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k0zi, ktera je bohata na kyselinu hyaluronovou,
chondroitin sulfat, kolagen, a sou¢asné obsahuje
zbytky masa (bilkovin), které pak jsou zdrojem
bioaktivnich peptidii a aminokyselin vznikajicich
b&hem hydrolyzy pomoci enzymii s proteolytickou
aktivitou. Ve vysledném produktu je bohaté
zastoupeni uvedenych bioaktivnich komponenti.
Vychozi surovina je odpadem, resp. vedlejsim
produktem priimyslové vyroby a jako vstupni
surovina tak predstavuje minimalni finan¢ni
néklady. Na vysledny smé&sny produkt bioaktivnich

latek je zpracovana v jednom kroku predstavujicim
hydrolyzu jednim enzymem.



% ]
IR U
3

Vyuiiti zbytku po strojnim oddéleni driibeZziho masa pro pfipravu smési obsahujici
bioaktivni latky

Oblast techniky
Vynalez se tyka vyuZiti zbytk( po strojnim oddéleni driibeitho 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 ucinky.

Dosavadni stav techniky
Strojné oddélené maso (SOM) je definovéno v nafizeni 853/2004/ES (pfiloha I, ¢l. 1.14) jako
produkt ziskany strojnim oddélovanim masa, které zbylo po vykosténi na kostech nebo z celych

tél porazené dribeZe tak, Ze se ztrati nebo zméni struktura svalovych vidken. Po strojnim
oddéleni masa vznika tzv. separat (SOM) a zbytek po strojnim oddéleni masa (ZSOM), ktery
obsahuje pievainé chrupavky, kosti, kiZi a mensi mnoiZstvi tuku. ZSOM je potravinafsky odpad
s minimalni pfidanou hodnotou, v souasné dobé se predevsim vyuzivd do krmiv, pfedevsim
pro psy [1] nebo jako hngjiva [2]. Cena za jeden kilogram odpadu po mechanické separaci masa
se pohybuje v rozmezi 2¢4 K&. Proto dalsi vyuZiti ZSOM kizolaci a pfipravé smési bioaktivnich
latek svysokou pfidanou hodnotou mizZe vyznamné prispét k zefektivnéni ekonomiky
dribeZafskych provozu.

Chondroitin sulfat ma u obratlovct centralni roli v biologickych procesech; podili se na regulaci
rGstovych faktord, cytokind, chemokind, adhesi molekul a lipoproteint skrz specifické interakce
[3]. 1zolace chondroitin sulfatu byla popsana z rGznych ZivociSnych zdroji, ackoliv komercni
preparaty obsahujici chondroitin sulfat jsou zaloZeny najeho separaci pfedeviim z hoveézi
pradusnice, prase&i nosni pfepaiky, kufecich prsnich chrupavek, Zralogich ploutvi a rybich
chrupavek [4], Prlklady patentl poplsupu |;olaC| chondroitin sulfatu z téchto zdroja jsou napf.
(GB{l 1(2027157 CNflO 44q€58 W02012[15§655) Chondroitin sulfat se pouziva predevsim
k lécbe osteoartrozy : :
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Kyselina hyaluronova je linedrni polysacharid tvofeny disacharidem obsahujicim N-acetyl-D-
glucosamin a kyselinu glukuronovou. Je soucasti synovidlni tekutiny a tvofi jednu z hlavnich
slozek mezibunécné hmoty. Kyselina hyaluronova ma siroké uplatnéni v biomedicn’néijako jsou
oftalmologie, otolaryngologie, ortopedicka aplikace a revmatologie, estetickd medicina a
plasticka chirurgie, ale nachazi uplatnéni také v kosmetice [5]. Biotechnologickd vyroba kyseliny
hyaluronové je zalozena pr $im na mikrobialni kultivaci bakterii rodu Jtreptococcus (napf.
patenty US 7 7 914 B2; US 17295 A) a izolaci z kohoutich hfebinkl (US 41142973 B1).

V celém svété se zvysuje poptav a 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 Zivocisnych zdrojl, protoze
obsahuji viechny esencialni aminokyseliny, které se u hydrolyzata z rostlin musi do formulaci
dopliovat [6]. Proteinové hydrolyzaty jsou lépe straviteiné, nez intaktni proteiny a vyuZiti
nachazeji napfiklad i ve vyZivé sportovcu [7]. BEhem hydrolyzy proteini dochazi k uvoinéni i
volnych aminokyselin. Proteinovy hydrolyzat ziskany z dribeZi suroviny je zejména vhodny u
jedincu s netoleranci k mlécné bilkoviné nebo alergii k séjové bilkoviné [8, 9].

