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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 S 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%.
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Podczas produkcji filetow z dorsza battyckiego, az
60% masy ryb to produkty uboczne. Kregostup stano-
wi ok. 15% masy ryby (5, 18). Zawiera on duzo przy-
legajacej tkanki migsniowej. Dotychczas cz¢s¢ odpa-
doéw przemystu rybnego, w tym réwniez kregostupy,
przetwarzana jest na maczke rybna lub wykorzysty-
wana w niewielkim stopniu jako karma w hodowli
zwierzat futerkowych, natomiast pozostata czgs¢ tra-
fia na wysypiska $mieci jako odpady szczegodlnie uciaz-
liwe dla $§rodowiska. Krggostupy sa zatem niewyko-
rzystanym racjonalnie zrédlem pelnowartosciowych
biatek migsniowych, kolagenu i soli mineralnych. Na-
tywny, nie zanieczyszczony kolagen mozna otrzymac
z kregostupow po uprzednim usunigciu z nich towa-
rzyszacych mu biatek.

Biatka sarkoplazmatyczne i miofibrylarne mozna
wydzieli¢ z migsa ryb droga wyczerpujacej ekstrakcji
5% roztworem NaCl o pH 7,5 (4, 17). Wydajnos¢ eks-
trakcji biatek zalezy od stosowanych parametrow eks-
trakcji, tj. stosunku rozpuszczalnika do materiatu, stop-
nia rozdrobnienia surowca, czasu i krotnosci ekstrakcji.

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

Droga tagodnej ekstrakcji roztworami soli nie za-
wsze mozna wydzieli¢ wszystkie albuminy i globuli-
ny, np. te, ktére w wyniku stosowanych zabiegoéw tech-
nologicznych ulegty denaturacji. Zdenaturowane biatka
np. dorsza battyckiego przechowywanego zamrazal-
niczo przez dhuzszy czas mozna catkowicie rozpuscic¢
w 0,1 M roztworze NaOH. Wprawdzie alkalia sku-
tecznie rozpuszczaja bialka niekolagenowe, ale mo-
dyfikuja strukture kolagenu i czgsciowo go rozpusz-
czaja. Do usuwania bialek niekolagenowych z odpa-
dowych surowcow tacznotkankowych przemystu ryb-
nego stosuje si¢ przewaznie 0,1 M roztwér NaOH
(8,9). Brak jest jednak informacji odnosnie do sku-
tecznosci tej operacji oraz rozpuszczalnosci kolagenu
1 jego strat. Ilo$¢ kolagenu rozpuszczonego w 0,1 M
roztworze NaOH zalezy od jego pochodzenia. Stosu—
jac ten roztwor do oczyszczania izolatu srédmigsnio-
wego kolagenu bydlecego z biatek migsniowych wy-
ekstrahowano ok. 10% kolagenu (12), podczas gdy al-
kaliczny roztwor biatek migsa karpia i pstraga nie za-
wierat kolagenu (14, 15). Natomiast w 0,01 M roz-
tworze NaOH rozpuszcza si¢ ok. 5% kolagenu z roz-
drobnionych skor dorsza battyckiego (13).
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Celem pracy byto ustalenie optymalnych para-
metrow wydzielania biatek migsniowych z kre-
goshupow dorsza, bez strat kolagenu.

Materiat i metody

Materialem do badan byly krggostupy dorsza bat-
tyckiego (Gadus morhua), po mechanicznym fileto-
waniu ryb. Krggostupy zamrozone w —18°C rozdrob-
niono w wilku przez siatkg o §rednicy oczek = 0,5 cm,
doktadnie wymieszano, zapakowano w woreczki po-
lietylenowe i przechowywano w temperaturze —18°C.

W surowcu oznaczono zawarto$¢:

— suchej masy, metoda suszarkowa, suszac mate-
riat do statej masy w temperaturze 105°C,

— popiotu, metoda wagowa, spopielajac probki
w temperaturze 600°C,

— azotu ogodtem, metoda Kjeldahla wg PN (10),

—hydroksyproliny, metoda kolorymetryczna wg ISO
(1) po 6-godzinnej hydrolizie probek w roztworze
6 M kwasu solnego. Zastosowano przelicznik hydro-
ksyproliny na kolagen rowny 14,7 (13).

