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Abstrakt

W pracy zbadano zawarto$¢ hydroksyproliny w preparatach handlowych metoda spektrofotometryczna.
Zastosowanie kwasowej hydrolizy w szybki i tatwy sposob pozwolito na wyodrebnienie wolnych aminokwasow
z preparatow kolagenowych. Stezenie hydroksyproliny w badanych preparatach (K2-K5) bylo do$¢ wysokie i
miescito si¢ w granicy od 594 pg/ml do 1243 pg/ml. Gléwng zaletg badanych preparatow kolagenowych jest
zawarto$¢ niezhydrolizowanego kolagenu, ktory zawiera naturalny czynnik nawilzajacy.

Abstract

The content of hydroxyproline in commercial preparations was determined by spectrophotometric method. Acidic
hydrolysis in a quick and easy method for isolation of free amino acids from collagen preparations. It was found
that the concentration of hydroxyproline in the tested formulations (K2-K5) was quite high and ranged from 594
pg/ml to 1243 pg/ml. The main advantage of the tested collagen preparations is the content of non-hydrolysed
collagen, which contains a natural moisturizing agent.
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1. Wstep

Kolagen jest gtownym biopolimerem organizméw zywych 1 stanowi okoto 1/3 wszystkich
biatek organizmu ludzkiego. Znajduje si¢ w Sciggnach, kosciach, skérze zwierzat ladowych
(bydlecej, s$winskiej) oraz w organizmach morskich, szczeg6lnie w rybach, gabkach i meduzach
[1-3]. Zawartos¢ kolagenu w danym materiale jest uzalezniona od rodzaju tkanki lub narzadu,
wieku tkanki oraz od gatunku, rasy i plci zwierzgcia. Co ciekawe, narzady przeznaczone do

pehnienia funkcji podporowych (skora, §ciggna) zawierajg duzo kolagenu, natomiast niewielkie
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iloci kolagenu wystepuja w narzadach biorgcych udzial w przemianie materii (np. watroba,
nerki) [2]. Wyekstrahowany i oczyszczony kolagen zwierzecy jest wykorzystywany na szerokg
skale do produkcji kosmetykéw 1 detergentdéw z uwagi na swoje szczegdlne wihasciwosci.
Kolagen ma dziatanie nawilzajace, przez co wplywa na utrzymanie wilasciwego stopnia
wilgotnos$ci skory. Dzigki temu zapewniona jest poprawa wygladu oraz ochrona struktury i
funkcji skory. Preparaty z kolagenem maja dzialanie regenerujace 1 wygtadzajace,
przywracajac skorze swiezo$¢ 1 odpowiednie nawilzenie. Stosowane sg wigc do produkcji
kremow, balsaméw, szampondéw czy odzywek do wloséw. Odmiany kolagenu wzbogacone o
kwas borowy, majg silne dziatanie aseptyczne, dlatego znajduja zastosowanie m.in. w srodkach
myjaco-pioracych [4].

Sktad aminokwasowy kolagenu jest charakterystyczng cechg biatka. Kolagen, niezaleznie
od swego pochodzenia zawiera 19 aminokwasow, w tym 4- i 3- hydroksyproling (Hyp) oraz 5-
hydroksylizyne (Hys). Pierwszy z nich odgrywa istotng rolg stabilizujaca strukture helikalng w
polaczeniach miedzytancuchowych z udziatem mostkéw wodorowych, drugi natomiast jest
kowalencyjnie zwigzany z oligosacharydami [5]. Wystepowanie hydroksyproliny jako
specyficznego aminokwasu kolagenu wykorzystuje si¢ praktycznie w metodach ilosciowego
oznaczania kolagenu, stosujac odpowiednie przeliczniki [6-8]. Co ciekawe, zawartos¢ Hyp w
kolagenie moze si¢ zmienia¢ w szerokim zakresie, w zalezno$ci od rodzaju i1 pochodzenia
materialu kolagenowego. Dodatkowo kolagen charakteryzuje si¢ duzg zawartoscia proliny 1
glicyny, nieobecno$cig cysteiny oraz malym udzialem aminokwasdéw aromatycznych (m.in.
tryptofan, fenyloalanina, tyrozyna) [2].

