Prace Zelatyna i priony
przegiqgdowe — ocena zagrozen

Magdalena Fikus

Instytut Biochemii i Biofizyki
Polska Akademia Nauk
Warszawa

Zelatynajest przemystowym produ-
ktem wytwarzanym z tkanek zwie-
rzecych, a scisle — z biatka kolagenu.
Zelatyna, jak czytamy w Indexie Mer-
cka (1), w przyrodzie nie istnieje.
Kolageny, (ciezar czasteczkowy ok.
70 kDa) stanowig do 25% masy wszy-
stkich biatek ssakdéw. Wykryto rodziny
kilkudziesieeiu roznych genéw kodu-
jacych kolageny fibrylarne i niefibry-
larne, wystepujaee w postaei réznych
kombinacji trzech taricuchéw polipep-
tydowych. Opisano kilkanascie typow
kolagenu, najczesciej spotykany w sko-
rze i kosciaeh jest typ I. W pojedyn-
czym tancuchu potipeptydowym kola-
genu nie wystepuja wigzania wodoro-
we; pojawiajg sie one w pierwotnej, troj-
faricuehowej lewoskretnej helisie, wig-
z2ac poszczegOllne reszty réznych tan-
cuchow. Bardzo szczegdtna struktura
przestrzenna kolagenu wynika z réw-
nie wyjatkowego sktadu aminokwaso-
wego. Pierwotna helisa ma wymiary
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30 X 1,5 nm, na jeden jej skret przypadaja 3 aminokwasy — co trzeci to
glicijma lub prolina albo hydroksyprolina, reszte stanowig inne aminokwasy.
Brak w kolagenie tryptofanu, w nieznacznych ilosciach wystepuje cysteina
i cystyna, metionina, seiyna, tyrozyna, histydyna. Z tego wzgledu nie jest
to biatko petnocenne pokarmowo dla cztowieka (1). Komérki tkanki tgcznej
wydzielajg kolagen do przestrzeni miedzykomdrkowej, tam tez powstajg ko-
lejno skrecone helisy wyzszego rzedu tworzac wiokienka i widkna, petnigce
role strukturalng (2).

Zelatyna jest mieszaning polipeptydéw o rdznej diugosci, powstatych
w wyniku czesciowej hydrolizy kolagenu. Jest substancjg bezbarwna, bez
zapachu i smaku, w wodzie pecznieje zwigkszajac pigciokrotnie objetosc,
a po podgrzaniu rozpuszcza sie. Zelatyna jest takze rozpuszczalna w glice-
rolu, kwasie octowym, nie jest natomiast w rozpuszczalnikach organicznych.

Zelatyna jest bardzo waznym potproduktem w przemysle spozywczym.
Stosuje si¢ jg jako dodatek biatkowy, materiat nosnikowy, stabilizator, utrwa-
lacz smaku, $rodek emulgujacy, pienigcy, do usuwania osadéw w toku pro-
dukcji napojow alkoholowych. Dodaje sie jg do stonych i stodkich galaretek,
lodéw, niektérych margaryn, miekkich cukierkéw, bezow, czekoladowych cia-
stek, nadzienia ciastek i tortéw, napojow i koktailéw mlecznych, handlowej
bitej Smietany, sokéw warzywnych, wedlin i konserw miesnych. W przemysle
farmaceutycznym z zelatyny robi sie kapsutki, niektore pigutki, w formie
gabek stosuje sig w opatrunkach, dodaje jako koloid pacjentom po duzej
utracie krwi. Zelatyna obecna jest w produktach kosmetycznych i prepara-
tach witaminowych.

Znalazta tez szerokie zastosowania w produktach nie konsumowanych przez
ludzi: w przemysle fotochemicznym (filtry, blony, filmy fotograficzne), w prze-
mysle tekstylnym, drukarskim, przy produkcji zapatek i lamp rteciowych,
w analitycznych laboratoriach bakteriologicznych, medycznych i biochemicz-
nych. Gdyby nagle znikneta z lynku bytoby to trudne wyzwanie technologiczne.

Surowcami do otrzymywania zelatyny mogg by¢: skdra, kosci, Sciegna,
rogi, kopyta, wiosy, pidra, czesci zrogowaciate i skorupy zwierzat. Na $wiecie
surowce te w 65% pochodzg z bydia, ponad 30% — ze Swin. W Australii,
Nowej Zelandii i Afryce Pid. korzysta sie z surowca z owiec. W Europie
przetwarza sie rocznie 500 000 ton surowca w 100 000 ton zelatyny, 52%
produkuje sie z materiatdbw pochodzacych z trzody chlewnej, 21% z bydlecych
kosci, a 27% z bydlecej skory, catos¢ stanowi 44% produkcji Swiatowej.
Zapotrzebowanie na zelatyne jest tak duze, ze jedynym Zrédtem surowca nie
moga by¢ miode zwierzeta lub zwierzeta zyjace na wolnosci.