Biatka mig¢sniowe ekstrahowano z kregoshupow
zgodnie ze schematem przedstawionym na ryc. 1, roz-
tworami 5% NaCl i/lub 0,1 M NaOH. Stosunek su-
rowca do rozpuszczalnika wynosit: 1:2;1:4; 1 : 6;
1:8;1:1011:12 (w: v). Stosowano trzy rézne
warianty ekstrakcji. Surowiec traktowano w pierw-
szym i drugim etapie 5% roztworem NaCl, w pierw-
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szym etapie 5% roztworem NaCl, a nastepnie 0,1 M
roztworem NaOH lub w dwoch etapach 0,1 M roz-
tworem NaOH. W ekstraktach, po pierwszym i po dru-
gim etapie, oznaczano zawarto$¢ biatek migsniowych me-
toda Lowry’ego (7) oraz hydroksyproliny. Wyniki wyrazo-
no jako procent wyekstrahowanych biatek migsniowych
i kolagenu w stosunku do catkowitej ich zawartosci w kre-
gostupach. Doswiadczenia wykonano w trzech powtorze-
niach. Okre$lono rowniez wptyw przechowywania zamra-
zalniczego na wydajno$¢ ekstrakcji biatek niekolageno-
wych, przy stosunku surowca do rozpuszczalnika 1 : 2, dla
wszystkich wariantow ekstrakcji. Ze wzgledu na niska tem-
perature denaturacji kolagenu ekstrakcje biatek migsnio-
wych prowadzono w temperaturze 4°C.

Wyniki i omdwienie

Kregostupy dorsza battyckiego zawieraty: 22% su-
chej masy, 6,2% popiotu, 16,7% biatka ogolem, z cze-
g0 5,2% stanowit kolagen. Otrzymane wyniki sa zgod-
ne z uzyskanymi przez Gildberga i wsp. (5). Z przed-
stawionego sktadu podstawowego wynika, ze krego-
stupy dorsza battyckiego zawieraja ok. 76% biatka
ogotem w suchej masie, z czego 2/3 stanowia biatka
migs$niowe. Zatem z tony kregostupoéw mozna by od-
zyska¢ ok. 115 kg biatek mig$niowych. Pozostatosé
stanowia elementy kostne, ktére zawieraja ok. 30%
kolagenu w suchej masie oraz ok. 60-70% soli mine-
ralnych, gtéwnie fosforanu wapnia (okoto 85%), resz-
ta to: weglan wapnia (10%), fosforan magnezu (1,5%),
fluorek wapnia (0,3%), chlorek wapnia (0,2%) 1 sole
sodu (2%) (6).

Ryec. 1. Schemat ekstrakcji bialek migsniowych z kregostupow dor-
sza baltyckiego

Wplyw parametréw ekstrakcji biatek migsniowych
z krggostupow na ich rozpuszczalno$¢ przedstawiono
na ryc. 2. Stwierdzono, Ze niezaleznie od zastosowa-
nego rozpuszczalnika stosunek surowca do roztworu
nie ma wplywu na wydajnos¢ ekstrakcji biatek. Nie-
wielkie réznice w ilo$ci wyekstrahowanych biatek
mieszcza si¢ w granicach btedu oznaczen. Odmienne
wyniki otrzymali Boles i wsp. (3), ktorzy ekstrahowa-
li biatka mig$niowe z kosci bydlecych 0,05 M roztwo-
rem NaOH oraz Batista (2), ktéry wydzielat biatka
z ,trocin” powstatych po porcjowaniu zamrozonych
filetow z orki 1 morszczuka. Ze wzrostem stosunku
rozpuszczalnika do surowca od 1 : 1 do 10 : 1 roz-
puszczalnos$¢ biatek migsniowych z kosci bydlgcych
wzrosta ok. dwukrotnie. Natomiast wydajnos¢ ekstrak-
cji bialek z odpadow mig$niowych orki zwigkszyta si¢
dwukrotnie, a morszczuka trzykrotnie po zwigksze-
niu stosunku rozpuszczalnika do surowca z 4 : 1 do
20: 1.

