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Praca oryginalna Original paper

Podczas produkcji filetów z dorsza ba³tyckiego, a¿
60% masy ryb to produkty uboczne. Krêgos³up stano-
wi ok. 15% masy ryby (5, 18). Zawiera on du¿o przy-
legaj¹cej tkanki miê�niowej. Dotychczas czê�æ odpa-
dów przemys³u rybnego, w tym równie¿ krêgos³upy,
przetwarzana jest na m¹czkê rybn¹ lub wykorzysty-
wana w niewielkim stopniu jako karma w hodowli
zwierz¹t futerkowych, natomiast pozosta³a czê�æ tra-
fia na wysypiska �mieci jako odpady szczególnie uci¹¿-
liwe dla �rodowiska. Krêgos³upy s¹ zatem niewyko-
rzystanym racjonalnie �ród³em pe³nowarto�ciowych
bia³ek miê�niowych, kolagenu i soli mineralnych. Na-
tywny, nie zanieczyszczony kolagen mo¿na otrzymaæ
z krêgos³upów po uprzednim usuniêciu z nich towa-
rzysz¹cych mu bia³ek.

Bia³ka sarkoplazmatyczne i miofibrylarne mo¿na
wydzieliæ z miêsa ryb drog¹ wyczerpuj¹cej ekstrakcji
5% roztworem NaCl o pH 7,5 (4, 17). Wydajno�æ eks-
trakcji bia³ek zale¿y od stosowanych parametrów eks-
trakcji, tj. stosunku rozpuszczalnika do materia³u, stop-
nia rozdrobnienia surowca, czasu i krotno�ci ekstrakcji.

Drog¹ ³agodnej ekstrakcji roztworami soli nie za-
wsze mo¿na wydzieliæ wszystkie albuminy i globuli-
ny, np. te, które w wyniku stosowanych zabiegów tech-
nologicznych uleg³y denaturacji. Zdenaturowane bia³ka
np. dorsza ba³tyckiego przechowywanego zamra¿al-
niczo przez d³u¿szy czas mo¿na ca³kowicie rozpu�ciæ
w 0,1 M roztworze NaOH. Wprawdzie alkalia sku-
tecznie rozpuszczaj¹ bia³ka niekolagenowe, ale mo-
dyfikuj¹ strukturê kolagenu i czê�ciowo go rozpusz-
czaj¹. Do usuwania bia³ek niekolagenowych z odpa-
dowych surowców ³¹cznotkankowych przemys³u ryb-
nego stosuje siê przewa¿nie 0,1 M roztwór NaOH
(8, 9). Brak jest jednak informacji odno�nie do sku-
teczno�ci tej operacji oraz rozpuszczalno�ci kolagenu
i jego strat. Ilo�æ kolagenu rozpuszczonego w 0,1 M
roztworze NaOH zale¿y od jego pochodzenia. Stosu-
j¹c ten roztwór do oczyszczania izolatu �ródmiê�nio-
wego kolagenu bydlêcego z bia³ek miê�niowych wy-
ekstrahowano ok. 10% kolagenu (12), podczas gdy al-
kaliczny roztwór bia³ek miêsa karpia i pstr¹ga nie za-
wiera³ kolagenu (14, 15). Natomiast w 0,01 M roz-
tworze NaOH rozpuszcza siê ok. 5% kolagenu z roz-
drobnionych skór dorsza ba³tyckiego (13).

Optymalizacja odzyskiwania bia³ek miê�niowych
z krêgos³upów dorsza ba³tyckiego*)

EL¯BIETA SKIERKA, MARIA SADOWSKA, JULITA MAJEWSKA

Katedra Chemii, Technologii i Biotechnologii ¯ywno�ci Wydzia³u Chemicznego Politechniki Gdañskiej,
ul. G. Narutowicza 11/12, 80-952 Gdañsk

Skierka E., Sadowska M., Majewska J.

