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Streszczenie

Odpady pochodzace z przemyshu skorzanego stanowig istotne zrodlo dobrej jakosci kolagenu i hydrolizatow
kolagenowych, ktére majg wiele zastosowan w roéznych gateziach przemyshu. Dlatego naukowcy od wielu lat
staraja si¢ opracowac najlepsza metode ekstrakcji kolagenu, ktora bedzie charakteryzowac si¢ dobrg wydajnoscia
i jako$cig otrzymanego produktu. Niniejsza praca stanowi przeglad najpopularniejszych metod ekstrakeji kolagenu
z odpadow skdrzanych: metody wysalania, metody kwasowej i alkalicznej oraz metody enzymatyczne;.

Summary

Leather industry wastes can be a source of good quality of collagen and its hydrolysate which may find a various
practical applications in a raw of industry branches. Therefore scientists for many years trying to develop the best
extraction method, which will characterized in good efficiency and quality of product. This publication is a review
of the most popular methods of collagen extraction from leather wastes: salting out method, alkaline and acid

method and enzyme method.

Slowa kluczowe: hydrolizat kolagenu, metody ekstrakcji, odpady skorzane.
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1. Wprowadzenie

Przemyst skérzany odgrywa  szczego6lng role
w dzisiejszej globalnej gospodarce. Surowe skory
i obrzynki powstajace z przetworstwa migsnego trafiaja
jako surowy materiat do przemystu skorzanego.
W procesie obrobki, skory sa odpowiednio przycinane,
co generuje ogromne ilo$ci odpadow statych [1]. Na
kazda tone¢ surowca produkowane jest az 50 kg
materiatow  odpadowych. Rocznie na  $wiecie
przetwarzanych jest okoto 6,5 min ton skér surowych
[2]. W procesie tym generowane jest okoto 325 tysiecy
ton odpadoéw rocznie. Odpady te, ze wzgledu na swoja
szkodliwos¢, powinny by¢ poddane odpowiedniej
obrobce. Stanowi to pewien problem, gdyz garbarnie
nie dysponuja technologiami unieszkodliwiania czy
catkowitego wykorzystania tego rodzaju odpadow.
Odpowiednie zagospodarowanie i/lub przeksztalcanie
tych odpadow jest wymagane zgodnie z idea
zrOwnowazonego rozwoju i wzrostu gospodarczego.
Jednakze najwazniejszym aspektem jest ochrona przed
uwolnieniem si¢ odpadéw do $rodowiska naturalnego.
W niektorych krajach (Chiny, Hiszpania) odpady
skorzane sa wykorzystywane jako surowiec do
produkcji klejow, zelatyny, kolagenu, pasz czy
nawozow [3].

Kolagen jest biopolimerem, bedacym skladnikiem
skory, kosci, chrzastki, Sciegien czy wigzadet zwierzat.
Jest to niezwykle wazne biatko, ktore wystepuje
w tkance 1acznej i czesto posiada strukturg sieciowa lub
wloknista. W zalezno$ci od struktury widkien wyrdznia
si¢ nawet 29 typdéw kolagenu, w tym trzy podstawowe:
typ L, typ II oraz typ III. W skdrach zwierzecych typ 1
jest dominujacym typem kolagenu. Wspolnym
motywem strukturalnym wszystkich rodzajow jest
potrojna  helisa zlozona z trzech rownolegtych
lancuchow polipeptydowych zbudowanych z glicyny,
proliny i hydroksyproliny (GlyProHyp). Powstanie tej
helisy jest mozliwe dzigki wystgpowaniu wigzan
sieciujacych [3]. W bialku kolagenowym calkowita
zawarto$¢ glicyny (20%), proliny i hydroksyproliny

(25%) oraz kwasu glutaminowego (11%) nie
przekracza 50% [4]. Kolagen poddany tagodnej
obrobce cieplnej w warunkach kwasowych lub

zasadowych tworzy zelatyng. Z uwagi na swoje
wlasciwosci 1 powszechno$¢ wystgpowania, kolagen
jest produktem wysoce pozadanym na rynku. Znane sg
juz jego liczne zastosowania m.in. przy produkcji
kosmetykow, farmaceutykow, biomateriatow czy pasz
i zywnosci [4, 5]. Poza tym, kolagen jest powszechnie
akceptowany jako biomaterial, posiadajacy wiele
unikatowych wiasciwosci, jak np. duza wytrzymatos¢
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na  rozcigganie, niska  antygenowos$¢,  dobra
biokompatybilnos¢. Kolagen posiada rowniez zdolno$¢
do indukowania krzepnigcia ptytek krwi czy

skutecznos¢ w gojeniu ran [3].

