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(57) Anotace:
Hlavnim vyznamem vynalezu je vyuZiti odpadu
vznikiého v driibeZdfském primyslu po strojnim
oddéleni driibeZiho masa k pfipravé smési
bioaktivnich latek obsahujici chondroitin sulfat,

kyselinu hyaluronovou. nizkomolekularni peptidy

a volné aminokyseliny. Vyse zminény odpad
obsahuje jednak zbytky chrupavek. kieré jsou

bohatym zdrojem chondroitin sulfaty, dale pak kiZi,

kterd je bohaté na kysclinu hyaluronovou,
chondroitin sulfat, kolagen, a soucasné obsahuje
zbytky masa (bilkovin). které pak jsou zdrojem
bioaktivnich peptidii a aminokyselin venikajicich

beéhem hydrolyzy pomoci enzymi s proteolytickou
aktivitou. Ve vystedném produktu je bohaté
zastoupeni uvedenych bioaktivnich komponenti.
Vychozi surovina je odpadem, resp. vedlej$im
produktem pramysiové vyroby a jako vstupni
surovina tak pfedstavuje minimalni financni naklady.
Na vysledny sm&sny produkt bicaktivnich latek je
zpracovana v jednom kroku pfedstavujicim
hydrolyzu jednim enzymem.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 307399 Bé6

VyuZiti zbytku po strojnim oddéleni dribeZiho masa pro piipravu smési obsahujici
bioaktivni latky

Oblast techniky

Vynalez se tyka vyuziti zbytki po strojnim oddéleni dribeziho masa pro pfipravu produktu
obsahujiciho bioaktivni latky — kyselinu hyaluronovou, chondroitin sulfat, nizkomolekularni
peptidy a volné aminokyseliny, vyuzitelného pro pfipravu vyrobki s chondroprotektivnimi,
regeneracnimi a posilujicimi G¢inky.

Dosavadni stav techniky

Strojné oddélené maso (SOM) je definovano v nafizeni 853/2004/ES (piiloha I, ¢l. 1.14) jako
produkt ziskany strojnim oddélovanim masa, které zbylo po vykosténi na kostech nebo z celych
te€l porazené drlibeze tak, Ze se ztrati nebo zméni struktura svalovych vldken. Po strojnim
oddéleni masa vznika tzv. separdt (SOM) a zbytek po strojnim oddéleni masa (ZSOM), ktery
obsahuje pfevazné chrupavky, kosti, kiizi a mensi mnozstvi tuku. ZSOM je potravinai'sky odpad s
minimaln{ pfidanou hodnotou, v soudasné dobé se pfedevsim vyuziva do krmiv, predevsim pro
psy [1] nebo jako hnojiva [2]. Cena za jeden kilogram odpadu po mechanické separaci masa se
pohybuje v rozmezi 2 aZ 4 K¢&. Proto dal3i vyuziti ZSOM k izolaci a p¥ipravé smési bioaktivnich
latek s vysokou pfidanou hodnotou miZze vyznamné prispét k zefektivnéni ekonomiky
dribezarskych provozii.

Chondroitin sulfit ma u obratlovci centralni roli v biologickych procesech; podili se na regulaci
ristovych faktord, cytokinii, chemokini, adhesi molekul a lipoprotein skrz specifické interakce
[3]. Izolace chondroitin sulfatu byla popsana z riznych Zivogisnych zdrojti, adkoliv komer&ni
preparaty obsahujici chondroitin sulfat jsou zalozeny na jeho separaci piedeviim z hovézi
pradusnice, prase¢i nosni pfepazky, kufecich prsnich chrupavek, Zralocich ploutvi a rybich
chrupavek [4]. Ptiklady patentl popisujici izolaci chondroitin sulfatu z téchto zdroji jsou napf.
(GB 19710027157, CN 105440158, WO 2012/159655). Chondroitin sulfat se pouZiva predevsim
k 1€¢bé osteoartrozy.

Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid tvofeny disacharidem obsahujicim N—acetyl-D—
glucosamin a kyselinu glukuronovou. Je soudsti synovialni tekutiny a tvofi jednu z hlavnich
slozek mezibun&¢né hmoty. Kyselina hyaluronova ma Siroké uplatnéni v biomedicing, jako jsou
oftalmologie, otolaryngologie, ortopedickd aplikace a revmatologie, estetickdi medicina a
plasticka chirurgie, ale nachazi uplatnéni také v kosmetice [5]. Biotechnologicka vyroba kyseliny
hyaluronové je zalozena predevsim na mikrobialni kultivaci bakterii rodu Streptococcus (napf.
patenty US 7575914 B2; US 4517295 A) a izolaci z kohoutich htebinkt (US 4141973 B1).

V celém svéte se zvySuje poptavka po proteinovych hydrolyzatech, protoze obsahuji peptidy se
specifickymi biologickymi vlastnostmi, které jsou snaze stravitelné bez negativni imunologické
odezvy, zejména pro déti. Vyhodné jsou zejména hydrolyzaty z Zivo&isnych zdrojii, protoze
obsahuji vSechny esencialni aminokyseliny, které se u hydrolyzatu z rostlin musi do formulaci
doplitovat [6]. Proteinové hydrolyzaty jsou lépe stravitelné, nez intaktni proteiny a vyuZiti
nachazeji napiiklad i ve vyzivé sportovei [7]. Béhem hydrolyzy proteint dochazi k uvolnéni i
volnych aminokyselin. Proteinovy hydrolyzét ziskany z driibeZi suroviny je zejména vhodny u
Jedincd s netoleranci k mlééné bilkoving nebo alergii k sojové bilkoving [8, 9].

Smésny produkt obsahujici bioaktivni latky jako je chondroitin sulfat, kyselina hyaluronova,
volné aminokyseliny, peptidy a postup jejich izolace je popsan v patentech WO 2012/143324 Al
a US 6780841 B2. V piipadé obou zminénych patentii je vychozi surovinou &ista kuieci prsni
chrupavka, ktera vak nereprezentuje piimy odpadni material pii zpracovani dribeze. Ziskani
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gisté kuieci chrupavky je ¢asové a finanéné naroény proces. Naopak zde predkladané feseni je
zaloZeno na piimém vyuziti vedlej$iho odpadniho produktu, zbytku po strojnim oddéleni masa
(ZSOM), ktery vznika pfi vyrobé separatu. Zbytek po strojnim oddéleni masa je produkovan ve
velkém mnoZstvi a tvofi cca 4 aZ 6% vahy kufete. Naopak prsni chrupavka (vychozi produkt
patentd WO 2012/143324 Al a US 6780841 B2) neni z kostry kufete oddélena mechanicky
(strojové), ale musi se nakladn& separovat, coz neni pfedmétem dvou vyse uvedenych patenti.
Kuieci prsni chrupavka, jako vychozi surovina, rovnéz pfedstavuje pouze cca 0,3 % vahy kufete,
coz je 13 az 20krat méné ve srovnani s mnozstvim ZSOM. U vySe dvou zminénych patenti tak
nejsou ostatni chrupavky a povazky, coby potencialni suroviny pro enzymatickou produkci
kyseliny hyaluronové a chondroitin sulfatu, vyuzity.

Vyuziti ZSOM k izolaci chondroitin sulfatu bylo v nedavné dobé popsano [10], ale vysledny
produkt obsahoval pouze chondroitin sulfat.

Podstata vynalezu

Principem vynalezu je vyuziti vedlejsiho zivogisného produktu (odpadu), zbytkd po strojnim
oddgleni driibeziho masa, pro pripravu produktu obsahujici smés bioaktivnich latek — kyseliny
hyaluronové, chondroitin sulfatu, peptidi o molekulové hmotnosti menSich nez 5000 Da a
volnych aminokyselin.

Produkt pripraveny dle predkladaného vynalezu obsahuje nejen chondroitin sulfat, ale i dalSi
a¢inné latky, jako jsou kyselina hyaluronova, peptidy a volné aminokyseliny (Tab. 2), které
zvysuji vyuzitelnost preparatu vedle chondroprotektivnich také na regeneracni a posilujici G¢inky
na organismus.

Podstatou predkladaného vynalezu je zplsob piipravy smésného produktu obsahujiciho kyselinu
hyaluronovou, chondroitin sulfat, nizkomolekuldrni peptidy a volné aminokyseliny, v némz se
zbytky po strojnim oddéleni driibeziho masa podrobi sekvenci kroki: a) vytvofeni smési zbytki
po strojnim oddéleni masa s vodou &i roztokem pufru, b) zahiati smési, ¢) enzymaticka hydrolyza
smési pomoci papainu, d) inaktivace enzymu, €) separace smésného produktu ze smési po
hydrolyze.