Optimization of protein recovery from cod backbone
Summary

The aim of the study was to establish the optimum conditions for recovering non-collagen proteins from the
backbones of cods by solvent extraction. The proteins were extracted in three different ways: twice in 24 h
with 5% sodium chloride or 0.1 M sodium hydroxide solution, or firstly using 5% sodium chloride solution
over 24 h, and then 0.1 M sodium hydroxide solution in 24 h. Different ratios of backbone to solution were
tested, 1 : 2; 1 : 4; 1 : 6; 1 : 8; 1 : 10; 1 : 12. All procedures were performed at 4°C. 0.1 M solution of sodium
hydroxide was more effective in extracting protein than 5% solution of sodium chloride. A 100% yield of
non-collagen protein was recovered from fresh backbone by double 24 h extraction with sodium hydroxide
solution, while this was 70%with sodium chloride solution. About 80% of the protein was soluble when
extraction was conducted in the first stage with sodium chloride solution and then with sodium hydroxide
solution. After 5 months of storing the backbone at -18°C, protein recovery decreased by about 40% for
sodium chloride solution and about 20% for sodium hydroxide solution, and about 30% for mixed extraction.
The extraction yield had no influence on the ratio of extracted material to solution. Collagen losses during
extraction did not exceed 0,4%.

Keywords: fish; protein; by-products

*) Badania finansowane przez Ministerstwo �rodowiska, umowa nr 42/05/
Wn50/NE-OZ-Tx/D.



Medycyna Wet. 2006, 62 (5)580

Celem pracy by³o ustalenie optymalnych para-
metrów wydzielania bia³ek miê�niowych z krê-
gos³upów dorsza, bez strat kolagenu.

Materia³ i metody
Materia³em do badañ by³y krêgos³upy dorsza ba³-

tyckiego (Gadus morhua), po mechanicznym fileto-
waniu ryb. Krêgos³upy zamro¿one w �18°C rozdrob-
niono w wilku przez siatkê o �rednicy oczek = 0,5 cm,
dok³adnie wymieszano, zapakowano w woreczki po-
lietylenowe i przechowywano w temperaturze �18°C.

W surowcu oznaczono zawarto�æ:
� suchej masy, metod¹ suszarkow¹, susz¹c mate-

ria³ do sta³ej masy w temperaturze 105°C,
� popio³u, metod¹ wagow¹, spopielaj¹c próbki

w temperaturze 600°C,
� azotu ogó³em, metod¹ Kjeldahla wg PN (10),
� hydroksyproliny, metod¹ kolorymetryczn¹ wg ISO

(1) po 6-godzinnej hydrolizie próbek w roztworze
6 M kwasu solnego. Zastosowano przelicznik hydro-
ksyproliny na kolagen równy 14,7 (13).

Bia³ka miê�niowe ekstrahowano z krêgos³upów
zgodnie ze schematem przedstawionym na ryc. 1, roz-
tworami 5% NaCl i/lub 0,1 M NaOH. Stosunek su-
rowca do rozpuszczalnika wynosi³: 1 : 2; 1 : 4; 1 : 6;
1 : 8; 1 : 10 i 1 : 12 (w : v). Stosowano trzy ró¿ne
warianty ekstrakcji. Surowiec traktowano w pierw-
szym i drugim etapie 5% roztworem NaCl, w pierw-
szym etapie 5% roztworem NaCl, a nastêpnie 0,1 M
roztworem NaOH lub w dwóch etapach 0,1 M roz-
tworem NaOH. W ekstraktach, po pierwszym i po dru-
gim etapie, oznaczano zawarto�æ bia³ek miê�niowych me-
tod¹ Lowry�ego (7) oraz hydroksyproliny. Wyniki wyra¿o-
no jako procent wyekstrahowanych bia³ek miê�niowych
i kolagenu w stosunku do ca³kowitej ich zawarto�ci w krê-
gos³upach. Do�wiadczenia wykonano w trzech powtórze-
niach. Okre�lono równie¿ wp³yw przechowywania zamra-
¿alniczego na wydajno�æ ekstrakcji bia³ek niekolageno-
wych, przy stosunku surowca do rozpuszczalnika 1 : 2, dla
wszystkich wariantów ekstrakcji. Ze wzglêdu na nisk¹ tem-
peraturê denaturacji kolagenu ekstrakcjê bia³ek miê�nio-
wych prowadzono w temperaturze 4°C.