Zelatyny pochodzace z réznych gatunkéw zwierzat moga by¢ w sprzyjaja-
cych przypadkach rozrézniane metodami fizykochemicznymi. Na przykiad ze-
latyny: bydleca, wieprzowa i rybna rdznig sie punktami izoelektrycznymi. W ta-
kim punkcie drastycznie zmieniajg sie niektére parametry zelatyny, np. lep-
kos¢ jej roztworu. Sadze, ze obie te cechy mogtyby by¢ wykorzystane w opra-
cowaniu rutynowych metod analizy kontroli zrédta pochodzenia zelatyny.

W skrécie, proces technologiczny otrzymywania zelatyny rozpoczyna sie
od rozdrobnienia materiatu biotogicznego i potraktowania go wodg w 85°C,
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a hastepnie wysuszenia w temperaturze powyzej 100°C, co skutkuje usu-
nieciem thuszczow i wiekszosci biatek, w tym 98% biatek tkanki nerwowej,
0 ile takowa znalazta sie w surowcu. Przez 4 do 5 dni uzyskany materiat
stopniowo zakwasza sie kwasem solnym, az do osiggniecia jego 4% stezenia
I przetrzymuje w tych warunkach przez dwa dni. W przypadku surowca
z bydta po zobojetnieniu dodaje sie na 45 dni wodorotlenek wapnia do stanu
nasycenia (pH 12,5), zobojetnia, przemywa wodg w 50°C, sgczy kolejno przez
kationit i anionit, zageszcza i sterylizuje przez 4 s w 140°C. Po zakrzepnieciu
— rozdrabnia i nadaje forme handlowa (proszek, ptatki, granulki itp.).

Nic dziwnego, ze kiedy w Wielkiej Brytanii rozwineta sie epidemia gabczastej
encefalopatii bydta (BSE), Europejskie Zjednoczenie Wytworcéw Zelatyny zlecito
szkockiej firmie INVERESK ekspertyze dotyczacg mozliwosci przetrwania przez
zakaZne priony wymienionych warunkdéw technologicznej obrobki kolagenu.

Badania te trwaly ponad dwa lata. Oznaczano umoMme jednostki zakaz-
nosci prionéw myszy poddanych dwom, podstawowym procedurom stosowa-
nym przy produkcji zelatyny: przetrzrmywaniu w 4% kwasie solnym przez
dwie doby i w nasyconym roztworze wodorotlenku wapnia przez 6 tygodni.
Stopien zakazno$ci mierzono wstrzykujac preparat do mézgéw myszy, cze-
kajac na rozwoj objawow choroby. Po wystapieniu objawow klinicznych my-
szy zabijano i analizowano ich mozgi.

We wszystkich do$wiadczeniach obie procedury jedynie obnizaly, ale nie
likwidowaty, zakaznego potencjatu prionéw: w kwasie ponad 100-krotnie, w tu-
gu 1000-krotnie. W dalszych podobnych testach wykazano, ze nawet dziesie-
ciokrotne zwiekszenie stezenia kwasu, dwudziestokrotne — tugu i temperatury
suszenia powyzej 220°C, nie likwidujg catkowicie infekcyjnosci biatka priono-
wego (3). Inaczej mowigc procedury technologiczne obrobki surowca w trakcie
uzyskiwania zelatyny nie gwarantuja eliminacji zakaznych prionéw, o ile sg one
obecne w tym surowcu (4). Zapewne sg, poniewaz nieprawidtowe priony odkryto
u chorych ludzi i zwierzat w ich krwi, ptynach ciata, szpiku kosci (5,6).

Niestety nie ma wiarygodnych informacji co do wielkosci minimalnej za-
kaZznej dawki; zwierzeta pochodzgce z uboju spozywczego sg zbyt miode, aby
mogty wykazywac objawy choroby (traktowac je nalezy zatem jako zdrowe),
a co najwazniejsze — nie opracowano dotgd bardzo czulej i wiarygodnej
metody przyzyciowej oceny obecnosci czynnika infekcyjnego w zwierzeciu.

Zagrozenie zakaznymi prionami zwigzane jest zatem przede wszystkim ze
zrédtem uzytego do produkcji surowca.

Oficjalne stanowisko Wspolnoty Europejskiej w sprawie bezpieczenstwa
konsumentéw zelatyny wypracowywaty réznorodne Komisje (ich nazwy po-
dam w oryginalnym brzmieniu).

9 kwietnia 1996 r. Scientific Veterinary Committee zalecit niestosowanie
do produkcji zelatyny surowca pochodzacego od zwierzat zakazonych BSE.

