Sposoéb ekstrakcji bioaktywnych sktadnikdw tkanki chrzgstnej, zwtaszcza
drobiowej

Przedmiotem wynalazku jest sposéb ekstrakcji bioaktywnych
sktadnikéw tkanki chrzestnej.

Tkanka chrzestna zbudowana jest z biatek kolagenowych,
proteoglikanéw oraz elementéw peptydowych wiagzacych polimery
weglowodanéw w struktury wyZszego rzedu. Widkna kolagenowe w
chrzgstce sg tworzone przez tzw. heteropolimery [1:IX:XI (Eyre D. 2002.
Coliagen of articular cartilage. Arthritis Research, 4: 30 — 35), ktére oprécz
kolagenu typu Il zawierajg takze typ IX i XI (Temenoff J.S., Mikos A.G.
2000. Review: tissue engineering for regeneration of articular cartilage.
Biomaterials, 21, 431 — 440). W chrzastce miodych ptakéw proporcje
poszczegéinych biatek kolagenowych sg nastepujgce: typ Il stanowi ok.
80%, natomiast IX i XI po ok. 10%. W chrzastce dorostego ptaka udziat
kolagenu typu Il zwieksza sige do poziomu 2 90%, z kolei typ IX stanowi ok.
1% a Xl ok. 3% [Eyre D. 2002. Collagen of articular cartilage. Arthritis
Research, 4: 30 — 35].

Gtéwnym skiadnikiem proteoglikanéw sg polisacharydy (95%)
okres$lane wspdinym mianem glikozaminoglikanéw (GAG). Podstawowa
jednostkg polimeréw sa czasteczki disacharydowe skladajgce sie z
jednego aminocukru i jednej czgsteczki heksozy. W chrzastce znajduja sig
nastepujagce GAG: kwas hialuronowy (HA), siarczan chondroityny (CS),
siarczan keratanu (KS), siarczan dermatanu (DS) i siarczan heparanu
(HS) (Gandhi N. S., Mancera R. L. 2008. The structure of



glycosaminoglycans and their interactions with proteins. Chemical Biology
and Drug Design, 72: 455 — 482). W zaleznos$ci od rodzaju aminocukru
GAG dzieli sie na galaktozaminoglikany (siarczan chondroityny i siarczan
dermatanu) lub glukozaminoglikany (heparyny i siarczany heparanu,
zawierajace glukozaming). W proteoglikanach wystepuja dwa typy
glikozaminoglikandw — siarczan chondroityny i siarczan keratanu (Mikami
T., Kitagawa H. 2013. Biosynthesis and function of chondroitin sulfate.
Biochimica et Biophysica Acta, 1830: 4718 — 4733). Proteoglikany, ktére
ulegajg agregacji przytaczane sg do kwasu hialuronowego (HA). Duzy
kompleks powstaje w momencie jednoczesnego przytaczania sie wielu
monomeréw PG do pojedynczej nici HA. Przyktadami agregatow PG i HA
sg agrekan iwersikan (Culav E. M., Clark C. H., Merrilees M. J. 1999.
Connective tissues: matrix composition and its relevance to physical
therapy. Physical Therapy, 79: 308 - 319). W strukturze agrekanu
dominuje siarczan chondroityny tworzac wielkie czgsteczki o0 masie ok. 1 -
3 x 10® Da (Muir H. 1978. Proteoglycans of cartilage. Journal of Clinical
Pathology, 31: 67 - 81).

Sposrdéd preparatow  wytwarzanych ze sktadnikow chrzastki,
najbardziej rozpowszechnione sa produkty, ktére zawierajg siarczan
chondroityny. CS stosuje sie¢ gtébwne jako suplement diety oraz produkt
biomedyczny (m.in. w postaci kapsutek lub tabletek, kropli do oczu) lub
biomateriat do odtwarzania tkanek. Jest on takze dodatkiem do zywnosci i
napojéw oraz sktadnikiem kosmetykéw (Vazquez J. A., Rodriguez -
Amado |., Montemayor M. |., Fraguas J., del Pilar Gonzélez M., Murado M.
A. 2013. Chondroitin sulfate, hyaluronic acid and chitin/chitosan
production using marine waste sources: characteristics, applications and
eco-friendly processes: a review. Marine Drugs, 11: 747 — 774). Kolagen
ze wzgledu na swoje wilasciwosci biologiczne i funkcjonalne, doskonaig
biokompatybilno§¢ i  biodegradowalno$é¢, jak réwniez  niska
immunogenno$¢ jest szeroko stosowany w przemysSle spoZywczym,
farmaceutycznym, kosmetycznym i medycynie do produkcji materiatow