Wyniki i omówienie
Krêgos³upy dorsza ba³tyckiego zawiera³y: 22% su-

chej masy, 6,2% popio³u, 16,7% bia³ka ogó³em, z cze-
go 5,2% stanowi³ kolagen. Otrzymane wyniki s¹ zgod-
ne z uzyskanymi przez Gildberga i wsp. (5). Z przed-
stawionego sk³adu podstawowego wynika, ¿e krêgo-
s³upy dorsza ba³tyckiego zawieraj¹ ok. 76% bia³ka
ogó³em w suchej masie, z czego 2/3 stanowi¹ bia³ka
miê�niowe. Zatem z tony krêgos³upów mo¿na by od-
zyskaæ ok. 115 kg bia³ek miê�niowych. Pozosta³o�æ
stanowi¹ elementy kostne, które zawieraj¹ ok. 30%
kolagenu w suchej masie oraz ok. 60-70% soli mine-
ralnych, g³ównie fosforanu wapnia (oko³o 85%), resz-
ta to: wêglan wapnia (10%), fosforan magnezu (1,5%),
fluorek wapnia (0,3%), chlorek wapnia (0,2%) i sole
sodu (2%) (6).

Wp³yw parametrów ekstrakcji bia³ek miê�niowych
z krêgos³upów na ich rozpuszczalno�æ przedstawiono
na ryc. 2. Stwierdzono, ¿e niezale¿nie od zastosowa-
nego rozpuszczalnika stosunek surowca do roztworu
nie ma wp³ywu na wydajno�æ ekstrakcji bia³ek. Nie-
wielkie ró¿nice w ilo�ci wyekstrahowanych bia³ek
mieszcz¹ siê w granicach b³êdu oznaczeñ. Odmienne
wyniki otrzymali Boles i wsp. (3), którzy ekstrahowa-
li bia³ka miê�niowe z ko�ci bydlêcych 0,05 M roztwo-
rem NaOH oraz Batista (2), który wydziela³ bia³ka
z �trocin� powsta³ych po porcjowaniu zamro¿onych
filetów z orki i morszczuka. Ze wzrostem stosunku
rozpuszczalnika do surowca od 1 : 1 do 10 : 1 roz-
puszczalno�æ bia³ek miê�niowych z ko�ci bydlêcych
wzros³a ok. dwukrotnie. Natomiast wydajno�æ ekstrak-
cji bia³ek z odpadów miê�niowych orki zwiêkszy³a siê
dwukrotnie, a morszczuka trzykrotnie po zwiêksze-
niu stosunku rozpuszczalnika do surowca z 4 : 1 do
20 : 1.

Na ilo�æ wyizolowanych bia³ek wp³ywa rodzaj u¿y-
tego rozpuszczalnika. W 5% roztworze NaCl (ryc. 2a)
w czasie 24 h rozpuszcza³o siê ok. 25% bia³ek miê�-
niowych i dodatkowo 5% podczas drugiej 24 h eks-
trakcji. Wg Bolesa i wsp., 24 h ekstrakcja w 4% roz-
tworze NaCl umo¿liwi³a wyekstrahowanie z bydlêcych
krêgów i ¿eber, odpowiednio, zaledwie 18% i 13% bia-
³ek (3). Potwierdza to ró¿n¹ rozpuszczalno�æ bia³ek
w roztworze soli, determinowan¹ przez ekstrahowa-
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Ryc. 1. Schemat ekstrakcji bia³ek miê�niowych z krêgos³upów dor-
sza ba³tyckiego
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ny surowiec i parametry procesu technologicznego od-
zysku bia³ek. Natomiast w wariancie, w którym pod-
czas pierwszych 24 h ekstrahowano bia³ka 5% roz-
tworem NaCl, a nastêpnie osad poddawano dzia³aniu
0,1 M roztworu NaOH, wiêcej bia³ek rozpu�ci³o siê
podczas drugiej ekstrakcji � 35% (ryc. 2b). �wiad-
czy to, ¿e jest on lepszym rozpuszczalnikiem ni¿ 5%
roztwór NaCl. Najwiêksz¹ wydajno�æ bia³ek uzyska-
no, gdy w I i II etapie do ich ekstrakcji zastosowano
0,1 M roztwór NaOH. Efektywniejsza by³a pierwsza
ekstrakcja (ryc. 2c), podczas której wydzielono z su-
rowca ok. 60% bia³ek, za� podczas drugiej ekstrakcji
rozpuszczeniu uleg³o dodatkowo ok. 20% bia³ek miê�-
niowych.