Smeésny produkt obsahujici bioaktivni latky jako je chondroitin sulfat, kysellna hyaluronova
voiné amlnokysellny, peptidy a postup jejich izolace je popsan v patentech WO?01231433324 Al
a UsS 61780841 B2. V pfipadé obou zminénych patentl je vychozi surovinou dista kufeci prsni
chrupa'i}ka, ktera vSak nereprezentuje pfimy odpadni material pfi zpracovani dribeze. Ziskani
Cisté kureci chrupavky je ¢asové a finanéné naro€ny proces. Naopak zde predkladané feseni je
zalozeno na primém vyuiiti vedlejSiho odpadniho produktu, zbytku po strojnim oddéleni masa
(ZSOM), ktery vznika pfi vyrobé separatu Zbytek po strojnim oddéleni masa je produkovan ve
velkém mnoistvi a tvofi cca 416% vahy, kurete. Naopak prsni chrupavka (vychozi produkt
patentit W 2012&14?324 Al a US d780¥341 B2) neni z kostry kurete oddelena mechanicky
(strOJove) ale musi se nakladne separovat coZ neni predmetemivysejdvou uvedenych patentu
coz je 13 az ZOlkrat méné ve srovnani s mnoistvim ZSOM. U vyse dvou zmmenych patentl tak
nejsou ostatni chrupavky a povazky, coby potencidlni suroviny pro enzymatickou produkci
kyseliny hyaluronové a chondroitin sulfatu, vyuZity.

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

Podstata vynalezu

Principem vynalezu je vyuZiti vedlejSiho ZivocisSného produktu (odpadu), zbytk( po strojnim
oddéleni dribeziho masa, pro pripravu produktu obsahujici smés bioaktivnich latek — kyseliny
hyaluronové, chondroitin sulfitu, peptidd o molekulové hmotnosti mensich nez 5000 Da a

i
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volnych aminokyselin.
Produkt pfipraveny dle predkladaného vynalezu obsahuje nejen chondroitin sulfat, ale i dalsi
acinné latky, jako jsou kyselina hyaluronova, peptidy a volné aminokyseliny (Tab. 2), které
zvy$uji vyuZitelnost preparatu vedle chondroprotektivnich také na regeneraéni a posilujici
ucinky na organismus.



Podstatou predkldadaného vyndlezu je zplGsob pfipravy smésného produktu obsahujiciho
kyselinu hyaluronovou, chondroitin sulfat, nizkomolekuldrni peptidy a volné aminokyseliny,
v némz se zbytky po strojnim oddéleni dribeziho masa podrobi sekvenci krokli: a) vytvoreni
smési zbytkli po strojnim oddéleni masa svodou ¢i roztokem pufru, b) zahfati smési, c)
enzymaticka hydrolyza smési pomoci papainu, d) inaktivace enzymu, e) separace smésného
produktu ze smési po hydrolyze.

Hlavni vyhodou tohoto feseni je skuteCnost, Ze zbytky po strojnim oddéleni dribeZiho masa
obsahuiji jednak zbytky chrupavek, které jsou bohatym zdrojem chondroitin sulfatu, dale pak
kGizi, ktera je bohata na zastoupeni kyseliny hyaluronové, ale obsahuje rovnéz chondroitin sulfat
a kolagen [11],a soucasné zbytky masa (bilkovin), které jsou zdrojem bioaktivnich peptidl a
aminokyselin vznikajicich hydrolyznim postupem dle predloZzeného vynalezu. Z téchto divodd je
vysledny produkt bohaty na zastoupeni viech téchto bioaktivnich komponentd. Dalsi vyhodou
je, ze vychozi surovina je béZznym odpadem, resp. vedlejSim produktem z primyslové vyroby a
vstupni surovina tak predstavuje minimalni finanéni naklady a na vysledny smésny bioaktivni
produkt je zpracovana v jednom hydrolyznim kroku jednim enzymem.

Vyhody pfimého vyuiiti ZSOM podle pfedkladanéhg vynalezu oproti pouiiti Cisté kufeci
chrupavky (dokumenty Wq201254 24 Al a US 658 841 B2) kizolaci bioaktivnich latek jsou
tedy predevsim v i) nulovych finanénich nékladech)]( pfipravé vstupni suroviny (ZSOM je pfimy
odpad vznikajici pfi strojnim oddéleni masa, naopak prsni chrupavka neni pfi zpracovani kurat
z kostry kufete oddélovana mechanicky) a v ii) nékolikanasobné vyssim vahovém podilu vstupni
suroviny z celkové vahy kurete (ZSOM reprezentuje 13 azZ 20“krét vyssi podil neZ pfi vyuziti
pouze prsni chrupavky). v

Objasnéni vykresu

Obr. 1 zndzorfiuje priklad procesu izolace bioaktivnich latek ze ZSOM.

