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Menetelmd kollageenin valmistamiseksi: menetelmdlld valmistettu
kollageeni ja kollageenin kdyttd. - Forfarande for
framstdllning av collagen: Collagen framstdllt med férfarandet
och anvdndning av collagen. ’

Kyseessd olevan keksinnoén kohteena on parantunut menetelmd kol-
lageenin valmistamiseksi ja menetelmdlld valmistettu kollageeni
ja kollageenin kdyttd eri aloilla.

Kollageeni on kuitumuotoinen aine, jossa on 18 aminohaposta ja
se muodostaa pddosan eldimien suolista ja mahasta, mutta sitd
on my0s muissa osissa eldimen kehoa, esimerkiksi ihon sisdosas-
sa (interial part) nahan muodossa, keuhkoissa ja utareissa jne.
Aiemmin kollageenia on etupddssi kdytetty sen alkuperdisessd
muodossa, enimmdkseen makkarankuorina, jotka tehd&dn puhdiste-
tuista suolista. Viime vuosina on myds valmistettu kollageenia
sen puhtaassa muodossa alkaen edelld mainituista eldimen kehon
osista ja kdytetty td&td puhdasta kollageenia eri tarkoituksiin
kuten keinotekoisesti tehtyind makkarankuorina, lisdaineina
hoitotarvikkeissa, leikkauslangoissa jne. Tunnettu tapa valmis-
taa kollageenia kuvataan ruotsalaisessa patentissa no. 8003876-
3, jossa kuvataan menetelmd, joka kdsittdd puhdistettujen suo-
lien jne. leikkaamisen nauhoiksi ja paloiksi, jotka syvdjdady-
tetddn ja jauhetaan, jonka jdlkeen ne saatetaan entsyymin vai-
kutuksen alaiseksi vesiliuoksessa, jolloin aminohapot, jotka
eivdt ole osana kollageenia hydrolysoituvat siten, ettd liuke-
nematon jdljelle jddva ﬁollageeni voidaan poistaa ja kdyttda
lisdkdsittelyjen jdlkeen. Toinen menetelmd kollageenin valmis-
tamiseksi k&sittd8 kalkin kdytén kollageenisdikeiden erottami-
seksi. Tdmd menetelmd on aikaavievd ja johtaa mySs siihen, ettid
vapaat kollageenimolekyylit erotetaan, mik& huonontaa loppu-
tuotteen ominaisuuksia.
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On jo kauan haluttu keksid menetelmd, joka on kahta edelld mai-
nittua menetelmdd parempi kollageenin tuottamiseksi. Siten, en-
simmdinen edelld mainittu menetelmd k&sittdd sen ettd, tdmd ha-
jotettu ldhtbaines pitdda jdddyttdd, mikd on seikkaperdistd ja
kallista, ja ettd pitda tehdd hydrolyysi suhteellisen alhaises-
sa pH:ssa, noin 8, kdyttden suhteellisen heikkoa entsyymid 2 -
5 tunnin ajan. Tdmd prosessi on kallis ja aikaavievd.

Toisessa edelld mainitussa menetelmdssd pitdd 1lisdtd kalkki,
mikd johtaa huonomman laadun lopputuotteeseen, samalla kun
laajennettu prosessi tulee vdlttdmdttomdksi.

Kyseessd olevassa keksinndssd on ratkaistu edelld mainittuihin
menetelmiin liittyvdt ongelmat ja kehitetty menetelmd@ kollagee-
nin valmistamiseksi teurastettujen ja leikattujen eldinten si-
vutuotteista, kuten suolista, mahasta jne., mille on ominaista
seuraavat prosessin vaiheet:

a) ldhtbaineet puhdistetaan ja upotetaan jddveteen, pH sda-
detddn noin 5,5:ksi,

b) ldhtbaineiden ja jd&veden seos jauhetaan, minkd jdlkeen
lisdtddn vield vettd siten, ettd jauhettu seos sisdltaa
suunnilleen yhtd monta paino-osaa l&htbaineita ja vettd,

c) seos kuumennetaan 40 - 42 °C:een ja pH sdddetddn enintdédn
11:ksi, edullisesti 10,5:ksi, minkd jdlkeen lisdtddn pro-
teolyyttistd entsyymid, esimerkiksi alkalasia (alkalas),
mddra joka vastaa 60 Anson-yksikkod kiloa kiintedd ainetta
kohden, siten, ettd tapahtuu muiden proteiinien kuin kol-
lageenin hydrolyysi samalla, kun sdilytetddn pH-arvo 1li-
sddmdlld emdstd kunnes hydrolyysi on tapahtunut ja emdstd
ei endd kuluteta,

d) pH sdddetddn 5,5:een 1isddmdlld happoa, minkd jdlkeen



e) erottunut kollageeni kerdtddn.