W ciggu ostatnich lat dokonano znaczgcych postepéw w metodach stosowanych do
oznaczania aminokwasow. Wraz z rozwojem nowych metod analitycznych obecnie mozna
ustali¢ wszystkie aminokwasy o znaczeniu biologicznym z doktadno$cia wystarczajaca do
osiaggnigcia zatozonych celéw teoretycznych, jak i praktycznych. Obecnie znane s3 metody
grawimetryczne, fotometryczne, chromatograficzne, enzymatyczne i mikrobiologiczne do
oznaczania aminokwasoéw w materiatach biologicznych [9]. Badanie sktadu aminokwasowego
réznego rodzaju biatek jest wykorzystywane w podstawowych naukach biologicznych (badania
nad transportem i funkcja metabolitow), w medycynie (diagnozowanie réznych schorzen
metabolicznych, badania nad odzywianiem), w naukach rolniczych (problematyka Zywienia
zwierzat 1 analiza produkcji pasz) oraz do oceny procesoOw technologicznych w przemysle
spozywczym i biotechnologicznym. Natomiast okreslanie ilo$ci poszczegolnych aminokwasow

budujacych konkretne biatka i peptydy jest niezwykle przydatne w chemii bialek, gdyz pozwala
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na pomiar st¢zenia badanego biatka lub peptydu [10].

Celem pracy bylo oznaczenie zawarto$ci hydroksyproliny w handlowych preparatach
kolagenowych. Do tego celu wykorzystano metode kolorymetryczng, jako prostg i niedrogg
alternatywe dla obecnie istniejagcych nowoczesnych metod analitycznych. Dzigki temu mozliwe

byto okreslenie zawarto$ci kolagenu w badanych probkach.
2. Materialy i metody
2.1. Preparaty kolagenowe

Analizie poddano 5 preparatow kolagenowych, ktore wykorzystywane sg jako sktadniki
biologicznie czynne w produkcji kosmetykow do twarzy, ciata i wlosow oraz wyrobow chemii
gospodarczej. Pozyskane preparaty do badan to wodne dyspersje biatka skory cielecej, ktore
zawierajg czysty i niezhydrolizowany kolagen natywny o masie czasteczkowej okoto 340000
Daltonow. Odmiana czwarta i pigta (K4 i K5) zawierajg elastyng. Warto$¢ pH badanych
preparatow waha si¢ od 3,7 do 3,8. Wtasciwos$ci analizowanych preparatow przedstawiono w
tab. 1.

Tab. 1. Charakterystyka preparatow kolagenowych.
Lp. KOD Odmiana Barwa Zapach  pH Dodatek Wyglad

T A
i ’f:,% R

1 K2 Kolagen2  Stomkowa Staby 3,7 Kwas
zapach cytrynowy
2 K3 Kolagen 3 Szara Staby 3,7 Kwas
zapach borowy
Kolagen ., Zapach Kwas
3 K3w 3W Jasnozotta bulionu 3,7 borowy
4 K4  Kolagen4 Berowa PN 35 Elastyna
bulionu
Kwas
. 1
5 K5 Kolagen 5 Zobttawa Staby 3,8 borowy,
zapach
elastyna
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2.2. Odczynniki chemiczne

Do analiz wykorzystywano nast¢pujace odczynniki chemiczne: kwas siarkowy (VI) o
stezeniu 3 mol/dm?3, kwas cytrynowy jednowodny, czysty wodorotlenek sodu, bezwodny octan
sodu, chloramina-T, aldehyd p-dmetyloaminobenzoesowy (DABA), 60% kwas chlorowy (V11),
alkohol propylowy, jak rowniez alkohol izopropylowy oraz L-hydroksyprolina jako wzorzec
(kwas 4-hydroksypirolidyno-a-weglowy).

2.3. Metody badawcze

Badania fizyko-chemiczne preparatow K2-K5 oraz zawartos¢ hydroksyproliny wykonano
zgodnie z normg BN-85 6149-03 [11]. Oznaczenie zawartosci suchej masy dla poszczegdlnych
preparatéw zostato wykonane metoda suszarkowa w temp. 105+£2°C. Oznaczano rowniez mase
popiotu. Dodatkowo oznaczano odczyn pH za pomocg pH-metru o doktadnosci 0,1 mV (pH-
meter CP-411 Elmetron). Zawarto$¢ hydroksyproliny oznaczano kolorymetrycznie, dokonujac
pomiaru wspoétczynnika absorpcji przy dtugosci fali 555+£3 nm, za pomocg jednowigzkowego
spektrofotometru UV-9200 firmy RayLeigh (rys. 1). Hydroksyproling przeliczano na kolagen
ogolny, stosujac mnoznik 7,25 [12].

Rys. 1. B-Spektrofotometr UV-9200 firmy RayLeigh.