Przy tak licznych zastosowaniach kolagenu istotne jest,
aby w sposéb jak najbardziej wydajny i efektywny
wyizolowaé¢ go z odpadow skorzanych. Wiele raportow
opisuje metody ekstrakcji kolagenu ze skor [3, 4, 5, 6].
Jednakze najpopularniejszag metoda ekstrakcji jest
rozpuszczanie kolagenu za pomocg kwasu octowego
[3, 5]. Inne powszechnie stosowane metody, ktore
mozna znalez¢ w literaturze, to: metoda wysalania,
metoda zasadowa i metoda enzymatyczna [4]. Celem
niniejszej pracy jest charakterystyka powszechnie
stosowanych metod ekstrakcji kolagenu.

2. Metody ekstrakcji kolagenu

Metoda wysalania

Wysalanie jest stosowane gtownie do ekstrakcji
rozpuszczalnego Dbiatka kolagenowego z tkanek
zwierzat. W metodzie tej stosowane sg neutralne
roztwory soli jak NaCl, Tris-HCI, fosforany czy
cytryniany. Stezenie soli jest kluczowym parametrem
reakcji. Nawet male zmiany w st¢zeniu odczynnika
moga znacznie zmieni¢ wynik procesu. Udowodniono,
ze wraz ze wzrostem stezenia soli w przedziale od 20
do 500 mM, w zaleznosci od zastosowanej soli,
nastgpuje proces destabilizacji struktury czasteczki
kolagenu. Jest to ogromna niedogodno$¢, przez co
stosowanie wysalania jest ograniczone [4, 7].

Metoda alkaliczna

Metoda alkaliczna jest powszechnie stosowana
w przetworstwie odpadéw skorzanych. Wynika to
z tego, ze procedura ekstrakcji nie jest skomplikowana
i pozwala na czeSciowe usuniecie chromu ze skor.
Chrom w polaczeniu z grupa karboksylowa kolagenu,
po dodaniu substancji alkalicznej (m.in. wapna,
wodorotlenku sodu, weglanu sodu czy tlenku magnezu)

Iaczy si¢ z grupa hydroksylowa, dzigki czemu powstaje
osad w postaci Cr(OH); oraz uwalniany jest kolagen.
Metoda ta ma takze pewne wady, takie jak stosunkowo
wysokie zawartosci popiotu (10-13%) czy zniszczone
struktury aminokwaséw w koncowym produkcie.
Migdzy innymi z tego powodu uzyskany produkt nie
nadaje si¢ do celow spozywczych czy medycznych.
Rozwigzaniem jest zastosowanie innego sposobu
frakcjonowania. Odpady poczatkowo sg poddane
lagodnej obrobce (niska temperatura, niskie stezenia
zasad, krotki czas ekstrakcji) celem wydobycia tatwo
rozpuszczalnego kolagenu. Dopiero po tym procesie
warunki sg wzmacniane, czyli zwigkszane jest stezenie
zasad i podwyzszana jest temperatura. Dzigki temu
uzyskuje si¢ kolagen trudno rozpuszczalny. Otrzymany
produkt koncowy charakteryzuje si¢ niskg zawartoscia
popiotu (mniej niz 2%) 1 wysoka zawartosciag kolagenu
(43%) [4].