Hlavni vyhodou tohoto teleni je skuteSnost, Ze zbytky po strojnim oddéleni dribeZiho masa
obsahuji jednak zbytky chrupavek, které jsou bohatym zdrojem chondroitin sulfatu, dale pak
ki, ktera je bohata na zastoupeni kyseliny hyaluronové, ale obsahuje rovn€Zz chondroitin sulfat
a kolagen [11], a soutasné zbytky masa (bilkovin), které jsou zdrojem bioaktivnich peptidd a
aminokyselin vznikajicich hydrolyznim postupem dle predlozeného vynélezu. Z téchto diivodt je
vysledny produkt bohaty na zastoupeni viech téchto bioaktivnich komponentu. Dalsi vyhodou je,
7e vychozi surovina je b&Znym odpadem, resp. vedlej$im produktem z primyslové vyroby a
vstupni surovina tak ptedstavuje minimalni finan¢ni naklady a na vysledny smésny bioaktivni
produkt je zpracovana v jednom hydrolyznim kroku jednim enzymem.

Vyhody ptimého vyuziti ZSOM podle predkladaného vynalezu oproti pouziti Cisté kufeci
chrupavky (dokumenty WO 2012/143324 Al a US 6780841 B2) k izolaci bioaktivnich latek jsou
tedy predevsim v i) nulovych finan¢nich nakladech k pfipravé vstupni suroviny (ZSOM je pfimy
odpad vznikajici pfi strojnim oddé&leni masa, naopak prsni chrupavka neni pfi zpracovani kufat z
kostry kufete odd&lovana mechanicky) a v ii) nékolikanasobn& vyssim vahovém podilu vstupni
suroviny z celkové vahy kufete (ZSOM reprezentuje 13 az 20krat vy3si podil nez pfti vyuziti
pouze prsni chrupavky).
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Objasnéni vvkrest

Obr. 1 znazortiuje piiklad procesu izolace bioaktivnich latek ze ZSOM.

Obr 2: zavislost mnoZstvi hydrolyzatu (jako % hmotn. z ZSOM) v zavislosti na mnozstvi pufru a
dob¢ hydrolyzy.

Obr 3: zavislost mnozstvi hydrolyzatu (jako % hmotn. z ZSOM) v zavislosti na mnozstvi pufru a
koncentraci enzymu.

Obr. 4 ve 3D projekci znazoriiuje zavislost doby hydrolyzy a mnoZstvi pufru na mnoZstvi
vzniklého hydrolyzatu.

Ptiklady uskuteénéni vynalezu

Podle navrzeného postupu vynélezu se ZSOM, tvofici typicky &astice o velikosti pod 30 mm,
podrobi bud’ pfimo, nebo po namleti, kupf. na frakci pod 5 mm, sekvenci krokd: 1) vytvofeni
smési zbytkd po strojnim oddéleni masa s vodou & roztokem pufru, 2) zahfati smési, 3)
enzymatickd hydrolyza smési papainem pfi teplotd odpovidajici pouZitému enzymu papainu, 4)
inaktivace enzymu a 5) separace sm&sného produktu ze smési po hydrolyze.

Typické zastoupeni bilkovin a tukii v ZSOM je uvedeno v tab. 1.

Tab. 1 Zastoupeni bilkovin a tuki ve zbytku po strojnim oddéleni masa

Susina (% hmotn.) Bilkoviny (% hmotn.) Tuk (% hmotn.)
Ve vzorku

37.67 21,09 9.07

V susiné 55,99 24,08

Vytvoreni smési ZSOM s vodou &i roztokem pufru je s vyhodou provedeno s pouzitim
fosfatového pufru o pH 7. Vhodny pomér ZSOM : vodé & roztoku pufru Jje kupt. 1: 0,5 az 2.

Ohfev vzniklé smési je realizovan na teplotu kupt. v rozsahu 80 az 121 °C po dobu typicky 10 az
30 minut. Vzhledem k potencidlni kontaminaci ZSOM mikroorganismy, zejména bakteriemi
Salmonela sp., je vhodné provést ohfev na sterilizadni teplotu, kupf. 121°C a udr¥ovat tuto
teplotu po dobu 15 min.