Keksinnon mukaisesti on edullista, ettd pH kohdissa a) ja d)
sdddetddn suolahapolla, sitruunahapolla tai maitohapolla.

Hydrolyysi tapahtuu keksinndn mukaisesti 1 3/4 - 3 % tuntia
samanaikaisesti lisdttdessd natriumhydroksidia emdksend.

Keksinntn mukaisesti erotettu kollageeni voidaan kerdtd siivi-
16imd114d, puhdistamalla vedelld 40 °C:ssa ja sentrifugoimalla
tai dekantoimalla. Vain yksi pesu vedelld on riittdvi.

Keksinndn mukaisesti on lisdksi edullista, ettd kollageeni ho-
mogenisoidaan kerd@misen jdlkeen pH:ssa n. 3 vuorotellen happo-
ja ja vettd 1isd8m&lld samanaikaisesti mekaanisesti kdsitellen,
kunnes saadaan haluttu kollageenin loppukonsentraatio.

Keksinndn mukaisesti on edullista kirkkaan 1dpindkyvdn kalvon
saamiseksi lopullisesta kollageenista, ettd siihen sekoitetaan
pelkist&vid aineita, kuten askorbiinihappoa ja natriumsulfiit-
tia, mé8&rid 2 painoprosenttiin asti, ja ristisitovia aineita
esimerkiksi glutaraldehydi&, suunnilleen 0,1 painoprosentin
mddrd, ja 5 - 10 painoprosenttia glyserolia pehmittimend, kaik-
ki kiintedd kollageenia kohden laskettuina.

Keksintd kdsittdd myos kollageenin, joka on valmistettu edelld
kuvatun menetelmdn mukaisesti ja kollageenin kdytén sideaineena
lihatuotteissa, kalvoina ruokien ja lddkkeiden pakkaamiseen,
kantaja-aineena vdriaineiden valmistuksessa, keinotekoisena
nahkana, haavojen hoitoon tarkoitettuna geelind, suojuksena
puolijohdepaloille (chips) elektroniikan tarkoituksiin ja suo-
juksena paperiteollisuudessa.

Raaka-aineet, joita voidaan kdyttdd keksinnén mukaisessa mene-
telmdssd, ovat etupddssd aineita, joita saadaan eldinten ruuan-
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sulatuselimistd kuten p6tsistd, neljdnnestd mahasta, toisesta
mahasta, suolista ja keuhkoista ja mdrehtij6iden utareista.

My6s sikojen suuria suolia voidaan kdyttda.

Kun kdytetddn suolta, se on ensimmdiseksi tyhjennettdvd lait-
teella, joka puristaa sisdllon ja suolien sisimmdn osan, nimel-
tddn limakalvo (mucosa), ulos puristamalla kumitelojen vdlissd.
Ei ole mitd@&n rajoitusta raaka-aineen lajista ja kaikkea, mikd
sisdltdd riittdvén mddrdn kollageenia, voidaan kdyttdd. Raaka-
aineet esikdsitellddn edullisesti poistamalla rasva, niin sa-
nottu suolilieve ja muu sellainen.

Sitten puhdistetut l&htBaineet sekoitetaan jddveteen, johon on
edullisesti lisdtty etikkahappoa siten, ettd saadaan pH:ksi
noin 5,5. Ndin suoli jddhtyy nopeasti ja mahdollinen bakteeri-
evoluutio loppuu. Vdltytddn jdddyttdmdstd ldhtbaineita, jotka
voidaan kuljettaa ja sdilyttdd tdssd tilassa, ennen kuin ne
jauhetaan.. Tdmd on tdrkedd, koska kollageenia valmistetaan
vain harvoissa paikoissa ja ldhtdaineet pitdd kuljettaa teu-
rastamoista kollageenitehtaaseen.

Kollageenitehtaassa lisdtddn puhdasta vettd siten, ettd 1&ht6-
ainetta on noin 50 painoprosenttia 'seoksesta. Tdmd ldmmitetddn
40 - 42 °C:een sekoittaen ja lisdtddn natriumhydroksidia niin,

ettd pH nousee 10,5:een ja ldmpdtila pidetddn 40 - 42 °C:ssa.