biomedycznych (Lin Y. C., Tan F., Marra K. G., Jan S. S, Liu D. C. 2009.
Synthesis and characterization of collagen/hyaluronan/chitosan composite
sponges for potential biomedical applications. Acta Biomaterialia, 5: 2591
- 2600; Parenteau-Bareil R., Gauvin R., Berthod F. 2010. Collagen-based
biomaterials for tissue engineering applications. Materials, 3: 1863 - 1887,
Veeruraj A., Arumugam M., Balasubramanian T. 2013. Isolation and
characterization of thermostable collagen from the marine eel-fish
(Evenchelys macrura). Process Biochemistry, 48: 1592 — 1602; Veeruraj
A., Arumugam M., Ajithkumar T., Balasubramanian T. 2015. Isolation and
characterization of collagen from the outer skin of squid (Doryteuthis
singhalensis). Food Hydrocolloids, 43: 708 — 716].

Z opisu wynalazku P.406889 znana jest metoda wykorzystujaca
obrébke termiczng powyzej temperatury denaturacji kolagenu typu [
prowadzacej do powstania Zelatyny i do przeprowadzenia hydrolizy
chrzastki.

Z opisu patentowego CN 103804518 A znana jest metoda rozktadu
enzymatycznego w temperaturze powyzej typowej temperatury pokojowej,
ale ponizej temperatury denaturacji kolagenu, tgczgca obrdbke alkaliczng
Z dziataniem enzymow trzustkowych (trypsyny).

Z opisu wynalazku CN102321193A1 znana jest rowniez metoda
faczona ekstrakcji chrzastki, polegajgca na jednoczesnym zastosowaniu
mikrofal z ultradzwickami.

W opisie wynalazku CN101696246A podano metode pozyskania
siarczanu chondroityny z chrzastki przy uzyciu enzymu pankreatyny w
$rodowisku alkalicznym pH 8-9, prowadzone w 45°C (tj. w temperaturze
ponizej denaturacji kolagenu) i wspomagane dziataniem ultradzwigkoéw
przez 4 — 5 godzin.

Wszystkie te metody przyspieszajg proces ekstrakcji skfadnikow z
chrzastki ale nie sg wykonywane jednocze$nie, co powoduje, ze nadal sg
dtugotrwate, kosztowne i mato efektywne.



Nieoczekiwanie okazato sie, Zze zastosowanie ultradzwigekow
powodujacych réwnoczesnie ogrzewanie tkanki chrzestnej powyzej
temperatury denaturacji kolagenu, potgczone z dziataniem enzymu
papainy, pozwala na réwnolegta ekstrakcje bioaktywnych sktadnikow, tj.
zelatyny, bedacej produktem denaturacji kolagenu typu |l i
glikozaminoglikanéw.

Istota wynalazku jest ekstrakcja sktadnikow bioaktywnych
glikozaminoglikandw i zelatyny z tkanki chrzestnej, zwlaszcza drobiu, w
wyniku zastosowania metody enzymatyczno-termicznej prowadzonej w
roztworach wodnych, korzystnie buforowanych, w temperaturze od 50°C
do 70°C. Do roztworu na dowolnym etapie dodaje sie enzymu papainy w
ilo$ci powyzej 0,01 mg/g surowca, przy stosunku wagowym rozdrobnionej
chrzastki do roztworu w zakresie od 1:2 do 1:10. Calo$¢ poddaje sie
dziataniu ultradzwiekéw, ktore jednoczesnie sa Zrédtem ciepta
dostarczanego do roztworu. Nastepuje podgrzewanie uktadu do
odpowiedniej temperatury przy uzyciu ultradzwiekéw, zintegrowane z
jednoczesnym destrukcyjnym ich dziataniem na strukture tkanki potgczone
Z dziataniem enzymu papainy w temperaturach bliskich optimum. Po
zakonczeniu ekstrakcji skladnikéw bioaktywnych oddziela sie tkanke
taczna, natomiast preparat utrwala sie dowolng metoda termiczna.

Korzystnie jest, gdy ekstrakcje prowadzi sig¢ przy zastosowaniu
buforu fosforanowego.

