode ir neefektiva, ka ar1
zinatniskaja literatlira pieejamo informaciju, turpmak tiek lietota partikas varama sals koncentréta
veida.

6) Kolagena dialize. Izgulsnétais kolagéns satur augstu sals koncentraciju, kuru ir
iesp&jams samazinat veicot iegtita kolagéna dializi. Vispirms izgulsnéto kolagénu izskidina 0.5M
CH3COOH s$kiduma attieciba 1:30. Talak skidumu ielej dializes kolonna un veic dializes procesu
attieciba pret skabu Skidumu vai destilétu Gideni. Dializes laika regulari nomaina destiléta tidens
Skidumu un nodroS$ina patstavigu $kiduma maisiSanu. Tas nepiecieSams, lai tiktu paatrinats NaCl
jonu migracijas atrums. Sis posms sastada gandriz 50% no kop&ja laika, kas nepiecie$ams visam
kolagéna ekstrakcijas procesam (Matinong et al., 2022).
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7) Kolagéna kaltésana. Pec kolagéna dializes procesa, tiek veikta kaltéSana, pielietojot
sublimacijas jeb liofilizacijas tipa kalti. 3.1. att€la ir skatams liofiliz€ts mencu adu kolagéns.

3.1. att. Liofilizéts mencu adu kolagéns

(autora foto)

3.3. tabula
Partikas nekaitiguma krit@riji’
Paraugu L

Mikroorganismi/to | nemSanas |Robezvertibas Analitiskas Posms uz

arti toksini, metaboliti plans atsauces kuru attiecas
Partikas ’ n c metode kriterijs
kategorija m M

Zelatins un Salmonella 5 0 NE/ISO6579 Produkti, kas

— Nav 25¢g NP

kolagéns laisti tirgii

Liofilizetais kolageéns tiek novertéts organoleptiski. Kolagéna krasa ir balta, bez izteiktas
smarzas un gar$as TpaSibam. Struktiira ir miksta, bet m&ginot sadalit paraugu, tas ir stingrs.

2 Partikas produktu mikrobiologiskie kritgriji [tieSsaiste] (skatits 12.04.2024.). Pieejams: https://eur-

lex.europa.eu/legal-content/LV/TXT/?uri=celex%3A32005R2073
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1. Apstrade ar 0.1M NaOH
Raksturojosie parametri: izturéSanas laiks - 72h, izturéSanas temperatiira - 4 °C

Nepieciesamiba.: ada esosa kolagéna atdaliSana no parg&jam olbaltumvielam

2. Adu mazgasana ar destilétu adeni

Raksturojosie parametri: 11dz neitrals vai bazisks vides reakcijai

3. Apstrade ar 10% butilspirtu ~

Raksturojosie parametri: parauga un §kiduma attieciba 1:20,izturéSanas laiks - 24h,
izturéSanas temperatira - 4 °C

Nepieciesamiba: ada esos$o tauku un pigmentu atdaliSanai /T

4. Adu mazgasana ar aukstu destiletu adeni

RaksturojoSie parametri: 1idz neitrals vai bazisks vides reakcijai

5. Apstrade ar 0.5M etikskabi J
RaksturojoSie parametri: parauga un Skiduma attieciba 1:30,

izturéSanas laiks 24h, 48h, 72h, izturéSanas temperattra - 4 °C ’t‘

6. Paraugu filtracija

Raksturojosie parametri: filtracija caur lavsana audumu un vati

Nepieciesamiba: pilniga kolagena atdaliSana no adam ).

7. Apstrade ar smalko varamo sali

Nepieciesamiba: kolagéna izgulsnesana

L 8. Izgulsnéta kolagena apstrade ar 0.5M etikskabi J
Raksturojosie parametri: nogulsném pievieno 30 ml 0.5M etikskabi

------

9. Dialize

Raksturojosie parametri:ieprieks sagatavota dializes kolonna, dializes ilgums 6h

Nepieciesamiba: sals jonu aizvadi$ana no Skiduma )

N _
|
[ 10. Liofilizacija N
Raksturojosie parametri: kopgjais ilgums - 27h
Nepieciesamiba. produkta izkalt€Sana )

3.2. att. Modificéta kolagéna iegiiSanas jeb ekstrakcijas tehnologiska shéma
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3.3. Kolageéna kvalitates izvertejums

3.3.1. Izgulsnéta kolagéna daudzums
Kolagéna ekstrakcijas jeb iegtiSanas posmi tiek veikti 4 °C temperatira. Ka minéts

zinatniskaja literatiira, tad ir vairaki parametri, kas var ietekmét iegiita kolagéna iznakumu
(Prajaputra et al., 2024). Ka tika atziméts ieprieks, tad iegiita kolagéna iznakumu ietekméja 3
galvenie faktori:

e izturgSanas ilgums 0.5M etikskabes §kiduma;

e pievienotais sals koncentracijas daudzums;

e filtracijas metodes efektivitate.