Nasledné je provedena enzymaticka hydrolyza proteolytickym enzymem papainem v poméru
kupt. 0,01 az 0,5 dilu enzymu na 100 dilu ZSOM. Ptipadek enzymu je realizovan po ochlazeni
smési na teplotu vhodnou pro vysokou aktivitu enzymu, typicky kupf. na teplotu 50 az 55 °C.
Enzymaticka hydrolyza je poté, s vyhodou za michani smési, realizovana po doby potiebnou pro
dosaZeni poZzadované konverze na smésny produkt, s vyhodou kupf. po dobu 3 a% 24 hodin.

Pro ukongeni hydrolyzy je, enzym inaktivovan, kupf. ohfevem smési, s vyhodou na teplotu kupf.
80 az 95 °C po dobu kupt. 1 az 20 min.

Po inaktivaci enzymu je z kapalné smési izolovan smésny hydrolyticky produkt, obsahujici
chondroitin sulfat, kyselinu hyaluronovou, nizkomolekularni peptidy a voiné aminokyseliny.
Izolace smésného produktu mize byt kupf. realizovana sekvenci kroku: separace velkych
fragment( kosti pfes sito — odsttedéni kostni drt& a nehydrolyzovaného podilu — gravitadni
separace tuku — filtrace kapalného podilu, s vyhodou na filtru s nanesenou kiemelinou —
zahuténi na odparce &i membranovymi procesy — suseni, s vyhodou sprejové ¢&i lyofilizace
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finalniho produktu. V zavislosti na &istoté a zptsobu vyuziti finalniho produktu je moZno nékteré
kroky vynechat, kupf. filtraci kapalného podilu, nebo naopak pridat, kupf. ultrafiltraci ¢i dialyzu
kapalného podilu pro odstranéni soli a nizkomolekularnich latek (Obr. 1). Vzhledem k tomu, Ze
se vychozi surovina mize ménit dle toho, zda dochazi k separaci masa ze hrbetd, krki, koster
nebo jejich vzajemné kombinace, lisi se i poméry obsahu bioaktivnich latek v produktu dle
vychoziho sloZeni pouzité suroviny.

Priimyslové se nejéastéji vyuziva smés hibetll, krki a koster. Jelikoz je vychozi surovina odpadni
produkt z Zivo&i$né vyroby, miZe se vytéznost jednotlivych bioaktivnich latek ménit. V tabulce 2
jsou uvedeny typické hodnoty ziskané zpracovanim riznych Sarzi ZSOM.

Tab. 2 Charakteristika vysledného produktu

Specifikace produktu

Rozpustnost Rozpustny ve vodé

pH 7az8

Vzhled Bily/krémovy

Viné Bez zapachu ¢&i s vuni kureciho bujonu
Typicky obsah bioaktivnich latek mg/g lyofilizovaného produktu
Chondroitin sulfat 60 a7 170