Obr 2: zavislost mnozstvi hydrolyzatu (jako % hm¢z ZSOM) v zavislosti na mnoistvi pufru a dobé
hydrolyzy. " e

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

Obr. 4 ve 3D projekci zndzorfiuje zavislost doby hydrolyzy a mnozZstvi pufru na mnozstvi

vzniklého hydrolyzatu.

Priklady provedeni vynalezu

Podle navrieného postupu vyndlezu se ZSOM, tvofici typicky Castice o velikosti pod 30}nm,
podrobi bud’ pfimo, nebo po namleti, kupf. na frakci pod Sé‘rmm,ﬂsekvenci kroku: 1) vytvgfeni
smési zbytk( po strojnim oddéleni masa svodou i rozfokl'ifbufru, 2) zahfati smési, 3)
enzymaticka hydrolyza smési papainem pfri teploté odpovidajici pouzitému enzymu papainu, 4)
inaktivace enzymu a 5) separace smésného produktu ze smési po hydrolyze.

Typické zastoupeni bilkovin a tukd v ZSOM je uvedeno v tab. 1.
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Tab. 1 Zastoupeni bilkovin a tuku ve zbytku po strojnim oddéleni masa
Sugina (% hm®f" " Bilkoviny (% hm&*"  Tuk (% hmy" "
Ve vzorku
37,67 21,09 9,07
V susiné 55,99 24,08

Vytvofeni smési ZSOM svodou Ci roztokem pufru je svyhodou provedeno s pouZitim
fosfatového pufru o pH 7. Vhodny pomér ZSOM : vodé ¢i roztoku puf u je kupf. 1:0,5¢2. i
Ohrev vzniklé smési je realizovdn na teplotu kupf. v rozsahu 80{121 C po dobu typicky 10£30
minut. Vzhledem k potencidlni kontaminaci ZSOM mikroorganismy, zejména bakteriemi
Salmonela sp., je vhodné provést ohfev na sterilizaéni teplotu, kupf. 12 gC a udrZovat tuto
teplotu po dobu 15 min.

Nasledné je_, provedena enzymaticka hydrolyza proteolytickym enzymem papainem v poméru
kupft. 0,01; 0 5 dild enzymu na 100 dili ZSOM. Pfipadek enzymu je realizovan po ochlazeni smes:
na teplotu vhodnou pro vysokou aktivitu enzymu, typicky kupf. na teplotu 50455 C.
Enzymaticka hydrolyza je poté, s vyhodou za michani smési, realizovana po doby potfebnou Bro
dosazeni pozadované konverze na smésny produkt, s vyhodou kupf. po dobu 3.24 hodin.
Pro)ukoncem hydrolyzy je,enzym inaktivovan, kupf. ohfevem smési, s vyhodou na teplotu kupf.
80495°C po dobu kupF. 1330 min.

Po inaktivaci enzymu je z kapalné smési izolovan smésny hydrolyticky produkt, obsahujici
chondroitin sulfat, kyselinu hyaluronovou, nizkomolekuldrni peptidy a volné aminokyseliny.
Izolace smésného produktu mlZe byt kupf. realizovana sekvenci krok(: separace velkych
fragmentu kosti pres sito — odstfedéni kostni drté a nehydrolyzovaného podilu — gravitacni
separace tuku — filtrace kapalného podilu, svyhodou na filtru s nanesenou kfemelinou —
zahusténi na odparce ¢ membranovymi procesy — sudeni, s vyhodou sprejové i lyofilizace
finalniho produktu. V zavislosti na Cistoté a zptsobu vyuZiti findlniho produktu je mozno
nékteré kroky vynechat, kupf. filtraci kapalného podilu, nebo naopak pfidat, kupf. ultrafiltraci Ci
dialyzu kapalného podilu pro odstranéni soli a nizkomolekularnich latek (Obr. 1).

Vzhledem k tomu, Ze se vychozi surovina mlGZe ménit dle toho, zda dochazi k separaci masa ze
hibetd, krk(, koster nebo jejich vzajemné kombinace, lidi se i poméry obsahu bioaktivnich latek
v produktu dle vychoziho slozeni pouZité suroviny.