Gaidau 1 wsp. (2009) wykorzystali metode alkaliczng
do ekstrakcji kolagenu z odpadéw skérzanych. Proces
ekstrakcji prowadzony byt przez 6,5 godziny
w reaktorze okresowym, przy temperaturze wynoszacej
79-80°C, w $rodowisku zasadowym i przy ci$nieniu
atmosferycznym. Ostatnie dwa parametry okazaty si¢
kluczem do uzyskania najlepszej jako$ci hydrolizatu.
Optymalizacja procesu zostala przeprowadzona przy
zastosowaniu symulacji matematycznych. Najlepsze
warunki procesu osiggni¢to przy temperaturze 79,4°C
i czasie 6,4 godziny. Dzigki temu otrzymano wolne od
chromu hydrolizaty peptydowe, bedgce mieszaning
wolnych  aminokwasow, tj.  glicyny, kwasu
asparaginowego, kwasu glutaminowego, seryny,
histydyny, tyrozyny i proliny oraz ich soli. Taki produkt
mozna stosowa¢ do réznych celow. Autorzy artykutlu
wykorzystali go do produkcji bionawozow [8]. Analiza
GC/MS pokazata, ze hydrolizat kolagenu otrzymany ta
metoda zawiera metioning, glutaming, alaning, glicyne i

leucyne (Rys. 1) [9].
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Rysunek 1. Chromatogram GC/MS aminokwasow zawartych w hydrolizacie kolagenowym (ekstrakcja
metoda alkaliczna) [9].
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Zhang 1 wsp. (2006) rowniez zastosowali metode
alkaliczng do produkcji hydrolizatéw kolagenowych,
jednakze parametry procesu byly nieco inne. Do
wapnowanych odpadow bydlecych dodawano (3-4)%
wapna i 0,5% NaOH. Po dwoch tygodniach skory byly
przemywane, a ich pH bylo neutralizowane za pomoca
1,5% HCI. Zelatyna byta pieciokrotnie ekstrahowana
w temperaturze od 70°C do 90°C w odstgpach 5°C.
Hydrolizat kolagenu otrzymano w wyniku hydrolizy
zelatyny przy uzyciu 0,02% (w/v) trypsyny (1:250)
w temperaturze 40°C przez 4 godziny. Celem pracy
bylo otrzymanie specjalnych membran. W tym celu
ekstrakt zostal wysuszony za pomocg suszarki
rozpylowej, a nastgpnie byt przechowywany
w eksykatorze w temperaturze 30°C. Jednakze praktyka

pokazata, ze hydrolizaty kolagenu sg zbyt kruche do
produkcji membran [10].

Metoda kwasowa

W kolejnej metodzie — kwasowej, celem rozszerzenia
i rozpuszczenia widkien kolagenowych, stosowane sa
roznego rodzaju kwasy. Badania wykazaly, ze najlepsze
efekty mozna osiggnaé uzywajac kwasu cytrynowego,
kwasu octowego i wreszcie kwasu solnego. Ekstrakcja
za pomocg kwasow roéwniez pozwala na usuniccie
chromu ze skor. Ciggle jednak istnieje problem
oddzielenia rozpuszczonego chromu od biatka
kolagenowego.

Odpady surowe [skory i obrzynki)

-

Odwiaszanie (10% wapno i 3% Ha:5)

Odwapnianie 2% NH.CI (120 min)

w

Ciecie materiatu na mate kawatki

Dodatek 1:2560 (wiv) 0,5M kwasu octowego : kwasu propionowego do fragmentow

skor

L 3

Mieszanie przez noc (4°C, 14 godzin)

Kwasowe rozpuszczanie skory

L 3

Homogenizacja przy 15000 rpm przez 10 min w 4°C

Odwirowanie przy 12000g przez 15 min w4°C

Usuniecie pozostatosci

Kwasowe rozpuszczenie kolagenu

Stracenie kolagenu przy uzyciu HaCl (5% wiv)

Odwirowanie przy 12000g przez 15 min w 4°C i usuniecie supernatantu

-

Ponowne rozpuszczenie czasteczek kolagenu w 0,6M kwasie octowym/propionowym
i dializa wobec 20mM Ha:HPO.