2.3.1. Hydroliza kolagenu

Aby oznaczy¢ zawarto$§¢ hydroksyproliny w probach kolagenu w pierwszej kolejnosci
wykonano reakcje¢ kwasnej hydrolizy. W tym celu do probowki odmierzono 4 g probki z
doktadnoscig do 0,001 g. Nastepnie dodano 30 ml roztworu kwasu siarkowego, zakrecono

probowke i umieszczono ja w suszarce w temperaturze 105°C+2°C na okoto 16 godzin. Goracy
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hydrolizat przesaczono przez karbowany saczek o $rednicy 110 mm do 100 ml kolby miarowe;
1 dopetniono roztwor objetosciowo do kreski. Procedura zostata przeprowadzana tak samo dla
wszystkich preparatow kolagenowych (K2, K3, K3W, K4, K5). Po procesie kwasnej hydrolizy

zneutralizowano kwasne pH hydrolizatow za pomocg roztworu NaOH.
2.3.2. Oznaczenie hydroksyproliny

Na poczatku przygotowano roztwor buforowy o pH 6,8, roztwor chloraminy-T, odczynnik
barwigcy DABA oraz standardowy roztwor hydroksyproliny o stezeniu 0,5 g/l [11]. W dniu
sporzadzenia krzywej standardowej wykonano seri¢ 5 rozcienczen tego roztworu tak, aby
koncowe stgzenie hydroksyproliny wynosito odpowiednio: 0,05 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,50 png/ml,
1,0 ug/ml i 1,5 pg/ml. Nastepnie przeniesiono po 2 ml kazdego rozcienczenia do probowki i
dodano po 1ml roztworu chloraminy-T, czesto wstrzasajac. Po 20 min. dodano 1 ml odczynnika
DABA. Po doktadnym wymieszaniu, probki umieszczono w tazni wodnej o temp. 60°C. Po
uptywie 20 min. probki wyjeto 1 schtodzono. Nastgpnie zmierzono absorbancje dla kazdego
rozcienczenia (dlugos¢ fali 55543 nm) i wykre§lono krzywa wzorcowa absorbancji w
zalezno$ci od stezenia.

Celem oznaczenia hydroksyproliny w hydrolizatach K2-K5, przygotowano 10, 50 i 100-
krotne  rozcienczenia  wszystkich  roztworow.  Nastepnie  przeniesiono  po
2 ml kazdego rozcienczenia do probéwek i dodano po 1 ml roztworu chloraminy-T, czesto
wstrzasajgc. Po 20 minutach dodano do kazdej proboéwki po 1 ml odczynnika DABA. Po
wymieszaniu, wszystkie probki umieszczono w tazni wodnej (temp. 60+2°C). Po 20 minutach
probki wyjeto i schtodzono. Nastgpnie zmierzono absorbancje dla kazdego rozcienczenia.
Zawarto$¢ hydroksyproliny w probkach odczytano z krzywej wzorcowej sporzadzonej dla
roztworu wzorcowego hydroksyproliny. Roéwnoczesnie wykonano procedure dla wody

destylowanej (proba Slepa).
3. Wyniki badan i ich dyskusja

Otrzymane hydrolizaty charakteryzowaty si¢ przejrzystoscia, duza rozpuszczalnos$cig w
wodzie i stabym zapachem. Odczyn hydrolizatow miescit si¢ w granicy 2,1-3,0, dlatego
zneutralizowano go do pH=7. Udowodniono, Ze zmiana pH nie wplywa na konicowa zawarto$¢
hydroksyproliny [3]. Do oznaczenia spektrofotometrycznego wykorzystano technike krzywej

wzorcowej. Metoda ta jest znang i czesto stosowang metodg posrednig. Przed wykonaniem
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wlasciwej analizy przygotowano pi¢é rozcienczen roztworéw wzorcowych hydroksyproliny.

Wyniki pomiaréw przedstawiono w tab. 2.

Tab. 2. Wyniki pomiaru absorbancji dla wzorca hydroksyproliny.

Stezenie [ng/cm’] Ekstynkcja Transmitancja [%6]
0,05 0,010 97,5
0,25 0,061 86,8
0,50 0,119 76,0
1,00 0,234 58,4
1,50 0,356 44,0

Na podstawie wynikow wykreslono zalezno$¢ A = f(c), gdzie A - absorbancja, ¢ - st¢zenie
wzorca. Wyznaczono w ten sposob rownanie prostej oraz wspotczynnik korelacji R% Dzieki
wyznaczeniu krzywej wzorcowej mozliwe bylo wyznaczenie stezenia hydroksyproliny w
badanych probach hydrolizatow kolagenowych (K2-K5). Wyniki pomiaru st¢zenia
hydroksyproliny, odpowiednio dla 3 rozcienczen (10x, 50x, 100x) dla kazdego preparatu

przedstawiono w tab. 3.

Tab. 3. Stezenie hydroksyproliny preparatow wyznaczone z krzywej wzorcowe;.

Stezenie hydroksyproliny wg krzywej wzorcowej [png/ml]

Rozcienczenie

K2 K3 K3wW K4 K5
10x 2,49 4,03 4,57 2,24 4,38
50x 0,63 0,93 1,06 0,55 1,07
100x 0,23 0,41 0,51 0,22 0,49

Tab. 4 przedstawia wszystkie wyznaczone parametry, tj. suchg mas¢ i zawarto$¢ popiotu dla
preparatow kolagenowych, stezenie hydroksyproliny wyznaczone spektrofotometrycznie oraz

zawarto$¢ kolagenu w badanych preparatach kolagenowych (K2, K3, K3W, K4, K5).