Wp³yw przechowywania zamra¿alniczego w tem-
peraturze �18°C na rozpuszczalno�æ bia³ek niekola-
genowych krêgos³upów badano przez porównanie
wydajno�ci ekstrakcji bia³ek miê�niowych ze �wie¿e-
go surowca oraz krêgos³upów rybnych przechowywa-
nych w temperaturze zamra¿alniczej przez piêæ mie-
siêcy, przy stosunku surowca do rozpuszczalnika 1 : 2.

Podczas przechowywania krêgos³upów w tempera-
turze �18°C przez 5 miesiêcy, w wyniku zmian dena-
turacyjnych, zmala³a rozpuszczalno�æ bia³ek miê�nio-
wych niezale¿nie od rodzaju rozpuszczalnika i krot-
no�ci ekstrakcji (ryc. 3). Rozpuszczalno�æ bia³ek w 5%
roztworze NaCl zmniejszy³a siê o ok. 40% i wynosi³a
po 5 miesi¹cach zamra¿alniczego przechowywania ok.
30%, czyli osi¹gnê³a warto�æ okre�lan¹ przez Sikor-
skiego (18, 19) jako graniczn¹. Oznacza to, ¿e do roz-
tworu przesz³a tylko frakcja bia³ek sarkoplazmatycz-
nych, stanowi¹ca 30% bia³ek w³ókna miê�niowego.
S¹ one bowiem stabilne w temp. powszechnie stoso-
wanej w zamra¿alnictwie i w zamra¿alniczym prze-
chowywaniu ¿ywno�ci tkankowej (miêsa, ryb itp.),
natomiast bia³ka miofibrylarne uleg³y denaturacji i utra-
ci³y rozpuszczalno�æ w 5% roztworze NaCl. Potwier-
dzeniem tego jest to, ¿e po ekstrakcji krêgos³upów
roztworem NaCl, a nastêpnie 0,1 M roztworem NaOH
mo¿na czê�ciowo wyekstrahowaæ bia³ka miofibrylar-
ne w ilo�ci 35%. Najmniejszy wp³yw zamra¿ania
i zamra¿alniczego przechowywania krêgos³upów na
rozpuszczalno�æ bia³ek miê�niowych zaobserwowano
stosuj¹c dwukrotn¹ ekstrakcjê 0,1 M roztworem NaOH
(ryc. 3). Ten sposób ekstrakcji nie pozwala odzyskaæ
z mro¿onych krêgos³upów tylko 20% bia³ek w nich
zawartych. Natomiast z �trocin� powsta³ych po por-
cjowaniu zamro¿onych filetów z orki i morszczuka
0,1 M roztworem NaOH w temperaturze 22-23°C
w czasie 1 h mo¿na wyekstrahowaæ odpowiednio 90%
i 60% bia³ek zawartych w surowcu (2).