On tarkedd, ettd lampdtila ei ylitd tdtd arvoa, koska silloin

kollageenissa tapahtuu kiteisyyden muutoksia ja vield korkeam-
missa ld&mpétiloissa se muuttuu gelatiiniksi. Halutussa lampéti-
lassa ja pH-arvossa lisatddn proteolyyttisia entsyymeja, jotka
edullisesti muodostuvat alkalasista (alkalas). Tdssd korkeassa
pH:ssa voidaan lisdtd vahva entsyymikonsentraatio ja hydroly-

soimisaika on siksi lyhyt, 1 3/4 - 3 % tuntia. Hydrolyysin ai-
kana kuluu emdstd siten, ettd alkalia tdytyy jatkuvasti 1isdtd,
jotta pH 10,5 sdilyisi. Kun hydrolyysi on pd&ttynyt, mik& huo-
mataan siitd, ettd seoksen pH el laske endid, kun emidstd ei 1li-



sdtd, seoksen pH lasketaan 5,5:een 1lisdd@mdlld happoa, esimer-
kiksi suolahappoa, etikkahappoa, sitruunahappoa tai maitohap-
poa. Mitd hydrolyysin aikana tapahtuu on, ettd alkalas hydroly-
soi proteiinit, jotka eivdt ole osa kollageenia.

PH:ssa 5,5 muodostuu kokkareita ja kollageenin kokoon puristu-
mista esiintyy. T&md johtuu siitd, ettd kollageenin isoelektri-
nen piste on noin pH:ssa 5,5, mikd on yleisesti tunnettua. T&s-
sd muodossa on edullista erottaa kollageeni sopivasti siivildi-
malld tms.

Lopuksi kollageeni pestddn vedesd noin 40 °C:een ldmpédtilassa
ja sentrifugoidaan tai dekantoidaan. Sentrifugoinnissa kolla-
geenin saa tavallisesti noin 22 prosentin kiintedn aineen pi-
toisuuden ja denkantoinnissa noin 30 prosentin.

Jotta kollageenia voidaan kdyttdd aiottuun tarkoitukseen on
edullista, ettd se homogenisoidaan, mikd tehdddn mekaanisella
kdsittelylld vakuumisekoittimessa edullisesti taikinakoukulla
tai muulla sellaisella, lisdten happoa, kuten suolahappoa tai
maitohappoa, yhdessd veden kanssa siten, ettd saadaan pH 3 ja
haluttu kollageenin konsentraatio. Homogenisoinnin j&dlkeen kol-
lageeni asetetaan kypsymddn matalaan ldmpdtilaan, yleensd 8 -
10 °C, 24 tunnin ajaksi.

Kun kollageenia kdytetd&n kalvon muodostamiseen, esimerkiksi
syotdvan makkarankuoren huodossa olevan kalvon, lisdtddn ris-
tisitovia aineita, esimerkiksi glutaarialdehydii noin 0,1 pai-
noprosentin mddrd, ja pehmentdjdd glyserolin muodossa 5 - 10
painoprosentin md&rd. Kirkkaan ja ldpindkyvén kalvon saamiseksi
pitdd 1lis&td mySs antioksidanttia, kuten askorbiinihappoa tai
natriumbisulfaattia, md&rid 2 painoprosenttiin asti, edullises-
ti 0,02 - 0,1 painoprosenttia.



Kollageenin valmistuksen sivutuotteena voidaan valmistaa eldin-
ten rehurakeita hydrolysointivedestd kuivattamalla ja l1is&d&mdl-
14 vitamiineja, mineraaleja ja makuaineita tai sitd voidaan
kdyttdd mdrkdrehuna, joka siind tapauksessa tdytyy kdyttada
nopeasti, ettei esiintyisi mdddntymistd.

Kdytetty proteolyyttinen entsyymi sisd1tdd edullisesti Novon
alkalas 2,6:a, joka sisdltdd 60 Anson-yksikkdd 25 millilitraa
kohden. Tédmd alkalas on noin 4 kertaa vahvempaa kuin aiemmin
tunnetut alkalas-laadut. Yhdessd@ hydrolyysin aikana olevan kor-
kean pH-arvon kanssa se siksi saa aikaan erittdin nopean hydro-
lyysireaktion, mikd puolestaa merkitsee taloudellista etua.
Td118 menetelmdlld myds saadaan tuote, jolla on pieni rasvapi-
toisuus, mikd on erittdin tdrkedd seuraalle kalvon muodostuk-
selle.

Esimerkki:
6,5 kg puhdistettuja sian suolia upotetaan jddveteen, jonka pH
on 5,5. PH-arvoa sdddetddn etikkahapolla. Suolet ja jddvesi
jauhetaan, minkd jdlkeen lis&dtddn vettd siten, ettd veden ja
suolien yhteism&&rdksi tulee 13 kg, eli 6,5 kg vettd ja 6,5 kg
puhdistettuja sian suolia.