Kyselina hyaluronova 55az 150

Peptidy (< 5000 Da) 200 az 700

Volné aminokyseliny 9a726

Mikrobiologicka analyza

E. coli negativni

Salmonella negativni

Priklad 1

500 g zbytkd po strojnim oddéleni masa tvofeném smési hibetil, koster a krki, s velikostf Castic
do 30 mm, bylo bez dalsi mechanické apravy smichano s 0,5 L fosfitového pufru o pH 7,57,
pripraveného smisenim s Na,HPO,.12H,0 a KH,PO; v 500 ml demineralizované vody. Smés
byla autoklavovana 15 min pfi 121 °C a po ochlazeni na 55 °C ptidano 250 mg papainu (Profix
500, Kerry Food Ingredients (Cork) Ltd), smés poté michana pfi 500 rpm pfi teploté 50 °C po
dobu 24 h. Poté byl enzym inaktivovéan zahfatim smési na teplotu 90 °C, smés prelita pres sitko a
oddéleny hrubé kosti, jejichz hmotnost po vysudeni &inila 30,5 g. Bylo ziskano 823 ml kapalné
frakce, ktera byla odstied’'ovana po dobu 10 min pfi 4000 rpm, ¢imz doslo k odd€leni tuh¢ frakce
(nehydrolyzovany podil a kostni sekvestry, o celkové suché hmotnosti 31,1 g), tukové faze
(31,0 g) a vodné faze. Vodni faze hydrolyzatu byla dale prefiltrovana pfes filtr Whatman 54, po
ptidavku 8 g kfemeliny. Bylo ziskano 573 g filtratu se suSinou 98,7 g/l, ktery byl nasledné
zahustén na vakuové odparce pii teploté 60 °C na 89 g medovité substance, kterd po lyofilizaci
poskytla 59 g praskovitého produktu bézové barvy a slabé viiné kureciho bujonu. Analyza tohoto
produktu prokazala obsah 8 % hmotn. kyseliny hyaluronové, 12 % hmotn. chondroitin sulfatu,
47 % hmotn. peptidii a 2,6 % hmotn. volnych aminokyselin. Distribuce molekulovych hmotnosti
peptidii se pohybovala do 3500 Da; ptevladal vyskyt nizkomolekularnich peptidd od 700 do
1500 Da. Zvolnych aminokyselin bylo v produktu zastoupeno vice nez 40 % esencialnich
zahrnujicich fenylalanin, isoleucin, leucin, methionin, valin, threonin, tryptofan, histidin a lysin.

Piiklad 2

Byla provedena optimalizace podminek hydrolyzy s tim, Ze bylo realizovano 14 pokust, pfi
nichz bylo 840 g ZSOM dikladng rozemleto na Castecky pod 1 mm a v hnétati dikladne
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homogenizovéno, aby byl minimalizovan vliv heterogenity suroviny. V kazdém ze 14
experimentli pak bylo hydrolyzovano 60 g homogenizovaného ZSOM. Pro optimalizaci byly
zvoleny 3 nezavislé parametry, a to mnoZstvi pufru (36 az 84 ml), mnoZstvi papainu (14,4 az
60 mg) a doba hydrolyzy (3 az 15h). Experimenty byly navrzeny metodou centralnich
kompozitnich plant. Jako zavislé proménné byly méfeny koncentrace kyseliny hyaluronové,
chondroitin sulfatu, peptidi a volnych aminokyselin v hydrolyzatu, jakoz i mnoZstvi hydrolyzatu.
Ostatni podminky a postup zpracovani byl pouzit stejny jako v piikladu 1. Podminky
Jjednotlivych experimenti i slozeni produktu (praskovitého produktu po hydrolyze) uvadi tabulka
3.

Tab. 3: Podminky pokust a vysledky

Podminky pokusu SloZeni produktu hydrolyzy
Pokus | mi mg doba kys. chondroitin | peptidy | volné vytéiek | obsah HA
¢ pufru | papainu | hydrolyzy - | hyaluronova | sulfét (g) (&) aminokyseliny smési ve smési
{h) HA (g} (g) {%tm) | (% bm)
1 36 37,2 9 0,35 0,51 1,81 0,083 4,59 12,66
2 60 37,2 9 0,16 0,45 3,2 0,125 6,56 4,01
3 84 60 3 0,31 0,56 3,88 0,121 8,12 6,35
4 84 14,4 15 0,59 0,9 5,95 0,222 12,77 7,66
5 36 14,4 3 0,31 0,54 2.4 0,076 5,54 9,42
6 60 37,2 9 0,47 0,64 4,12 0,104 8,88 8,78
7 36 60 15 0,62 0,72 2,03 0,057 5,72 18,06
8 60 37,2 9 0,58 0,77 3,28 0,088 7,88 12,29
9 60 37,2 15 0,96 1,23 3,29 0,102 9,29 17,26
10 60 37,2 9 0,46 0,57 3,71 0,091 8,04 9,45
11 84 37,2 9 0,48 0,62 3,15 0,111 7,27 10,98
12 60 14,4 9 0,39 0,65 2,4 0,101 59 11
13 60 60 9 0,62 0,7 6,1 0,145 12,59 8,15
14 60 37,2 3 0,28 0,36 3,25 0,088 6,63 6,96

Experimenty byly nasledné vyhodnoceny statisticky pomoci programu Expert Design 8 a pro
Jednotlivé analyty v produktu byly vyhodnoceny zavislosti na podminkach pokusu. Pfiklad
zavislosti obsahu smési €innych latek (kyseliny hyaluronové, chondroitin sulfatu, peptidii a
volnych aminokyselin) na mnoZzstvi pufru, dobé hydrolyzy a mnozstvi enzymu je uveden na Obr.
2aObr 3.