Bia³ka miê�niowe ekstrahowano z krêgos³upów
dorsza przechowywanych 1-8 miesiêcy w �18°C.
Wyniki rozpuszczalno�ci bia³ek w 5% roztworze NaCl
(ryc. 2a, 2b i 3) �wiadcz¹, ¿e ca³kowita denaturacja
bia³ek miofibrylarnych nast¹pi³a w czasie jednego mie-
si¹ca i dalsze zamra¿alnicze przechowywanie krêgo-
s³upów nie zmniejsza ju¿ rozpuszczalno�ci bia³ek.
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Ryc. 3. Wp³yw zamra¿alniczego przechowywania (�18°C)
krêgos³upów dorsza ba³tyckiego na rozpuszczalno�æ bia³ek
miê�niowych
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Stwierdzenie to ma praktyczne znaczenie. Do wyko-
rzystania krêgos³upów w skali przemys³owej koniecz-
na jest ich sta³a poda¿. Ze wzglêdu na nierytmiczno�æ
dostaw �wie¿ego surowca w odpowiednich ilo�ciach,
jedn¹ z metod ich utrwalenia jest zamra¿anie, a prze-
chowywanie zamra¿alnicze powy¿ej miesi¹ca nie
wp³ywa na wydajno�æ ekstrakcji bia³ek miê�niowych.

Z mro¿onych krêgos³upów dorsza, po dwukrotnej
24 h ekstrakcji 0,1 M roztworem NaOH, mo¿na od-
zyskaæ 80% bia³ek niekolagenowych. Te warunki eks-
trakcji nie powoduj¹ negatywnych zmian w bia³kach
(11, 20). Niebezpieczne zmiany, takie jak: degradacja
reszt argininy do ornityny, zniszczenie reszt niektó-
rych wra¿liwych aminokwasów, racemizacja oraz two-
rzenie nowych nietypowych dla bia³ek reszt amino-
kwasowych i wi¹zañ sieciuj¹cych powstaj¹, gdy eks-
trakcja prowadzona jest w mniej ³agodnych warunkach,
w temp. powy¿ej 30°C i pH 13. Stosuj¹c roztwory o pH
ni¿szym od 11 i temperaturê pokojow¹, otrzymuje siê
izolat bia³kowy wolny od lizynoalaniny i innych tok-
sycznych aminokwasów, który posiada warto�æ od¿yw-
cz¹ porównywaln¹ z miêsem (11, 16).

Straty kolagenu podczas ekstrakcji bia³ek miê�nio-
wych z krêgos³upów by³y minimalne i nie przekracza-
³y 0,4% (tab. 1).

Podsumowanie
Z zamra¿alniczo przechowywanych krêgos³upów

dorsza ba³tyckiego, po dwukrotnej ekstrakcji w 4°C
0,1 M roztworem NaOH, mo¿na odzyskaæ 80% bia-
³ek miê�niowych, stosuj¹c stosunek rozpuszczalnika
do surowca 2 : 1. Ten minimalny stosunek rozpusz-
czalnika do krêgos³upów pozwala na otrzymanie bar-
dziej stê¿onych roztworów bia³ek, z jakich ³atwiej je
str¹ciæ i odzyskaæ w formie precypitatu, który mo¿e
znale�æ ró¿norakie wykorzystanie, np. jako dodatek
do przetworów rybnych, do wytwarzania peptydów
i hydrolizatów bia³kowych lub produkowania biode-
gradowalnych opakowañ ¿ywno�ci.
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Obja�nienia: * A � zawarto�æ kolagenu w krêgos³upach; B � za-
warto�æ kolagenu w ekstraktach

kenusotS
rówtzor:ceiworus

A/B(unegalokæ�onlazczsupzoR × )%(*)001

2 × lCaN%5 ;lCaN%5
HOaNM1,0 2 × HOaNM1,0

2:1 230,0±51,0 040,0±02,0 010,0±71,0

4:1 430,0±51,0 140,0±71,0 610,0±91,0

6:1 010,0±41,0 010,0±02,0 020,0±32,0

8:1 810,0±71,0 620,0±13,0 710,0±04,0

01:1 330,0±61,0 640,0±43,0 010,0±63,0

21:1 830,0±81,0 070,0±83,0 010,0±73,0

Tab. 1. Straty kolagenu podczas ekstrakcji bia³ek miê�nio-
wych z krêgos³upów dorsza ba³tyckiego