Odwirowanie przy 7000 rpm przez 10 min w 4°C
Usuniecie supernatantu

Ponowne rozpuszczenie czasteczek kolagenu w 0,6M kwasie octowymipropionowym
i dializa wobec 0,1m kwasu octowegol/propionowego

l Oszacowanie stezenia kolagenu

Zebranie oczyszczonego kolagenu i jego charakterystyka (CD, SDS-PAGE, FTIR)

Rysunek 2. Przyklad procedury ekstrahowania kolagenu metodg kwasowa z surowych obrzynkéw skor
kozich [6].
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Massilamani i wsp. (2016) opisali w swojej pracy
kwasowa ekstrakcje kolagenu z surowych obrzynek.
W  badaniach tych porownano zdolnosci do
rozpuszczania kolagenu dwoch kwasow: kwasu
propionowego i kwasu octowego. Poszczegdlne etapy
tego procesu przedstawiono na rysunku 2. Otrzymany
kolagen zostat zhydrolizowany za pomoca 6N HCI
w czasie 16 godzin w temperaturze 105°C. Ilos¢
wyekstrahowanego kolagenu zostala okreslona poprzez
oznaczenie  zawartoSci  hydroksyproliny  (Hyp)
w koncowym produkcie. Aminokwas ten wystepuje
tylko w strukturze kolagenu, ktorego zawarto$¢ jest
doktadnie 7,4 razy wicksza niz Hyp. Dlatego wynik
analizy nie jest zafalszowany obecno$ciag innych biatek
w probce. Surowy material zawieral 21,5% w/w
kolagenu. Wydajno$¢ ekstrakcji kwasem octowym
i ekstrakcji kwasem  propionowym = wynosita
odpowiednio 85% 1 93%. Udowodniono, ze stosujac
kwas propionowy uzyskuje si¢ wyzszg wydajnosc
procesowg niz przy zastosowaniu kwasu octowego [3].

Bardzo podobng metodyke zastosowat zespot badawczy
z Meksyku, ktory wyekstrahowat kolagen ze $ciggien
ogona 1 skory od bydla, przy zastosowaniu kwasu
octowego. Naprzemienne wytracanie i odwirowywanie
kolagenu rozpuszczonego w  kwasie octowym
pozwolito na uzyskanie produktu zawierajacego od 2,1
do 2,6 mg kolagenu na 1 ml probki [11].

Metoda enzymatyczna

Metoda enzymatyczna ma znacznie wigce] zalet
W poréwnaniu z wczeSniej opisanymi metodami.
Charakteryzuje si¢ lepsza selektywnoS$cia reakcji, jest
mniej destrukcyjna dla struktury kolagenowej, struktura
potrojnej helisy jest lepiej zachowana, a otrzymany
produkt ma wysoka czysto$¢ i stabilne witasciwos$ci
fizyczne 1 chemiczne. Poza tym, stosowane urzadzenia
nie ulegaja korozji oraz niskie jest zuzycie energii
w trakcie procesu. Metoda enzymatyczna posiada
jednak kilka wad, m.in. hydroliza nie jest dostatecznie
kompletna oraz dhlugi jest czas reakcji hydrolizy.
Najczesciej stosowanymi enzymami w tej metodzie sa
pepsyna,  papaina, trypsyna  oraz  enzymy
odpowiedzialne za usuwanie chromu, tj. proteazy
neutralne i proteazy alkaliczne. Zastosowanie tych
enzymow gwarantuje dzialanie jedynie na regiony
nichelikalne  tancuchow  polipeptydowych, co
gwarantuje stabilno$¢ strukturalng 1 biologiczna
aktywno$¢ wyekstrahowanego kolagenu [4].

Simeonova 1 Dalev w 1996 opublikowali prace
przedstawiajagca badania nad ekstrakcja kolagenu
z zastosowaniem proteinazy alkalicznej pochodzacej od
bakterii Bacillus subtilis. Proces rozpoczgto od
przemywania odpadow w celu usunigcia soli
nieorganicznych. Nastepnie oddzielono tluszcze.
W kolejnym kroku przeprowadzono ekstrakcje

kolagenu w roztworze z goraca woda i ekstrakcje biatka
Z nierozpuszczonych pozostalosci z zastosowaniem
enzymu. Dzieki temu uzyskano trzy frakcje: frakcje
thuszczowa (16 bydla), hydrolizat kolagenowy
i koncentrat biatka na pasze. W ten sposéb udato sig
wyekstrahowa¢ nawet do 95% biatka zawartego
w odpadach pochodzenia zwierzecego [12].

W  poézniejszym czasie roézne zespoly badawcze
dopracowywaty metod¢ enzymatyczna, aby uzyskac jak
najlepszy efekty. W tabeli 1 zestawiono parametry
procesowe ekstrakcji kolagenu dla dwoch rodzajow
odpadow: odpadow skorzanych oraz odpadow
skorzanych zawierajacych chrom.