Korzystnie takze jest, gdy proces prowadzi sie¢ z uzyciem chrzgstki
rozdrobnionej do wielkosci nie wiecej niz 4 mm.

Korzystnie takze jest, gdy proces prowadzi si¢ w temperaturze
65°C.

Korzystnie rowniez jest, gdy proces prowadzi si¢ przez czas co

najmniej 20 min.



Korzystnie jest, gdy do utrwalenia wyekstrahowanych
glikozaminoglikanéw i Zzelatyny stosuje sie liofilizacje.

Korzystnie takze jest, gdy do utrwalenia wyekstrahowanych
glikozaminoglikandw i zelatyny stosuje sie suszenie rozpytowe.

Zaleta wynalazku jest to, Zze jest to prosta i szybka metoda
rownolegtej ekstrakcji bioaktywnych sktadnikdbw tkanki chrzestnej tj.
zelatyny i glikozaminoglikanéw 2z chrzastki z wykorzystaniem
ultradzwiekow, powodujgcych réwnoczesnie ogrzewanie materiatu,
polaczone z dziataniem enzymu papainy, umozliwiajagca prowadzenie

procesu ciggtego.

Spos6b ekstrakcji bioaktywnych sktadnikéw tkanki chrzestnej z uzyciem
skojarzonego dziatania ultradzwigkéw i enzymu papainy przedstawiono w
ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1.

Oczyszczona z biatek miesniowych chrzastke grzebienia mostka
kurczat rozdrabnia sie przy uzyciu mtyna o $rednicy oczek siatki 2,00 mm.
Do szklanej zlewki o pojemnosci 100 cm® odwaza sie 500 g
rozdrobnionego surowca, dodaje sie enzym papaine w ilosci 1 mg/g
surowca oraz roztwor buforu fosforanowego o pH 7,0 w stosunku
wagowym do surowca jak 1:8 (w/w). Ekstrakcje prowadzi si¢ w naczyniu z
wodg wyposazonym w generator ultradZzwigkdéw, czestotliwosc
ultradzwiekéw wynosi 37 kHz a moc generatora 150 W. Proces ekstrakcji
trwa przez 60 min w temperaturze 60°C, temperatura jest utrzymywana
dzieki dziataniu ultradzwiekow. W celu utrzymywania maitych wahan
temperatury stosuje sie wezownice z termostatem. Po zakornczonym
procesie, w celu inaktywaciji enzymu, uzyskane hydrolizaty podgrzewa sie
do temperatury 100°C i przetrzymuje sie je w tych warunkach przez 5 min.
Aby usuna¢ pozostatosci tkanki tacznej po zakoriczonej ekstrakcii
hydrolizaty wiruje sie przy 23 000 x g, w ciagu 15 min. Nastgpnie roztwory



zawierajagce  glikozaminoglikany (kwas  hialuronowy, siarczan-4-
chondroityny, siarczan-6-chondroityny, siarczan keratanu) oraz zelatyne
poddaje sie liofilizacji.

Wydajnosé procesu ekstrakcji okresla sie jako procentowy odzysk
glikozaminoglikanéw (kwasu uronowego i siarczanu chondroityny) oraz
Zelatyny z surowca tj. chrzastki W tym przypadku odzysk kwasu
uronowego wyniést 95%, siarczanéw chondroityny 84%, a zelatyny 98%.

Przyktad 2.

Ekstrakcje prowadzi si¢ w jak w przykiadzie 1. przy czym do
szklanej kolby stozkowej o pojemnosci 500 cm® odwaza sie 30,0 g
oczyszczonej i rozdrobnionej do wieilkosci czastek nie wiekszych niz 4
mm, chrzastki grzebienia mostka kurczat. Dodaje si@ enzym papaine w
ilosci 0,1 mg/g surowca w buforze fosforanowym o pH 7,0 (w stosunku
wagowym 1:8 (wiw)). W temperaturze 70°C, przez 40 minut. Hydrolizaty
poddaje sie wirowaniu (23000 x g, 15 min). Roztwory zawierajgce
glikozaminoglikany i zelatyne sa liofilizowane. Wydajno$¢é procesu
ekstrakcji okresla sie jak w przykfadzie 1.

Z chrzastki grzebienia mostka kurczat wyizolowano 79%
glikozaminoglikanéw zawartych w surowcu oraz 88% zelatyny.

Przykiad 3.

