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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania bioaktywnego preparatu zawierajgcego
glikozaminoglikany i zelatyne z tkanki chrzestnej drobiu.

Wynalazek moze znalez¢ zastosowanie do wytwarzania sktadnikéw suplementéw diety, wspo-
magajacych funkcjonowanie uktadu kostno-stawowego ludzi i zwierzat.

Glikozaminoglikany (GAG) sg to liniowe, nierozgatezione heteropolisacharydy, zbudowane
z powtarzajgcych sie disacharydowych jednostek (heksozaminy i kwasu heksuronowego lub galaktozy)
[Nadkarni V.D., Toida T., Van Gorp C.L, Schubert R.L., Weiler J.M., Hansen K.P., Caldwell E.E.O.,
Linhardt R.J. 1996. Preparation and biological activity of N-sulfonated chondroitin and dermatan sulfa-
te derivatives. Carbohydrate Research 290, 87-96.]. GAG dzielg sie na nastepujgce grupy: hepary-
nowe (siarczany heparanu, heparyna), keratynowe (siarczany keratanu), chondroityno-dermatanowe
(siarczany dermatanu, chondroityno-4-siarczany, chondroityno-6-siarczany, chondroityna), kwas hialu-
ronowy [Sadowska M., tagocka J. 1997. Mukopolisacharydy — wtasciwosci fizykochemiczne, izolacja
i wykorzystanie. Zywno$¢. Technologia. Jako$¢ 2, 23-39.].

Siarczany chondroityny (CS), obok kolagenu typu Il, sg waznym skfadnikiem strukturalnym
tkanki chrzestnej. CS nalezg do grupy glikozaminoglikanéw, ktére znajdujg sie na powierzchni chon-
drocytéw i w macierzy zewnagtrzkomorkowej chrzastki [Wang L., Shen S., Lu S. 2003. Synthesis and
characterization of chondroitin sulfate-methacrylate Hydrogels. Carbohydrate Polymers, 52, 389-396].
Gilkozaminoglikany w pofgczeniu z rdzeniem biatkowym tworzg proteoglikany (PG). Najwazniejszym
PG chrzastki jest agrekan (zbudowany z fancuchéw siarczanu chondroityny oraz siarczanu keratanu).
GAG stosuje sie gtdwnie w przemysle spozywczym i farmaceutycznym, do produkcji réznego rodzaju
suplementéw diety, w postaci preparatéw z hydrolizatami enzymatycznymi kolagenu lub w formie
oczyszczonej. W kosmetologii GAG stosuje sie m.in. jako $rodek aktywujacy procesy fizjologiczne
i regulacyjne komorek skory oraz do rekonstrukcji tkanki tacznej (Lauder R.M. 2009. Chondroitin sulfa-
te: A complex molecule with potential impacts on a wide range of biological systems. Complementary
Therapies in Medicine 17, 56-62).

W wielu badaniach klinicznych wykazano efekt terapeutyczny CS podawanych doustnie pacjen-
tom z zapaleniem kosci. Obserwowano miedzy innymi poprawe funkcjonowania stawdw oraz zmniej-
szenie bélu (Wang L., Shen S., Lu S. 2003. Synthesis and characterization of chondroitin sulfate-
-methacrylate hydrogels. Carbohydrate Polymers, 52, 389-396). W wielu preparatach wptywajgcych
na stan stawow i kosci, stosuje sie ekstrakty lub hydrolizaty zawierajgce zaréwno GAG oraz pochodne
kolagenu I, w tym rowniez zelatyne, tj. oba gtéwne sktadniki bioaktywne uzyskane z chrzgstek zwierzat.

Chrzgstka drobiowa nalezy do surowcéw odpadowych, bogatych w tkanke tgczng. Charaktery-
zuje sie niskg zawartoscig zwigzkéw mineralnych, tj. 0,9%, tj. zasadniczo mniej niz w chrzastkach ryb,
gadow oraz ssakow wykorzystywanych do produkcji preparatéw GAG i zelatyny kolagenu typu 1.

Kolagen typu Il rozni sie zasadniczo, w tym strukturalnie, od innych rodzajéw kolagenu
(typ 1i Ill) dominujacych w skérze czy kosciach, w zakresie wiasciwosci oraz funkcji petnionych w tych
tkankach. Kolagen typu Il jest biatkiem bardzo trudno rozpuszczalnym ze wzgledu na tworzenie nieroz-
puszczalnych zwigzkéw kompleksowych, na skutek oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy dodatnio
natadowang jego czastkg a kwasnymi proteoglikanami, bedgcymi nosnikami tadunku ujemnego.

Znana jest metoda izolacji glikozaminoglikanéw wg Garnjanagoonchorn i in. (Determination
of chondroitin sulfate from different sources of cartilage. Chemical Engineering and Processing 2007,
46, 465-471). Metoda ta obejmuje izolacje enzymatyczno-termiczng GAG z chrzgstki rekina,
przy uzyciu stosunkowo duzej ilosci enzymu papainy, tj. 4 mg/g surowca.

