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Determination of metals content in collagen commercial formulations by AAS method
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Abstrakt

W pracy przedstawiono wyniki oznaczenia zawartosci wybranych metali w kolagenowych preparatach
handlowych metoda atomowej spektrometrii absorpcyjnej (AAS). Pierwiastki wykryte w analizowanych
preparatach to: Ca, Fe, Mg, Zn. Najwyzsze st¢zenia wapnia odnotowano dla probki kolagenu odmiany 3W (K3W
(1518,71 mg/kg)). Stezenie tego pierwiastka bylo o potowe nizsze w probee kolagen 3 (K3-717,95 mg/kg) i
kolagen odmiany 2 (K2-677,13 mg/kg). Probki kolagenu odmiany 3 (K3-194,98 mg/kg) oraz kolagenu odmiany
5 (K5-178,57 mg/kg) odznaczaty si¢ najwyzszym stezeniem magnezu. Najwicksza zawarto$¢ zelaza oznaczono w
probee kolagenu odmiany 5 (K5-187,35 mg/kg), a najwyzsza zawarto$¢ cynku oznaczono w kolagenu odmiany
3W (K3W-59,50 mg/kg). Metale okreslane jako sktadniki bioaktywne: Ca, Mg, Zn maja duzy wptyw na zdrowie
i pigkno skory. W przebadanych probkach preparatow kolagenowych nie wykryto natomiast nastepujacych metali:
Ag, Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Li, Mn, Ni, Pb.

Abstract

The paper presents the results of the determination of the content of selected metals in collagen commercial
preparations by atomic absorption spectrometry (AAS). The elements detected in the analyzed preparations are:
Ca, Fe, Mg, Zn. The highest calcium concentrations were recorded for the 3W collagen sample (K3W (1518.71
mg/kg), the concentration of the element was half as high in the collagen 3 sample (K3-777.95 mg/kg) and collagen
2 (K2-677.13 mg/kg). Samples of collagen variety 3 (K3-194.98 mg/kg) and collagen strain 5 (K5-178.57 mg/kg)
were characterized by the highest concentration of magnesium, the highest content of iron was determined in the
sample of collagen 5 (K5 -187.35 mg/kg), and the highest zinc content was determined in collagen of the 3W
variant (K3W-59.50 mg/kg). Metals referred to as bioactive components: Ca, Mg, Zn have a big impact on the
health and beauty of the skin. The following metals were not detected in the tested collagen preparations: Ag, Al,
Ba, Cd, Cr, Cu, Li, Mn, Ni, Pb.

Stowa kluczowe: Kolagen, metale, atomowa spektrometria absorpcyjna, techniki analityczne;
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1. Wstep

Handlowe preparaty kolagenowe sg szeroko stosowane w przemysle kosmetycznym i chemii
gospodarczej. Na tym jednak nie koniec. Nowoczesne metody prowadzenia produkcji rolno —
spozywczej pozwalaja rowniez na wykorzystywanie hydrolizatow kolagenowych do
opracowania nowych produktow i technologii pelletowania nasion ro$lin uprawnych min.

rzepaku. Opracowane w ten sposéb otoczki nasion majg na celu zwiekszenie odpornosci na
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susze i szkodniki podczas kietkowania nasion i pojawiania si¢ sadzonek [1]. Istotne jest, aby
preparaty, ktore sa wprowadzane do obrotu nie zawieraty metali cigzkich, ktore moga wnikad
w skore wywotujac choroby oraz penetrowac ja w warstwie rogowej naskorka i wywotywac
alergie [2]. Niestety nie istniejg wytyczne, ktore nakazywatyby okreslenie sktadu kolagenu z
wyszczegolnionym sktadem zawartosci metali. Ponadto, kolagen jest materialem
biologicznym, ktéry nie podlega ustawodawstwu polskiemu, czy europejskiemu. Na rynku
niewielu jest producentow preparatow kolagenowych, a ich sktad nie jest doktadnie okreslony.
W opisie preparatow podaje si¢ jedynie informacje dotyczace zastosowanych dodatkow.
Przyktadowo producent badanych w niniejszej pracy preparatéw informuje, ze produkt zawiera
kwas cytrynowy lub kwas borowy. Dodatek kwasu cytrynowego sprawia, ze witaminy oraz
przeciwutleniacze sa bardziej stabilne i tatwiej przyswajalne. Natomiast dodatek kwasu
borowego sprawia, ze preparat kolagenowy ma wlasciwosci antyseptyczne i z powodzeniem
moze by¢ zastosowany w $rodkach piorgco-myjacych. Istnieje potrzeba lepszego poznania
sktadu tego rodzaju preparatéw, na ktory moze mie¢ wpltyw m.in. sposdéb wyodrgbniania
kolagenu z materiatu wyj$ciowego.