Tabela 1. Poréwnanie parametrow procesowych
ekstrakcji kolagenu z odpadéw skérzanych [13, 14].

Warunki Rodzaj odpadow
hydrolizy Odpady Odpady skérzane
skorzane z chromem
Czas procesu 8-10 godzin 40 minut
Rodzaj Neutralna Neutralna proteaza
enzymu proteaza i alkaliczna proteaza
Dawka 2,0 g nakg
surowego 0,16% enzymu
enzymu .
materiatu
Temperatura 40°C 65°C
procesu
Wyjsciowe pH 5 9,5
Wydajnosc 23,05% 62,2%
reakcji

Enzymy do ekstrakcji reakcji mogg by¢ pozyskiwane
z réznych zrédel. Shanthi i wsp. (2013) wykorzystali
mikroorganizmy proteolityczne z gatunku Alcaligenes
faecalis, ktore wyizolowano z gleby w garbarni.
Bakterie z tego gatunku charakteryzuja si¢ wysoka
odpornoscig na obecny w probkach chrom. Co wiecej,
wykazuja one silne zdolnosci proteolityczne i posiadaja
zdolno$¢ do degradowania nawet 90% odpadow
chromowych w czasie 120 godzin. Hydrolizat
produkowany ta metoda zawiera 12% popiotu 1 80%
biatka oraz peptydow, gdzie najmniejsze sa wielkosci
rzedu 3-30kDa [15].

Modyfikacje metod ekstrakcji

W celu wuzyskania najwyzszej jakosci ekstraktu
i wysokiej wydajno$ci procesu, przy zachowaniu
optymalnych warunkow analitycznych
i ekonomicznych, korzystne jest czasem tgczenie
niektorych omoéwionych metod. Przyczynia si¢ to
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rowniez do zwigkszenia czystosci produktu koncowego
i zmniejszenia iloSci wytwarzanych odpadow.

W pracy Fernandez-Hervas i wsp. (2007) do ekstrakcji
kolagenu z owczej skory uzyto trypsyny i 0,5
molowego roztworu kwasu octowego. Wydajnosc
procesu wynosita 5,8% w odniesieniu do suchej skory
[16]. Jian i wsp. (2008) wykorzystali ultradzwieki
w celu przyspieszenia hydrolizy enzymatycznej
niegarbowanych  stalych  odpadéow  skorzanych.
Stwierdzono, ze ultradzwigki wspieraja proces dyfuzji
enzymu przez pory skory i niszcza strukture kolagenu.
W tych badaniach uzyto proteazg¢ wyizolowang
z bakterii Bacillus subtilis i alkaliczng proteaze z
Bacillus licheniformis. Hydrolize przeprowadzono w
nastgpujacy sposob: roztwor enzymu dodano w ilosci
1,59 g/l do 250 g odpaddéw skorzanych, a nastgpnie
probki inkubowano z dodatkiem buforu (czteroboranu

Udowodniono, ze ultradzwigki poprawiaja ostateczny
stosunek konwersji (zdefiniowane jako stezenie
rozpuszczalnego bialka/poczatkowe stezenie substratu)
od 57,6% do 84,1%. Zawartos¢ glicyny, proliny
i hydroksyproliny wzrasta znacznie po tym procesie,
podczas gdy ilo$¢ innych aminokwasOw nieznacznie
maleje. Oznacza to, ze proteaza w opisanych
warunkach, niszczy regiony helikalne tych trzech
aminokwasow. Dlatego ultradzwigki moga
przyspieszy¢ enzymatyczng hydrolize niegarbowanych
stalych odpadow skorzanych i dzigki temu mozna
uzyskac lepsza ekstrakcje kolagenu [17].