Znana jest rowniez metoda ekstrakcji glikozaminoglikanéw przy uzyciu 3 M chlorowodorku gua-
nidyny i 3 M chlorku magnezu wg Luo i in. (Chicken keel cartilage as a source of chondroitin sulfate.
Poultry Science, 2002, 1086-1089). Zaproponowana metoda pozwala na uzyskanie GAG wysokiej
czystosci, lecz w przypadku stosowania produktu jako srodka spozywczego, wymagane jest catkowi-
cie usuniecie soli z preparatéw, co negatywnie wptywa na wydajnosé procesu i powoduje wzrost kosz-
téw produkcji.

Znane jest rozwigzanie wedtug patentu nr US 4,350,682, w ktérym ujawniono sposob wytwa-
rzania produktu aktywnego z chrzgstki, przez ogrzewanie mieszaniny surowej tkanki ssakow, ryb lub
gadoéw w wodzie pod cisnieniem, w celu wytworzenia wodnego ekstraktu chrzgstki, usuwajgc zawie-
szone czastki z ekstraktu i zatezajagc ekstrakt pod zmniejszonym cisnieniem.
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W Swietle powyzszego nalezy poszukiwaé metod uproszczonych w stosunku do procedur cyto-
wanych wyzej, jak réwniez eliminujgcych zastosowanie w procesie technologicznym substancji niedo-
puszczonych do stosowania w przemysle spozywczym.

Dzieki temu, ze chrzgstka drobiowa zawiera niski poziom niepozgdanych soli mineralnych, moz-
liwe jest otrzymywanie z niej bioaktywnych substancji, ktére bez dodatkowego oczyszczania, mogg
by¢ wykorzystane do produkcji preparatow wspomagajacych funkcjonowanie ukfadu kostno-
-stawowego ludzi i zwierzat.

Istotg wynalazku jest to, ze surowa, oczyszczong i rozdrobniong tkanke chrzgstki drobiowej,
poddaje sie ekstrakcji w wodzie o temperaturze od 60°C do 90°C, w czasie od 4 do 48 godzin, przy
stosunku wagowym chrzastki do wody w zakresie od 1:4 do 1:10. Prowadzi to do uwolnienia do roz-
tworu zelatyny powstatej w wyniku denaturacji kolagenu typu Il oraz glikozaminoglikanéw. Otrzymuje
sie ekstrakt, z ktérego oddziela sie nierozpuszczong tkanke fgczng, natomiast pozostatos¢ utrwala sie
do formy preparatu, dowolng metoda.

Korzystnie jest, gdy chrzgstke drobiowg rozdrabnia sie do wielkosci czastek nie wiekszych niz 4 mm.

Korzystnie rowniez jest, gdy ekstrakcje prowadzi sie przy zastosowaniu wody destylowane;.

Korzystnie takze jest, gdy ekstrakcje prowadzi sie przy stosunku wagowym chrzgstki drobiowej
do wody 1:8.

Korzystnie rowniez jest, gdy oczyszczony ekstrakt utrwala sie metodg liofilizaciji.

Zaletg wynalazku jest to, ze pozwala na jednoczesne otrzymywanie glikozaminoglikanow i zela-
tyny kolagenu typu Il, w sposob prosty i tani, bez uzycia substancji niedozwolonych w przemysle spo-
zywczym. Dodatkowg zaletg metody jest wykorzystanie surowca bedacego produktem odpadowym
przemystu drobiarskiego, jakim jest chrzastka kostna. Surowiec ten zawiera niski poziom soli mineral-
nych, dzieki czemu nie ma koniecznosci usuwania ich na etapie procesu.

Sposoéb réownolegtego uzyskania kolagenu typu Il w formie zelatyny oraz GAG przedstawiono
w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1: Chrzgstke grzebienia mostka kurczat oczyszcza sie mechanicznie z biatek
miesniowych. Surowiec rozdrabnia sie na mtynie o Srednicy oczek 4 mm.

Do probdwki odwaza sie 1,0 g oczyszczonej i rozdrobnionej chrzastki grzebienia mostka kur-
czat i dodaje wody destylowanej w stosunku wagowym 1:8 (w/w). Jednoczesng ekstrakcje glikozami-
noglikanéw i kolagenu typu Il w formie Zelatyny prowadzi sie w tazni wodnej o temperaturze 80°C
przez 48 godzin. Po zakohczonej ekstrakcji, hydrolizaty wiruje sie (23 000 x g, 20 min)
w celu usuniecia pozostatosci nierozpuszczonej tkanki tgcznej. Supernatanty zawierajgce glikozami-
noglikany (siarczan chondroityny, siarczan keratanu) i zelatyny poddaje sie liofilizacji. Ogdélng ilo$¢
wyizolowanych glikozaminoglikanéw wyraza sie jako procentowy odzysk siarczandéw chondroityny
z surowca. Natomiast ogdlng ilos¢ wyizolowanego kolagenu (zelatyny) wyznacza sie na podstawie
hydroksyproliny, z uwzglednieniem odpowiedniego wspétczynnika.