Preparaty kolagenu rozpuszczalnego otrzymuje si¢ poprzez ekstrakcje tkanki tacznej
mtodych zwierzat, najczesciej cielat lub embrionéw bydlgcych. Ekstrakcje przeprowadza si¢
najczesciej roztworami wodnymi kwasoéw organicznych. Proces prowadzi si¢ w niskich
temperaturach [3]. Istotny jest proces wstepnej obrobki chemicznej, ktory ma miejsce juz w
momencie rozpuszczania kolagenu. Do tego procesu stosuje si¢ rézne s$rodki m.in.
hydroksyloaming w obecnos$ci zwiazkow liotropowych oraz sole metali alkalicznych, jak np.
CaClo. W technologii garbowania chromowego stosuje si¢ sole obojetne, wykazujace
niewielkie powinowactwo do kolagenu. Jednakze dziatanie poszczegdlnych soli na kolagen jest
znaczaco rozne. Niektore sole maja zdolno§¢ odwodnienia i pgcznienia kolagenu, inne dzialaja
w kierunku specznienia, peptyzowania, a w konsekwencji do rozpuszczania kolagenu [4].
Wszystkie te procesy, z uwagi na ilo$¢ i roznorodnos¢ stosowanych zwigzkéw chemicznych,
mogg mie¢ wplyw na sktad chemiczny kolagenu. Dlatego istnieje potrzeba zbadania
koncowego produktu pod katem m.in. zawarto$ci metali cigzkich.

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie w handlowych preparatach kolagenowych stgzen
wybranych metali, w tym metali cigzkich. Do tego celu wykorzystano metode atomowe;j

spektrometrii absorpcyjnej (AAS).
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2. Materialy i metody
2.1. Preparaty kolagenowe

Analizie poddano 5 preparatow kolagenowych, ktére wykorzystywane sg w preparatach
kosmetycznych i srodkach czystosci. Pozyskane preparaty do badan to wodne dyspersje biatka
skory cielecej, ktore zawieraja czysty i niezhydrolizowany kolagen natywny o masie
czasteczkowej okoto 340000 Da i o konformacji potrojnej helisy. Przebadane preparaty w
niniejszej pracy wystepuja na rynku handlowym. Producent nie wymienia sktadu kolagenu.
W Tabeli 1 przedstawiono charakterystyke preparatow kolagenowych z uwzglednieniem

odmian kolagenu.

Tabela 1. Charakterystyka preparatow kolagenowych [5, 6]

Numer Odmiana Wystepowanie Zastosowanie Dzialanie kolagenu

probki kolagenu kolagenu kolagenu g

K2 2 Chrzastki stawowe, Przeznaczone sa do
ciato szkliste pie le;gnac.u. skory Preparaty kolagenowe dziataja

wieku  dojrzatego, . : .
, ; regenerujagco 1 wygladzajaco,
skory  zmegczonej . , AP
Blona  podstawna - przywracajac skorze $wiezo$¢ i
X b lub  przesuszonej - e
(mikrowtdkna nadmiernvm wlasciwe nawilzenie.