:

Kolagéna iznakums, %

&
=
o
v
———
o

24 48 72

IzturéSanas laiks, stundas
Paraugs

3.3. att Kolagéna iznakums atkariba no izturéSanas laika

Ka redzams 3.3. attéla, tad iegiita kolagéna iznakums péc 24 stundu izturéSanas etikskabé
4.0%. Lielakais kolagéna iznakums 8.8% tiek iegilits mencu adu paraugus izturot etikskabes
Skiduma 48 stundas un tas ir 2.2 reizes vairak neka péc 24 stundu izturéSanas. Savukart, pagarinot
paraugu izturéSanas laiku etikskabes Skiduma lidz 72 stundam, iegtita kolagéna iznakums atkal
samazinas un sasniedz 5.4%, kas ir 1,63 reizes mazak neka péc 48 stundu izturéSanas.

Lidz ar to var apgalvot, ka optimalais paraugu izturéSanas laiks etikskabes skiduma ir 48
stundas un tas atbilst arT zinatniskaja literatiira minétajam zivju adu izturéSanas laikam.

3.3.2. Kolagena viskozitate un denaturacijas temperatiira

[zmainot kolagéna Skiduma pH skaitlisko vértibu mainas ari paraugu viskozitate. No
3.4. attela dotas informacijas redzams, ka augstaka viskozitate ir Skidumam, kura pH skaitliska
vertiba ir 3.0, savukart viszemaka — pie pH vértibas 10,0.

Viskozitate ir Skidruma 1pasiba, kas nosaka ta parvietoSanai nepiecieSamo spéka daudzumu.
Jo augstaka viskozitate, jo lielaks speks ir nepieciesams $kidruma parvietosanai. Skidruma
viskozitati ietekmé arT ta temperatiira. Attiecigi siltaka Skidruma viskozitate ir zemaka. Savukart jo
aukstaks Skidrums, jo augstaka ta viskozitate. So sakaribu uzskatami pierada ari veiktie
eksperimenti un, paaugstinoties Skiduma temperatiirai, viskozitate samazinas.
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Interesants ir arf tas fakts, ka Skidumam pie pH 10.0, ir noteikta viszemaka viskozitate, kas
praktiski nemainas paaugstinot temperatiiru no 10 lidz 40 °C.

Viskozitate, n,[mPa-s]

6

5

10

15 20 25 30
Temperatiira T, °C

OpH7 epH5 epH3 epH 10

3.4.att. Kolageéna denaturacijas temperatiira

35

40

Saskana ar zinatniskaja literatira minéto informaciju zivju kolagénam ir zemaka
denaturacijas temperatiira, neka no sauszemes dzivniekiem iegitam kolagénam (Jafari et al., 2020).
Saskana ar eksperimentos iegiitajiem rezultatiem, kolagé€na denaturacija notiek 22 °C temperatiira

(skat. 3.4. att).
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4. SECINAJUMI UN PRIEKSLIKUMI

. Zivsaimniecibas blakusproduktu izmantoSanai ir potencials kolagéna ieguve.

. Zivju blakusproduktu kolagéna izmantosana kliist ar vien popularaka, tadgjadi samazinot
sauzemes dzivnieku kolagena lietoSanu.

Iegiistot kolagénu no idens mugurkaulniekiem, tiek samazinats atkritumu daudzums, ka ar1
vides piesarnojums.

Pielagojot kolagena ekstrakcijas metodi tiek iegiits kolagéns ar tam raksturigajam tpaSibam.
Etikskabes koncentracija un izturéSanas ilgums ietekmé ieguta kolagéna iznakumu.

Priekslikumi:
e nepieciesams optimiz€t kolagéna izsaliSanas metodi.
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