3. Podsumowanie

Podsumowujac, odpady skorzane zawieraja bardzo
duza ilo§¢ cennego biatka, ktore moze mie¢ wiele
zastosowan. W tabeli 2 zebrano i omowiono najczesciej

sodu) w temperaturze 40+2°C w pH 9,5 i przy stosowane metody ekstrakciji kolagenu
predkosci 100 obrotow na minute. Proces prowadzono  z tkanek zwierzecych.
z/bez ultradzwickow (40 kHz, 0,64 W/cm?).
Tabela 2. Porownanie metod ekstrakcji kolagenu [5].
Mechanizm | Odczynniki | Zalety | Wady | Lit.
METODA WYSALANIA
Bl.alka. kOlag,eI.low? . RO.thor NaCl, — Metoda dobra dla — Metoda niestabilna.
posiadaja wtasciwosci Tris-HCl, 2 kol St ie tei metod [5]
rozpuszczalnych soli i fosforan lub wytracania kolagenu | —  Stosowanie tej metody
. . . typu I. jest ograniczone.
ulegaja wysalaniu. cytrynian.
METODA ALKALICZNA
— Proste techniki. — Zanieczyszczenie wody,
Hydroliza (powstaja Wapno, — Metoda fatwa do glepyl powietrza.
R kontrolowania. — Zuzywane sa ogromne
duze ilo$ci zhydro- wodorotlenek sodu, . . e [1-3]
li : — Przebiegajace reakcje ilosci wody.
izowanych biatek weglan sodu, sa lagodne Diugi process [9]
kolagenowych). o a : .
genowych) tlenek magnezu. — Szybko przebiega — Reakcje korodujace
hydroliza. sprzet.
METODA KWASOWA
Kwas w niskim stezeniu S — Reakcje silnie
moze zniszczy¢ Kwas octowy — Frakcja biatka korodujace sprzet
wigzania miedzy KWas Cvir nol kolagenowego jest _ Powstai ' [4][6]
czasteczkami, dzigki K ytrynowy wysoka. Z;)rﬁgc?qszczenia [8]
czemu uwalniane i mas q — Hydroliza przebiega Ami 12/ 1 '
rozpuszczane s3 wtokna chiorowodorowy. bardzo szybko. — Aminokwasy fatwo
kolagenowe. ulegaja zniszczeniu.
METODA ENZYMATYCZNA
. — Lepsza selektywnos¢ — Niekompletna
],Enzymy .ataku]q reakcji. hydroliza.
fancuchy nie bedace L . . . .
A — Mnigjsze zniszczeniaw | — Czas reakcji jest dtugi. [4]
fragmentami helisy w Pepsyna, .
. : . biatku kolagenowym. | — Wymagany proces [9]
biatku, a nastgpnie tna papaina, Lo .
- — Wysoka czysto$é i usuwania chromu. [10]
kolagen na mniejsze trypsyna. yooka bzy;
fragmenty w czesci N - stabilno$¢ produktu. — Ztozonosé i wysoki [12]
kofcowej — Przebiegajace reakcje koszt procesu.
] sg fagodne dla sprzetu.
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Najczesciej stosowana sposrod wymienionych metod,
metoda  kwasowa, charakteryzuje si¢  wyzsza
wydajnoscia reakcji w poré6wnaniu z metoda alkaliczng
i enzymatyczng. Zaréwno hydroliza kwasowa, jak
i alkaliczna przebiega bardzo szybko, jednakze w obu
przypadkach aminokwasy moga ulec zniszczeniu. Poza
tym, proces oczyszczenia koncowego produktu jest
drogi i skomplikowany. Metody te sg réwniez bardzo
agresywne dla sprzgtu oraz generujg spore ilosci
odpadéw zawierajacych chrom. Dobrym rozwigzaniem
wydaje si¢ by¢ zastosowanie enzymoéw do ekstrakcji
kolagenu, gdyz enzymy nie niszczg struktury kolagenu,
maja lepsza selektywnos$¢ reakeji oraz nie wptywaja na
korozje sprzetu. Coraz czgéciej rOwniez taczy sie wyzej
wspomniane metody celem uzyskania najwyzszej
wydajnos$ci reakcji, przy jak najmniejszych kosztach.
Poniewaz biatka kolagenu znajduja wiele zastosowan
(jako  suplementy diety, kosmetyki, materiaty
biomedyczne, pasze dla zwierzat) mozna stwierdzi¢, ze
potencjal rozwoju rynku ekstrakcji bialka kolagenu
z odpadow pochodzenia zwierzecego jest ogromny.

Praca ta =zostala wykonana w ramach projektu
"COLL_LEG_SEED" otrzymanego w  ramach
programu "ERA-Net RUS Plus - INNOVATION".
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