Na ilo$¢ wyizolowanych biatek wplywa rodzaj uzy-
tego rozpuszczalnika. W 5% roztworze NaCl (ryc. 2a)
w czasie 24 h rozpuszczato si¢ ok. 25% biatek migs-
niowych i dodatkowo 5% podczas drugiej 24 h eks-
trakcji. Wg Bolesa 1 wsp., 24 h ekstrakcja w 4% roz-
tworze NaCl umozliwila wyekstrahowanie z bydlecych
kregdw 1 zeber, odpowiednio, zaledwie 18% 1 13% bia-
tek (3). Potwierdza to r6zna rozpuszczalnos¢ biatek
w roztworze soli, determinowana przez ekstrahowa-
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ny surowiec 1 parametry procesu technologicznego od-
zysku bialek. Natomiast w wariancie, w ktérym pod-
czas pierwszych 24 h ekstrahowano biatka 5% roz-
tworem NaCl, a nastgpnie osad poddawano dziataniu
0,1 M roztworu NaOH, wigcej biatek rozpuscito sig
podczas drugiej ekstrakeji — 35% (ryc. 2b). Swiad-
czy to, ze jest on lepszym rozpuszczalnikiem niz 5%
roztwor NaCl. Najwigksza wydajnos¢ bialek uzyska-
no, gdy w I 1 II etapie do ich ekstrakcji zastosowano
0,1 M roztwor NaOH. Efektywniejsza byta pierwsza
ekstrakcja (ryc. 2¢), podczas ktorej wydzielono z su-
rowca ok. 60% biatek, za$ podczas drugiej ekstrakcji
rozpuszczeniu ulegto dodatkowo ok. 20% biatek migs-
niowych.

Wplyw przechowywania zamrazalniczego w tem-
peraturze —18°C na rozpuszczalno$¢ biatek niekola-
genowych kregostupow badano przez pordwnanie
wydajnosci ekstrakeji bialek migsniowych ze §wieze-
go surowca oraz krggostupow rybnych przechowywa-
nych w temperaturze zamrazalniczej przez pig¢ mie-
sigey, przy stosunku surowca do rozpuszczalnika 1 : 2.

Podczas przechowywania krggostupow w tempera-
turze —18°C przez 5 miesigcy, w wyniku zmian dena-
turacyjnych, zmalata rozpuszczalno$¢ biatek migsénio-
wych niezaleznie od rodzaju rozpuszczalnika i krot-
nosci ekstrakeji (ryc. 3). Rozpuszczalno$¢ biatek w 5%
roztworze NaCl zmniejszyta si¢ o ok. 40% 1 wynosita
po 5 miesigcach zamrazalniczego przechowywania ok.
30%, czyli osiagneta warto$¢ okreslana przez Sikor-
skiego (18, 19) jako graniczna. Oznacza to, ze do roz-
tworu przeszta tylko frakcja biatek sarkoplazmatycz-
nych, stanowiaca 30% biatek wtokna migsniowego.
Sa one bowiem stabilne w temp. powszechnie stoso-
wanej w zamrazalnictwie 1 w zamrazalniczym prze-
chowywaniu zywnos$ci tkankowej (migsa, ryb itp.),
natomiast biatka miofibrylarne ulegly denaturacji i utra-
city rozpuszczalno$¢ w 5% roztworze NaCl. Potwier-
dzeniem tego jest to, ze po ekstrakcji krggostupow
roztworem NaCl, a nastgpnie 0,1 M roztworem NaOH
mozna czg$ciowo wyekstrahowaé biatka miofibrylar-
ne w ilosci 35%. Najmniejszy wplyw zamrazania
1 zamrazalniczego przechowywania kr¢gostupéw na
rozpuszczalnos¢ biatek migsniowych zaobserwowano
stosujac dwukrotng ekstrakcjg 0,1 M roztworem NaOH
(ryc. 3). Ten sposob ekstrakcji nie pozwala odzyskac
z mrozonych kreggostupow tylko 20% biatek w nich
zawartych. Natomiast z ,,trocin” powstalych po por-
cjowaniu zamrozonych filetéw z orki i morszczuka
0,1 M roztworem NaOH w temperaturze 22-23°C
w czasie 1 h mozna wyekstrahowa¢ odpowiednio 90%
1 60% bialek zawartych w surowcu (2).