'
Seosta sekoitetaan ja kuumennetaan 40 - 41 °C:een lisdten noin
143 ml 4 M NaOH:a kunnes saavutetaan pH 10,5. Sen jdlkeen 1li-
sdttiin proteolyyttisté:entsyymié alkalas 2,6L:n, Novolta, muo-
dossa noin 150 ml:n md&rd. PH pidettiin vakiona 10,5:ssd noin 1
3/4 tuntia lisdten 4 M NaOH:a siten, ettd NaOH:n kokonaismid-
rdksi tuli 253 ml.

Hydrolysoimisen j&lkeen pH laskettiin 5,5:een 1isd&m&l113 suola-
happoa. Kollageenista muodostui kokoonpuristuneita ja muotoutu-
neita kokkareita.



Kollageeni erotettiin siiviléimdlld ja pestiin vedelld 40
°C:een ldmpobtilassa ja 6 - 7 kg:n vesimddrdlld, sekoittaen.
Pesuaika oli 20 - 25 minuuttia. Sitten kollageeni kerdttiin
sentrifugoimalla ja homogenisoitiin vakuumisekoittimessa sopi-
valla taikinakoukulla. Homogenisoinnin aikana lisdttiin vettd
ja suolahappoa siten, ettd saatiin pH 3 ja ja 8 prosentin kiin-
tedn aineen pitoisuus. Homogenisoinnin aikana kollageenin ldam-
p6tila ei ollut enempdd kuin 15 - 18 °C.

Homogenisoinnin jdlkeen kollageenia kypsennettiin 24 tunnin
ajan ja 8 - 10 °C:n la&mpdtilassa, jonka jdlkeen se siiviléitiin
erityiselld siivildlld paineessa, mahdollisten kokkareiden ja
epdpuhtauksien poistamiseksi.

Askorbiinihapon, glutaarialdehydin ja glyserolin lisddmisen
jédlkeen kollageeni suulakepuristettiin kirkkaaksi kalvoksi.

Kyseisessd keksinndssd on siis kehitetty taloudellinen mene-
telmd, jonka tuloksena on kollageeni, jolla on hyvin korkea

laatu ja jota voidaan kdyttdd useilla edelld mainituilla uu-
silla alueilla.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd@ luontaisen kollageenin valmistamiseksi suolista,

mahasta, ihonahasta, t unne t t u siitd, ettd menetelmdn
vaiheet ovat:

a)

b)

c)

d)

e)

ldhtbaineet puhdistetaan ja upotetaan jddveteen, pH sddde-
tddn noin 5,5:ksi,

ldhtbaineiden ja jddveden seos jauhetaan, minkd jdlkeen
lisdtddn vield vettd siten, ettd jauhettu seos sisdltda
suunnilleen yhtd monta paino-osaa ldhtdaineita ja vettd,

seos kuumennetaan 40 - 42 °C:een ja pH sdddetddn enintdédn
11:ksi, edullisesti 10,5:ksi, minkd jdlkeen lis&tddn pro-
teolyyttistd entsyymid md@&rd joka vastaa 60 Anson-yksikkod
kilogrammaa kiintedd ainetta kohden, siten, ettd tapahtuu
muiden proteiinien kuin kollageenin hydrolyysi samalla,

kun sdilytetddn pH-arvo lisddmé&lld emdstd kunnes hydrolyy-
si on tapahtunut ja emdstd ei endd kuluteta,

pH s&dddetddn 5,5:een lisddmdlld happoa, minkd jdlkeen

kollageeni erotetaan ja kerdtddn.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u

siitd, ettd vaiheissa a) ja d) pH:ta sd&detddn suolahapolla,
sitruunahapolla tai maitohapolla.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unne t t u

siitd, ettd hydrolyysi tapahtuu 1 3/4 - 3 % tunnin ajan lis&ten
natriumhydroksidia.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu

siitd, ettd kollageeni kerdtddn siiviléimdlld, pesemdlld ve-
delld noin 40 °C:ssa ja sentrifugoimalla tai dekantoimalla.
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5. Patenttivaatimusten 1 - 4 mukainen menetelmd, t un n e t-

t u siitd, ettd kollageeni homogenisoidaan ker&d@misen jdlkeen
pH:ssa noin 3 mekaanisella kdsittelylld.

6. Patenttivaatimusten 1 - 5 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd kirkkaan ldpindkyvdn kalvon saamiseksi kolla-
geeniin sekoitetaan pelkistd@vd& ainetta, kuten askorbiinihappoa
tai natriumsulfiittia, mddrd 2 painoprosenttiin asti, ja risti-
sitovia aineita esimerkiksi glutaraldehydid, suunnilleen 0,1
painoprosentin mddrd, ja 5 - 10 painoprosenttia glyserolia peh-
mittimend, kiintedd kollageenia kohden laskettuina.
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