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Wstep

Kolagen, najbardziej rozpowszechniony biopolimer w or-
ganizmie cztowieka, jest uwazany za jeden z najbardziej uzy-
tecznych biomateriatéw naturalnych. Biatko to jest tatwo do-
stepne, nietoksyczne, dlatego stanowi doskonatg baze dla
biomateriatéw [1,2]. Kolagen rybi moze by¢ cennym i bez-
piecznym substytutem kolagenu wotowego i wieprzowego
do zastosowan biomedycznych i farmaceutycznych. Kola-
gen rybi charakteryzuje sie niskim ryzykiem zakazenia cho-
robotwdrczymi patogenami, takimi jak ggbczasta encefalo-
patia bydta (BSE) [3]. Wtasciwosci fizyczne biomateriatow
na bazie kolagenu, jak rowniez szybkos¢ ich resorpcji, czy
tez degradacji mozna poprawi¢ poprzez sieciowanie. Po-
wstawanie wigzan sieciujgcych mozna osiggna¢ stosujgc
zaréwno chemiczne, jak i fizyczne czynniki sieciujagce. Jed-
nym z fizycznych czynnikéw sieciujgcych jest promieniowa-
nie UV. Promieniowanie UV stosuje sie tez w celach mody-
fikacji wtasciwosci powierzchniowych, jak réwniez do stery-
lizacji biomateriatow [4].

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu promie-
niowania UV na kolagen wyizolowany z tusek ryb. Kolagen
zostat poddany dziataniu promieniowania UV. Zachodzgce
zmiany zanalizowano metodami spektroskopii UV-VIS oraz
FTIR.

Materialy i metodyka

Kolagen wyizolowano z tusek rybich (Esox Lucius),
poprzez demineralizacje oraz rozpuszczenie w kwasie
octowym [5]. Filmy kolagenowe uzyskano metodg odparo-
wania rozpuszczalnika. Filmy suszono w powietrzu, w tem-
peraturze pokojowej.

Filmy poddano dziataniu promieniowania UV. Zrédtem
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Introduction

Collagen, the most prevalent structural biopolymer in the
human body, is regarded as one of the most useful natural
biomaterials. Collagen is readily available, non-toxic and
provides an excellent basis for biomaterials [1,2]. Fish col-
lagen can be a useful and safe substitute for bovine and pig
collagens for biomedical and pharmaceutical applications.
Fish collagen should have a relatively low risk of possessing
unknown pathogens such as bovine spongiform encepha-
lopathy (BSE) [3]. The crosslinking process improves the
physical properties of collagen-based biomaterials as well
as their resorption/degradation rate. Synthetic crosslinks
can be achieved using either chemical crosslinking agents
or physical crosslinking methods. Physical crosslinking
can be achieved by UV irradiation. UV radiation is widely
used in biomaterials science for surface modification and
sterilization [4].

The aim of this work was to study the influence of UV
irradiation on collagen extracted from fish scales. Collagen
solutions and/or films were irradiated and the UV-Vis ab-
sorption and FTIR spectra were recorded.

Materials and methods

Collagen was extracted from fish scale (Esox Lucius),
a calcified tissue, through demineralization following acetic
acid treatment [5]. Collagen films were prepared by solu-
tion casting onto glass plates. After solvent evaporation,
the samples were dried in vacuum at room temperature.

Air-dried collagen films were submitted to treatment
with UV irradiation for different time intervals, in air at room
temperature using a mercury lamp, Philips TUV-30, which
emits light of mainly 254 nm wavelength. The intensity of
radiation was 0.263 J/cm?min.
The IR spectra of

promieniowania UV byta -

niskocisnieniowa lampa 7 | \

rteciowa TUV 30 W (Phi- osd 1\

lips, Holandia), emituja- ' s’a\

ca gtéwnie promieniowa- 05 1 g

nie A=254 nm o nateze- s —

niu 0,263 J/cm2min. .
Widma filméw kolage-

nowych zarejestrowano

na spektrofotometrze Ge-

nesis [l FTIRTM firmy Mat-

tson. Pomiaréw dokony- 04 4

wano bezposrednio po na-

Absorbance

films were obtained us-
ing a Mattson Genesis

5’:“} Il spectrophotometer. All
15 min spectra were recorded in
30 min absorption mode at 4 cm™’
omn intervals and 16 scans.
90 min Irradiation experi-
120 min | ments were carried out
in a quartz cuvette at
S a distance of 3 cm from
ee——— the light source. The UV—

VIS absorption spectra
of collagen, before and

Swietlaniu probek, w tem-

peraturze pokojowej i w at- 20 5 280

Wavelenght [nm]

immediately after UV ir-
radiation were recorded

330 355

mosferze powietrza.

Roztwor kolagenu RYS.1.Widma UV-VIS kolagenu rybiego przed i po naswietlaniu. with a Shimadzu spec-

umieszczony w kwarcowe;j

kuwecie poddano dziata- diation:

FIG. 1. UV-VIS spectra of fish collagen before and after UV irra- trophotometer (Model

UV-1601PC). All meas-
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niu promieniowania UV, w od-
legtosci 3 cm od zrodta $wia-
tta. Widma UV-VIS przed i bez-
posrednio po napromienianiu
UV zostaly zarejestrowane za
pomocg spektrofotometru Shi-
madzu (Model UV-1601PC).
Wszystkie pomiary zostaty wy-
konane w tych samych warun-
kach temperatury i wilgotnosci.