Biatka migs$niowe ekstrahowano z krggostupow
dorsza przechowywanych 1-8 miesiecy w —18°C.
Wyniki rozpuszczalnosci biatek w 5% roztworze NaCl
(ryc. 2a, 2b 1 3) $wiadcza, ze catkowita denaturacja
biatek miofibrylarnych nastapita w czasie jednego mie-
siaca 1 dalsze zamrazalnicze przechowywanie krggo-
slupéw nie zmniejsza juz rozpuszczalnosci bialek.
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Tab. 1. Straty kolagenu podczas ekstrakcji bialek migs$nio-
wych z kregostupéw dorsza baltyckiego

Sioainek Rozpuszczalno$¢ kolagenu (B/Ax 100)* (%)
surowiec : roztwér | 9 x 59 NaCl 0,510/‘;\“";:[');“ 2 x0,1 M NaOH
1:2 0,15 + 0,032 0,20 + 0,040 0,17 £ 0,010
1:4 0,15 + 0,034 0,17 + 0,041 0,19 + 0,016
1:6 0,14 + 0,010 0,20 + 0,010 0,23 + 0,020
1:8 0,17 + 0,018 0,31 + 0,026 0,40 = 0,017
1:10 0,16 + 0,033 0,34 + 0,046 0,36 + 0,010
1:12 0,18 + 0,038 0,38 + 0,070 0,37 + 0,010

Objasnienia: * A — zawartos$¢ kolagenu w kregostupach; B — za-
warto$¢ kolagenu w ekstraktach

Stwierdzenie to ma praktyczne znaczenie. Do wyko-
rzystania krggostupoéw w skali przemystowej koniecz-
na jest ich stata podaz. Ze wzgledu na nierytmiczno$¢
dostaw $wiezego surowca w odpowiednich ilosciach,
jedna z metod ich utrwalenia jest zamrazanie, a prze-
chowywanie zamrazalnicze powyzej miesigca nie
wplywa na wydajnos¢ ekstrakceji biatek mig§niowych.

Z mrozonych krggostupow dorsza, po dwukrotne;j
24 h ekstrakcji 0,1 M roztworem NaOH, mozna od-
zyska¢ 80% biatek niekolagenowych. Te warunki eks-
trakcji nie powoduja negatywnych zmian w biatkach
(11, 20). Niebezpieczne zmiany, takie jak: degradacja
reszt argininy do ornityny, zniszczenie reszt niekto-
rych wrazliwych aminokwas6w, racemizacja oraz two-
rzenie nowych nietypowych dla bialek reszt amino-
kwasowych 1 wigzan sieciujacych powstaja, gdy eks-
trakcja prowadzona jest w mniej fagodnych warunkach,
w temp. powyzej 30°C i pH 13. Stosujac roztwory o pH
nizszym od 11 i temperature pokojowa, otrzymuje si¢
izolat biatkowy wolny od lizynoalaniny i innych tok-
sycznych aminokwasow, ktory posiada warto$¢ odzyw-
cza poréwnywalna z migsem (11, 16).

Straty kolagenu podczas ekstrakcji biatek mig$nio-
wych z krggostupow byty minimalne i nie przekracza-
ty 0,4% (tab. 1).

Podsumowanie

Z zamrazalniczo przechowywanych krggostupow
dorsza battyckiego, po dwukrotnej ekstrakcji w 4°C
0,1 M roztworem NaOH, mozna odzyska¢ 80% bia-
tek mig$niowych, stosujac stosunek rozpuszczalnika
do surowca 2 : 1. Ten minimalny stosunek rozpusz-
czalnika do kregostup6w pozwala na otrzymanie bar-
dziej stezonych roztwordéw biatek, z jakich tatwiej je
straci¢ 1 odzyska¢ w formie precypitatu, ktory moze
znalez¢ roznorakie wykorzystanie, np. jako dodatek
do przetworéw rybnych, do wytwarzania peptydow
1 hydrolizatow biatkowych lub produkowania biode-
gradowalnych opakowan zywnosci.
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