Na zaklad€ ziskanych zavislosti byla provedena numericka optimalizace podminek hydrolyzy
ZSOM, pfi nichZ by byla maximalizovana produkce hydrolyzatu tak, aby hydrolyzatu vznikalo
min. 10 % vztazeno na hmotnost pivodniho ZSOM a soudasné aby hydrolyzat obsahoval
minimalné 10 % hmotn. kyseliny hyaluronové. Na Obr. 4 jsou v 3D projekci zndzornény reakéni
podminky, za nichz je pfedpoklad dosazeni téchto pozadavki na produkt, a to pfi optimalni
koncentraci papainu 60 mg/l pii zpracovani 60 g ZSOM. Z této optimalizace vyplyva, ze pri
zvysené koncentraci enzymu a zvySeni mnozstvi pufru na 84 ml na 60 g ZSOM je mozno zkratit
dobu hydrolyzy z 24 na 15 hodin.
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Patenty:

US 7575914 B2 — Microorganism producing hyaluronic acid and purification method of
hyaluronic acid

US 4517295 A — Hyaluronic acid from bacterial culture

US 4141973 B1 — Ultrapure hyaluronic acid and the use thereof

GB19710027157 19710419 — Pharmaceutical preparation comprising chondroitin sulphates A
and C

CN105440158 — Method for extracting chondroitin sulfate in pig nasal bones through dilute
alkali and concentrated salt method

CN20151879984 — Method for extracting chondroitin sulfate from pig nasal bone through
ultrasonic method

W02012159655 — Shark-like chondroitin sulphate and process for the preparation thereof

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob ptipravy smé&sného produktu obsahujiciho kyselinu hyaluronovou, chondroitin
sulfat, nizkomolekularni peptidy a volné aminokyseliny, vyzmacujici s tim, Ze zbytky po
strojnim oddéleni driibeziho masa se podrobi sekvenci kroki: a) vytvofeni smési zbytkd po
strojnim oddgleni masa s roztokem pufru, vyhodng fosfatového pufru o pH 7,57, b) zahfati smési,
¢) enzymaticka hydrolyza smési enzymem papainem, d) inaktivace enzymu, e) separace
smésného produktu ze smési po hydrolyze.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici s tim, Ze zbytky po strojnim oddgleni driibeziho masa
jsou tvoreny smési hibett, koster a krka.

3. Zpisob podle niroku 1 nebo 2, vyznatujici s tim, Ze sm&s zbytkd po strojnim oddéleni
masa s roztokem pufru ma pH v rozmezi 7 az 8.

4. Zpisob podle kteréhokoliv z naroki 1 az 3, vyznacujici s tim, Ze smés zbytki po strojnim
oddé&leni masa s roztokem pufru je zahtata na teplotu zajistujici pasteraci &i sterilizaci smeési.
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3. Zpisob podle kteréhokoliv z naroki 1 az 4, vyznaéujici s tim, Ze po enzymatické hydrolyze
je ze smési separovan produkt obsahujici kyselinu hyaluronovou, chondroitin sulfat,
nizkomolekularni peptidy a volné aminokyseliny.

6. Zpiisob podle kteréhokoliv z narokd 1 az 5, vyznadujici s tim, Ze separace produktu po
enzymatické hydrolyze je realizovana sekvenci krokd separace velkych fragmenti kosti pies sito
- odstfedéni kostni drt¢ a nehydrolyzovaného podilu — gravitaéni separace tuku — filtrace
kapalného podilu — zahusténi filtratu — sugeni.

7. Zpusob podle kteréhokoliv z narokd 1 az 6, vyznaéujici s tim, e vznikly sm&sny produkt
obsahuje min 8 % hmotn. kyseliny hyaluronové.

8. Zpiisob podle kteréhokoliv z narokii 1 az 6, vyznacujici s tim, Ze vznikly smésny produkt
obsahuje min 10 % hmotn. kyseliny hyaluronové.

3 vykresy
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Obr. 1
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