Pramyslové se nejCasté&ji vyuZiva smés hibetd, krka a koster. Jelikoz je vychozi surovina odpadni
produkt z Zivo¢isné vyroby, mizZe se vytéznost jednotlivych bioaktivnich latek ménit. V tabulce 2
jsou uvedeny typické hodnoty ziskané zpracovanim riiznych 3arzi ZSOM.



Tab. 2 Charakteristika vysledného produktu

Specifikace produktu

Rozpustnost Rozpustny ve vodé

pH 1B

Vzhled Bily/krémovy

Vané Bez zdpachu ¢i s vini kufeciho bujonu
Typicky obsah bioaktivnich latek mg/g lyofilizovaného produktu
Chondroitin sulfat 6({- 70

Kyselina hyaluronova 55-150

Peptidy (< 5000 Da) zocf 200

Volné aminokyseliny %—?6

Mikrobiologicka analyza ,

E. coli negativni

Salmonella negativni
Priklad 1

SOOYé zbytkﬂ po strojnim oddéleni masa, tvofeném smési thetﬁ koster a krkd, s velikosti ¢astic
do 30mm, bylo bez dalsi mechanické upravy smlchano SOSL fosfatového pufru o pH 7,57,
pnpraveneho smisenim Na;HP04.12H20 a KH2PO4 v 50¢ mI démineralizované vody. Smés byla
autoklavovana 15 min pfri 121(1C a po ochlazeni na SSCC prldano 25q’r/ng papainu (Proflx 500,
Kerry Food ingredients (Cork)’ Ltd) smés poté michana pfi 50({rpm pfi teploté 50: C po dobu
24h Poté byl enzym inaktivovan zahfatim smési na teplotu 9qc smés prelita pres sitko a
oddeleny hrubé kosti, jejichz hmotnost po vysuseni cmlla 30 5g Bylo ziskdno 823m| kapalné
frakce, ktera byla odstfedovana po dobu 10 min pfi 40001‘pm &im3 dodlo k oddelem tuhe frakce
(nehydrolyzovany podil a kostni sekvestry, o celkové suché hmotnosti 31, lg) tukové faze
(31, g) a vodne faze. Vodnifaze hydrolyzatu byla dale prefiltrovana pres filtr Whatman 54, po
prldavku 8g kfemeliny. Bylo ziskano 573g filtratu se suSinou 98,7,'g/| ktery byl ndasledné
zahustén na vakuové odparce pfi teploté GQC na 89’g medovité substance ktera po lyofilizaci
poskytla Sdg praskovitého produktu bezove barvy a slabé vliné kureuho bUJonu Analyza tohoto

produktu prokazala obsah 8hm% . kysellny hyaluronové, 12hm%, chondromn sulfatu, 47hm% i

peptidli a 2,6hm% . volnych aminokyselin. Distribuce molekulovych hmotnosti peptidd se
pohybovala do 3500 Da; pfevladal vyskyt nizkomolekularnich peptidi od 700 do 1500 Da.

Z volnych aminokyselin bylo v produktu zastoupeno vice neiZ 40:% esencialnich zahrnujici-.,
fenylalanin, isoleucin, leucin, methionin, valin, threonin, tryptofan, hisicidin a lysin.



Priklad 2

Byla provedena optimalizace podminek hydrolyzy s tim, Ze bylo realizovano 14 pokusu, pfi nichz
bylo 84 ZSOM duikladné rozemleto na castecky pod ][’mm a vhnétaci dukladné
homogemzovano aby byl minimalizovan vliv heterogenity surovmy V kaidém ze 14
experimentl pak bylo hydrolyzovano 6(15 homogenizgvaného ZSOM. Pro optumalnzacn byly
zvoleny 3 nezavislé parametry, a to mnoZstvi pufru (36“§4Enl) mnozstvi papainu (14, 4;60&ng) a
doba hydrolyzy (3“'1 ). Experimenty byly navrieny metodou centrélnich kompozitnich planu
Jako zdvislé proménné byly méfeny koncentrace kyseliny hyaluronové, chondroitin sulfatu,
peptidd a volnych aminokyselin v hydrolyzatu, jakoZ i mnozstvi hydrolyzatu. Ostatni podminky a
postup zpracovani byl pouZit stejny jako v pfikladu 1. Podminky jednotlivych experiment( i
sloZeni produktu (praskovitého produktu po hydrolyze) uvadi tabulka 3.