Tab. 4. Zestawienie wynikow z analiz grawimetrycznych i kolorymetrycznych.

Parametr Jedn. K2 K3 K3W K4 K5
Sucha masa [%] 3,49 2,85 2,78 3,81 3,28
Zawarto$¢ popiotu [%] 1,23 1,69 1,62 1,33 1,57
Stezenie [ug/ml] 662494 106373 1243+75 504462 122196
hydroksyproliny

Stezenie kolagenu [%0] 13,72 27,05 32,41 11,31 26,99

Sucha masa preparatow kolagenowych wahata si¢ w granicach od 2,78 do 3,81%, natomiast

zawarto$¢ popiotu od 1,23 do 1,69%. Dzigki hydrolizie kwasowej badanych roztwordéw

kolagenu uwolnione zostaly pojedyncze aminokwasy, m.in. hydroksyprolina, ktora nalezato w

pracy wyznaczy¢. Najwyzsze st¢zenie hydroksyproliny odnotowano dla preparatow odmiany 3
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(K3W, K3) i odmiany 5 (K5) w zakresie od 1063 do 1243 ug/ml. Nieco nizsze wartosci
posiadaja preparaty odmiany 2 i 4, gdyz zawieraja 662+94 i 594+62 pg/ml, odpowiednio dla
preparatow K2 i1 K4. Tym samym, zawarto$¢ kolagenu w preparatach kolagenowych wynosi
13,72%, 27,05%, 32,41%, 11,31%, 26,99%, odpowiednio dla preparatow: K2, K3, K3W, K4 i
K5.

W pracy Myjak i Mendryckiej [3] stezenie hydroksyproliny dla kolagenu wyodrebnionego
ze skory cielecej, w zaleznosci od zastosowanej metodyki, wahato si¢ w granicach od 1300 do
22000 pg/ml. Stezenie hydroksyproliny w preparatach dostgpnych na rynku wynosi $rednio
1000 pg/ml [3]. Uwzgledniajac powyzsze dane mozna stwierdzié¢, ze badane w pracy preparaty
K3W, K5 i K3 cechujg si¢ do$¢ wysoka zawartoscig hydroksyproliny, a wigc zawarto$é
kolagenu jest w nich rowniez wysoka (nawet 32%). Warto rowniez zauwazy¢, ze popularne na
rynku preparaty handlowe sg najcze$ciej sprzedawane w formie zhydrolizowanej, a wiec
zawieraja niepelnowartosciowy i mniej przydatny kolagen [13]. Dlatego gltowng zaleta
badanych preparatow jest zawarto$¢ niezhydrolizowanego kolagenu, ktory zawiera naturalny
czynnik nawilzajacy, wptywajacy na utrzymanie wiasciwego stopnia wilgotnosci skory,
chronigc ja jednoczesnie przed utratg wody transepidermalnej TEWL (Transepidermal Water
Loss).

Podsumowujac, odmiany 3 1 5 zawieraja wyzsze stezenie kolagenu w pordOwnaniu z
odmianami 2 1 4. Z tego wzgledu przeznaczone sg do produkcji mydet w ptynie czy ptyndéw do
kapieli celem regeneracji skory i zabezpieczenia jej przed wnikaniem szkodliwych substancji
chemicznych zawartych w $rodkach myjaco-pioracych. Dodatek kwasu borowego zapewnia
silne dzialanie aseptyczne, ktore jest pozadane w tego rodzaju srodkach. Natomiast odmiany 2

I 4 przeznaczone sg do produkcji sSrodkow dedykowanych pielegnacji skory.
4. Podsumowanie

Po przeprowadzonych badaniach wyciagnieto nastgpujace wnioski:

e Zastosowanie kwasnej hydrolizy w szybki i latwy sposob pozwolito na wyodrebnienie
wolnych aminokwaséw z preparatow kolagenowych, dzieki czemu mozliwe byto
oznaczenie w nich stezenia hydroksyproliny.

e Badane preparaty handlowe charakteryzuja si¢ do$¢ wysokim stg¢zeniem
niezhydrolizowanego kolagenu, co jest korzystne z punktu widzenia zastosowania tych

preparatow przy produkcji kosmetykéw do ciata, skory i wlosow.
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e Metoda spektrofotometryczna jest szybkim i niedrogim sposobem oznaczania
hydroksyproliny w biatkach, dzigki czemu stanowi dobrg alternatywe dla drozszych,
nowoczesnych metod analitycznych.
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