Po ekstrakcji w czasie 48 godzin w temperaturze 80°C, odzysk GAG wyniost 98%, natomiast
zelatyny 66%.

Przyktad 2: Chrzgstke grzebienia mostka kurczat oczyszcza sie mechanicznie z biatek
miesniowych. Surowiec rozdrabnia sie na miynie o Srednicy oczek 4 mm.

Do kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm?® odwaza sie 10,0 g oczyszczonej i rozdrobnionej
chrzgstki grzebienia mostka kurczat i dodaje wody destylowanej w stosunku wagowym 1:8 (w/w). Eks-
trakcje prowadzi sie w tazni wodnej o temperaturze 90°C przez 32 godziny. Dalej postepuje sie jak
w przyktadzie 1.

Po ekstrakcji w czasie 32 godzin w temperaturze 90°C, odzysk GAG wyni6st 83%, natomiast
zelatyny 100%.

Przyktad 3. Chrzgstke grzebienia mostka kurczat oczyszcza sie mechanicznie z biatek
miesniowych. Surowiec rozdrabnia sie na miynie o Srednicy oczek 4 mm.

Do kolby stozkowej o pojemnosci 100 cm® odwaza sie 4,0 g oczyszczonej irozdrobnionej
chrzgstki grzebienia mostka kurczat i dodaje wody destylowanej w stosunku wagowym 1:8 (w/w).
Izolacje sktadnikéw tkanki chrzestnej (glikozaminoglikandéw i kolagenu) prowadzi sie w tazni wodnej
temperaturze 60°C przez 16 godzin. Dalej postepuje sie jak w przyktadzie 1.

Po ekstrakcji w czasie 32 godzin w temperaturze 60°C, odzysk GAG wynidst 55%, natomiast
zelatyny 10%.

Przyktad 4. Oczyszczong chrzastke grzebienia mostka kurczat rozdrabnia sie na mitynie
o $rednicy oczek 4 mm.
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Do kolby stozkowej o pojemnosci 500 cm? odwaza sie 150,0 g materiatu badawczego i dodaje
wody wodociggowej w stosunku wagowym 1:4 (w/w). Roéwnolegtg ekstrakcje GAG i kolagenu
(w formie zelatyny) prowadzi sie w fazni wodnej o temperaturze 70°C przez 16 godzin. Dalej postepuje
sie jak w przyktadzie 1.

Po ekstrakgciji, odzysk GAG wyniost 65%, natomiast zelatyny 22%.

Przyktad 5. Chrzgstke drobiowg oczyszcza sie mechanicznie z biatek miesniowych, na-
stepnie rozdrabnia na miynie o Srednicy oczek w siatce 4 mm.

Do probéwki o pojemnosci 20 cm?3 odwaza sie 0,5 g chrzgstki kurczgt dodaje wody deminerali-
zowanej w stosunku wagowym 1:10 (w/w).

Izolacje prowadzi sie w tazni wodnej o temperaturze 90°C przez 4 godziny. Dalej postepuje sie
jak w przykfadzie 1.

Po ekstrakcji odzysk GAG wyniost 55%, natomiast zelatyny 35%.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb otrzymywania bioaktywnego preparatu zawierajgcego glikozaminoglikany oraz zela-
tyne, znamienny tym, ze surowg, oczyszczong i rozdrobniong tkanke chrzastki drobiowej,
poddaje sie ekstrakcji w wodzie o temperaturze od 60°C do 90°C, w czasie od 4 do 48 godzin,
przy stosunku wagowym chrzgstki do wody w zakresie od 1:4 do 1:10, w wyniku czego
otrzymuje sie ekstrakt zawierajgcy glikozaminoglikany i zelatyne kolagenu typu Il, przy czym
z ekstraktu oddziela sie nierozpuszczong tkanke fgczng, natomiast pozostatosé utrwala sie
do formy preparatu, dowolng metoda.

2. Sposoéb wedlug, zastrz. 1, znamienny tym, chrzgstke drobiowa rozdrabnia sie do wielkosci
czgstek nie wiekszych niz 4 mm.

3. Sposéb wedtug, zastrz. 1, znamienny tym, ze ekstrakcje prowadzi sie przy zastosowaniu
wody destylowane;j.

4. Sposob wedtug, zastrz. 1, znamienny tym, Zze ekstrakcje prowadzi sie przy stosunku wago-
wym chrzgstki drobiowej do wody 1:8.

5. Sposéb wedtug, zastrz. 1, znamienny tym, ze oczyszczony ekstrakt utrwala sie metodg liofi-
lizacji.
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