Ekstrakcje sktadnikéw bioaktywnych z chrzastki drobiowej prowadzi
sie jak w przyktadzie 1, przy czym do szklanej zlewki o pojemnosci 250
cm® odwaza sie 4,0 g oczyszczonej i rozdrobnionej chrzastki grzebienia
mostka kurczat i dodaje enzym papaine w ilosci 0,55 mg/g surowca oraz
roztwér buforu fosforanowego (pH 7,0; w stosunku wagowym 1:6 (wiw)).
Ekstrakcje prowadzi sie w temperaturze 50°C, przez 40 minut. Po
zakonczonym procesie w celu oczyszczenia roztworéw Z pozostatosci



tkanki uzyskane hydrolizaty wiruje sie przez 15 min (23 000 x g). Roztwory
zawierajgce glikozaminoglikany i zZelatyne poddaje sie suszeniu
rozpylowemu. Stopien ekstrakcji sktadnikow z tkanki chrzestnej okresla sie
jako procentowy odzysk Zzelatyny (na podstawie hydroksyproliny i
wspélczynnika danego dla okreslonego surowca) oraz siarczanowanych.
glikozaminoglikanow.

Po 40 minutowe] ekstrakcji termicznej w temperaturze 50°C
potaczonej z ultradZzwiekami z dodatkiem enzymu na poziomie 0,55 mg/g
wyizolowano 87% siarczandw chondroityny zawartych w surowcu, 84%
kwasu uronowego oraz 75% zelatyny.

Przyktad 4.

Postepuje sie jak w przykladzie 1, przy czym do szklanej zlewki o
pojemnosci 1000 cm® odwaza sie 100,0 g rozdrobnionej chrzastki, dodaje
sie enzym papaine w ilosci 0,55 mg/g surowca i roztwor buforu
fosforanowego (pH 7,0; w stosunku wagowym 1:4 (w/w)). Ekstrakcje
prowadzi sie w temperaturze 70°C, przez 60 minut. Nie rozilozone
pozostatosci tkanki tacznej usuwa sie poprzez wirowanie (23 000 x g, 15
min). Uzyskane hydrolizaty liofilizuje sie. Wydajnos¢ procesu ekstrakgji
GAG i zelatyny wyraza sie jako procentowy odzysk hydroksyproliny z
uwzglednieniem wdasciwego wspodlczynnika jak réwniez kwasu uronowego
oraz siarczanu chendroityny (CS-4 i CS-6).

Po 1 godzinnej ekstrakcji termicznej (temperatura 70°C) potaczonej
Zz ultradzwigkami z dodatkiem enzymu na poziomie 0,55 mg/g
wyizolowano 95% siarczanéw chondroityny zawartych w surowcu, 87%
kwasu uronowego oraz 95% zelatyny.
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Zastrzezenia patentowe

. Sposéb izolacji glikozaminoglikanéw | 2elatyny z surowej,
oczyszczonej chrzastki zwierzecej, zwtaszcza  drobiowej,
znamienny tym, 2e eksirakcje prowadzi sie w roztworach
wodnych, korzystnie buforowanych, w temperaturze od 50°C do
70°C, z dodatkiem enzymu papainy w ilosci powyzej 0,01 mg/g
surowca, przy stosunku wagowym rozdrobnionej chrzgstki do
roztworu w zakresie od 12 do 1:10, przy zastosowaniu
ultradzwiekdéw, zas§ po zakonczeniu ekstrakcji skiadnikow
bioaktywnych oddziela si¢ tkanke ftgczng, natomiast preparat
utrwala sie dowolng metoda termiczna.

. Sposob wediug zastrz. 1, znamienny tym, Zze ekstrakcje prowadzi
sie przy zastosowaniu buforu fosforanowego.

. Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny tym, Zze proces prowadzi sig¢
z uzyciem chrzastki rozdrobnionej do wielkosci nie wiecej niz 4 mm.

. Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces prowadzi sig
w temperaturze 65°C.

. Sposotb wediug zastrz. 1, znamienny tym, Ze proces prowadzi sig
przez czas co najmniej 20 min.

. Spostb wediug zastrz. 1, znamienny tym, Ze do utrwalenia
wyekstrahowanych glikozaminoglikanéw i Zelatyny stosuje sig
liofilizacje.

. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze do utrwalenia
wyekstrahowanych glikozaminoglikanéw i zelatyny stosuje sig
suszenie rozpytowe.
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