Tab 3: Podminky pokus( a vysledky

Podminky pokusu: - e . SloZeni produktu hydrolyzy:
Pokus | mi mg _doba 2 kyse . | chondroitin | peptidy | voiné vytéfek | obsah HA
& pufru | papainu - | hydrolyzy. hyaluronové | sulfit (g): {g) aminokyseliny smési | vesmési
’ (h) HA (g) (g). (% hm) | (% hm)
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 36 144 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 60 144 9 0,39 0,65 2,4 0,101 5,9 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. Priklad
zavislosti obsahu smési ucinnych latek (kyseliny hyaluronové, chondroitin sulfatu, peptidi a
volnych aminokyselin) na mnoistvi pufru, dobé hydrolyzy a mnoistvi enzymu je uveden na Obr.
2 a Obr 3.

Na zdkladé ziskanych zavislosti byla provedena numericka optimalizace podminek hydrolyzy
ZSOM, p?i nichz by byla maximalizovana produkce hydrolyzatu tak, aby hydrolyzadtu vznikalo
min. 10% vztazeno na hmotnost ptivodniho ZSOM a soucasné aby hydrolyzat obsahoval
mmlmalne 10hm%, kyselmy hyaluronové. Na Obr. 4 jsou v 3D projekci zndzornény reakcni
podminky, za nichz je predpoklad dosazeni techto pozadavkd na produkt, a to pfi optimalni
koncentraci papainu 60mg/| pfi zpracovani 60g ZSOM. Zteto opt:mallzace vyplyva, Ze pfi
zvySené koncentraci enzymu a zvySeni mnoistvi pufru na 84m| na 60g ZSOM je mozno zkratit
dobu hydrolyzy z 24 na 15hodm
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob pfipravy smésného produktu obsahujiciho kyselinu hyaluronovou, chondroitin
sulfat, nizkomolekularni peptidy a volné aminokyseliny, vyznaéujici s tim, Ze zbytky po
strojnim oddéleni dribeZiho masa se podrobi sekvenci kroku: a) vytvofeni smési zbytkd po
strojnim oddéleni masa s roztokem pufru, vyhodné fosfatového pufru o pH 7,57, b) zahfati
smési, c) enzymatickd hydrolyza smési enzymem papainem, d) inaktivace enzymu, e)
separace smésného produktu ze smési po hydrolyze.

2. ZpGsob podle naroku 1, vyznacujici s tim, Ze zbytky po strojnim oddéleni driibeZiho masa
jsou tvofeny smési hibetu, koster a krka.

3. ZpGsob podle naroki 1 nebo 2, vyznacujum s tim, Ze smés zbytkd po strojnim oddéleni
masa s roztokem pufru ma pH v rozmezi 7;-8

4. ZpUsob podle kteréhokoliv z naroki 1 aZ 3, vyznacdujici s tim, Ze smés zbytkd po strojnim
oddéleni masa s roztokem pufru je zahfata na teplotu zajistujici pasteraci ¢i sterilizaci smési.

5. Zplsob podle kteréhokoliv z naroki 1 aZ 4, vyznacujici s tim, Ze po enzymatické hydrolyze
je ze smési separovan produkt obsahujici kyselinu hyaluronovou, chondroitin sulfat,
nizkomolekularni peptidy a volné aminokyseliny.

6. Zpusob podle kteréhokoliv z narokl 1 az 5, vyznacuijici s tim, Ze separace produktu po
enzymatické hydrolyze je realizovadna sekvenci krokud separace velkych fragment( kosti pres
sito — odstifedéni kostni drté a nehydrolyzovaného podilu — gravitatni separace tuku —
filtrace kapalného podilu — zahusténi filtratu — suseni.

7. ZpGsob podle kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 6, vyznacujici s tim, Ze vznikly smésny produkt
obsahuje min 8hm% kyseliny hyaluronové.

i Benatn,
8. Zpusob podle kteréhokoliv z narokd 1 az 6, vyznadujici s tim, Ze vznikly smésny produkt
obsahuje min 10hm% kyseliny hyaluronové.
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Zbytky po separaci masa
o velikosti ¢astic do 30 mm

Uprava pH, pridavek fosfatového pufru

Sterilizace

A

Hydrolyza proteolytickym enzymem
(papain)

l

inaktivace enzymu

l

Odstranéni nezhydrolyzovanych Easti

Gravitalni separace tuku

Y

Filtrace hydrolyzéatu na filtru pfes kfemelinu

L

Zahusténi produktu na odparce
¢i membranovymi procesy

Lyofilizace ¢i suseni

Produkt
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Desirability
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