15 kwietnia 1996 r. Scientific Committee for Food zabronit uzywania do
produkcji zelatyny spoz)nvczej i leczniczej jakiegokolwiek bydlecego surowca
pochodzacego z krajow objetych epidemia BSE.

16 kwietnia 1996 r. Committee for Proprietary Medicinal Products popart
te opinie zalecajagc dodatkowo pomiary zakaZznosci surowca.
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3 kwietnia 1997 r. Multidisciplinary Scientific Committee stwierdzit, ze nie
jest znany zaden spos6b produkcji ,,bezpiecznej” Zzelatyny, jezeli surowiec
skazony byt przez priony. Komitet zalecat intensyfikacje badan prowadzacych
do czutej, szybkiej, taniej, pewnej i prostej metody oznaczania infekcyjnosci
materiatu biologicznego.

W roku 1996 ukazat sie opis metody oznaczania w ptynie mozgowo-rdze-
niowym, z wiernoscig 95%, metodg radioimmunologiczng, biatka oznaczone-
go 14-3-3, charakterystycznego dla pacjentow wykazujacych objawy kliniczne
CJD (choroby Creutzfelda-Jakoba) (7). W roku 1997 doniesiono o otrzymaniu
przeciwciat monoklonalnych rozrézniajacych patologiczne priony od normal-
nych, z kilku réznych gatunkéw (8). Obie propozycje metod wymagaja dal-
szego dopracowania i nie spetniajg sformutowanych kryteriow testu nieza-
wodnego, prostego i taniego.

Wreszcie jako podsumowanie tych decyzji, 30 tipca 1997 r. European
Commision zalecita niedopuszczanie do importu do krajéw Unii kosci krego-
stupa i skory bydta, owiec i kdz jako surowca do produkcji zetatimy do celéw
kosmetycznych, farmaceutycznych i spozywczych, zabronita uzywania moz-
gow, czaszek, weztow chtonnych, dtugich kosci, jako dodatkéw do produktéw
spozywczych. Zabroniono takze produkcji spozywczych dodatkéw z nie roz-
poznanego surowca.

27 marca 1998 r. Scientific Steering Cimmittee podsumowujgc te decyzje
postanowit sformutowaé ostateczne zalecenia w sprawie zakaznych wiasci-
wosci zelatyny (9). Przewiduje sie podziat krajow dostarczajgcych surowiec
na wysokiego, niskiego, nieistotnego ryzyka i nie rozpoznane. Autorzy zalecen
zwracajg uwage, ze podziat ten nie jest bezwzgledny, poniewaz nie istniejg
w petni wiarygodne dane, co do wystepowania przypadkéw pojedynczych
zachorowan zwierzat na choroby prionowe: mogg one nie by¢ rozpoznane,
albo rozpoznanie moze nie by¢ ogloszone. Kolejny cios zadano wykazujac,
ze zakazne priony moga przechowa¢ sie w tkankach zwierzat, o ktorych
dotychczas sgadzono, ze nie choruja na takie choroby (10). Nic zatem nie
upowaznia do twierdzenia z catkowitg pewnoscig, ze np. kurczaki karmione
pasza, do ktérej dodano bydlece odpady przemystowe, nie przechowujg w swo-
ich tkankach bydlecych priondéw.

W roku 1996 European Agency for the Evaluation of Medicinal Products
oraz Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO), zalecity powstrzymanie sie od
importu surowca do produkcji spozywczej zelatyny z Wielkiej Brytanii oraz
testowanie wszelkiego surowca pod katem obecnosci zakaznych prionéw. Po-
dobne reguly sformutowano w kwietniu 1997 r. w Food and Drug Admini-
stration (USA), zalecajac stosowanie w przemysle spozywczym zelatyny wy-
produkowanej z materiatu pochodzgcego z trzody chlewnej i ryb.

Problem bezpieczenstwa konsumpcyjnego zelatyny nie zostat zamkniety.
Na przeszkodzie stoi brak odpowiedniej metody testowania obecnoSci prio-
now. Przekornie — za utrudnienie uznatabym takze brak powszechnej zgo-
dy na to, ze hipoteza S, Prusinera protein only zostata bez watpliwosci udo-
wodniona.
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oUW

Gelatine and prions — evaluation of consumers safety

Summary

Gelatine is defined as a mixture of polypeptides obtained by partial non-enzymatic hydrolysis
of collagen contained in bones and skins mainly bovines and/or pigs after the following treat-
ments: degreasing, acid treatment, and/or alkaline treatment, washing, filtration, ion exchange
and sterilization. Gelatine is produced for consumption and industrial purposes, and it is widely
used as a component of various products.

Scrapie and BSE are extremely resistant to various physical and chemical treatments. The
gelatine can only be produced safely from healthy animals. European Community as well as
FDA in the USA have paid close attention to this problem and issued special reports and rules
on that matter.
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