Wyniki i dyskusja

Widma absorpcyjne w za-
kresie widzialnym i nadfiole-
towym roztworu kolagenu po
réznych czasach naswietlania
przedstawiono na RYS.1.

W wyniku napromienia-
nia roztworu kolagenu na-
stepuje wzrost absorbancji
w maksimum absorpcji przy
278 nm. Obserwowane zmia-
ny spowodowane sg zmia-
nami konformacyjnymi kola-
genu oraz przemianami ami-
nokwaséw aromatycznych.

Widma FTIR kolagenu
rybiego przedstawiono na
RYS.2. Jak wida¢ Z RYSUN-
KU 2 pasma amidowe ulegty
przesunieciu pod wptywem
promieniowania UV. W szcze-
golnosci potozenie pasma ami-
dowego A ulegto wyraznemu
przesunieciu w kierunku niz-
szych czestosci (TABELA 1).
Swiadczy to o zmianach kon-
formacyjnych w czasteczce
kolagenu oraz ubytku wody

Absorbance

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber [cm"]

RYS. 2. Widma FTIR kolagenu rybiego przed i po napromienia-
niu UV.
FIG. 2. FTIR spectra of fish collagen before and after UV- irradiation.

TABELA 1. Potozenie pasm amidowych w widmie kolagenu po réz-
nych czasach naswietlania UV.

TABLE 1. Amide band position for collagen before and after UV- ir-
radiation.

Potozenie pasm przed i po naswietlaniu UV [cm™]

Pa She Position of the band [cm™"] after UV- irradiation
amidowe
Band Oh 1h 2h 4h 8h 12h 24h 48h
A 3324|3320 | 3319 | 331833153314 | 3311 | 3305
B 3081 3082 | 3081 | 3079|3078 3078 | 3078 | 3078
| 1658 | 1658 | 1658 | 1658 [ 1659 | 1658 | 1658 | 1658
1l 1554 | 1552 | 1554 | 1550 [ 1547 | 1545 | 1540 | 1540

TABELA 2. Pola powierzchni pasm amidowych w widmie kolage-
nu po réznych czasach naswietlania.

TABLE 2. Amide bands integral intensity for collagen before and
after UV- irradiation.

urements were per-
formed in the same
conditions of temper-
ature and humidity.

Results and
discussion

UV-VIS spectra
of collagen are pre-
sented in FIG.1.

After UV irradia-
tion of fish collagen
we observed an in-
crease of absorb-
ance at 278 nm due
to the conformational
alterations of colla-
gen and to photo-
chemical reactions
of aromatic amino
acids responsible for
this absorption. FTIR
spectra of collagen
are shown in FIG.2.

We observed shift
of the position of the
amide bands. Espe-
cially the amide band
A has been shifted
to lower frequencies
(TABLE 1). This fact
suggest the confor-
mational alterations
of collagen molecule
and the loss of water
bonded to collagen.
The drop of integral
intensity of all amide

z nim zwigzanej. Po ekspozy-
cji na promieniowanie UV za-

Pola powierzchni pasm przed i po naswietlaniu UV [cm']

bands in collagen

during UV irradia-
Pasmo T tion was observed
obserwowano zmniejszenie |[ESHTSI The area of band after UV- irradiation (TABLE 2). It is an
pol powierzchni pasm amido- | P ‘ evidence of degra-
wych (TABELA 2), co wskazu- Th2h4h 8h 12h 24h” 48 h | betde collagen by
je na zachodzacg fotodegrada- UV-irradiation
cje kolagenu. A+B 138 | 129 118 | 98,1 | 89,1 | 88,4 | 77,6 | 69,3 ’
Whioski | 43,8 | 42,8 | 424 | 41,2 | 40,3 | 39,9 | 38,4 | 37,5 Conclusions
. . Fish collagen-
Materiaty na bazie kolagenu Il 216 | 21,2 | 21,1 | 19,9 | 19,2 | 17,9 | 15,0 | 10,7 || pased materials can
rybiego moga by¢ sterylizowa-

ne i modyfikowane promienio-

waniem UV. Jednak, w wyniku dziatania tego promieniowa-
nia, nastepuje rozrywanie wigzan wodorowych stabilizuja-
cych strukture potrdjnej helisy, co prowadzi do zmian konfor-
maciji i przejscia czgsteczek kolagenu ze struktury helikalnej
w strukture kiebka statystycznego. Fotodegradacja kolagenu
wynika z rozrywania wigzan peptydowych, a takze z powsta-
wania nowych produktéw przemian fenyloalaniny i tyrozyny.
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be sterilized and
modified by UV-irradiation. However, UV radiation induces
destruction of the hydrogen bonds, which are formed be-
tween the helix of collagen molecule and leads to partial
destruction of the triple helix structure of collagen molecule
to the random coil structure. Photodegradation of fish col-
lagen results in the scission of peptide linkage and formation
of new photoproducts from tyrosine and phenyloalanine.
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