K4 4 miedzytkankowe), dzialaniegl Odmiana 4 z dodatkiem elastyny
skora, naczynia, czynnikow dodatkowo przywraca skorze
jelito, macica atmosferycznych i sprezystos¢ i migkkosc.

wody.
Tkanka tworzaca sig¢
z fibroblastow;
zanim zostanie
wytworzony

KSW 3 ran. tworzy wlékna regenerujagco 1 wygtadzajaco,
tkal,aki Y tacznes przywracajac skorze sprezystosé i
whasciwei aczng miekkos¢ oraz wlasciwe
u ateczkojwej blony Znajduja nawilzenie, a dzigki silnym

odstawowe ' zastosowanie w wiasnosciom blonotworczym
Eacz nia wh;sowate preparatach tworza na powierzchni skory
30 dﬁqi rTowa kosmetycznych i rodzaj  warstwy  ochronnej,
st q_zez W na srodkach myjaco — zabezpieczajac skore rak przed
wystepu) , pioracych. wnikaniem szkodliwych
granicy tkanki " -
tworzacei blizny i substancji chemicznych
tkW(;l I?Crelj ke ydzi zawartych w $rodkach myjaco -
bl?zne 7a atwe; . pioracych i jednoczesnie chroniac

K5 5 7aWsze wys (?Palllgg ja przed utrata wody

- ] transepidermalnej.
dopehienie
kolagenu typu I,
kosci, skora,

rogowka, tozysko,
komorki Schwanna

Przyjeto nastgpuje oznaczenia probek:
e K2 (odmiana 2 kolagenu, zawierajaca w swym skladzie §ladowe ilosci kwasu

cytrynowego),
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e K3W (odmiana 3 kolagenu - surowiec z tkanki wieprzowej),
e K3 (odmiana 3 kolagenu, zawierajaca w swym skladzie $ladowe ilosci kwasu
borowego),
e K4 (odmiana 4 kolagenu, zawierajaca elastyng),
e K5 (odmiana 5 kolagenu, zawierajaca w swym skladzie $ladowe ilo$ci kwasu
borowego oraz elastyne).
W zaleznos$ci od wlasciwosci strukturalnych i funkcji, jakie petni kolagen wyr6znia sig:
- kolagen fibrylarny, do ktorego zaliczamy odmiang 2, 3, 5;
- kolagen btony podstawnej, do ktorego zaliczamy odmian¢ 4. Przygotowane preparaty

charakteryzowaty si¢ kwasnym pH - od 3,7 do 3,8.

2.2. Przygotowanie probek do badan

Do czasu analizy pobrany materiat do badan przechowywano w warunkach
monitorowanych. Probki preparatoéw kolagenowych wylano na szalki Petriego i suszono przez
kilka dni w temperaturze pokojowej do uzyskania suchej masy, z ktérej pobrano probki o wadze
ok. 0,1 g i umieszczono w naczyniu teflonowym. Nastepnie dodano 6 cm® HNO; (65%) i
dokonano ich mineralizacji przy uzyciu mineralizatora mikrofalowego Magnum II (Ertec).
Proces mineralizacji wykonano w trzech cyklach, trwajacych tacznie 20 minut w temperaturze
do 300°C i pod ci$nieniem maksymalnym dochodzacym do 45 barow, przy maksymalnej mocy
mikrofal (100%). Probke zmineralizowano do klarownego roztworu, co $wiadczy o pelnej
mineralizacji. W kolejnym etapie przemyto §cianki naczynia woda demineralizowang i
ilosciowo przeniesiono roztwor do kolby miarowej o objetosci 25 ml. Na koniec wszystkie

proby przesaczono przez filtr typu 388 (migkki).

2.3. Odczynniki chemiczne

W badaniach uzyto wzorcoOw analizowanych pierwiastkow o poczatkowym stezeniu 1000
mg/l. Krzywe wzorcowe sporzadzono poprzez rozcienczenia roztworu podstawowego. W
czasie badan mozliwe jest wystapienie zaktocen podczas pomiaréw analizowanych roztworow

poprzez obecno$¢ substancji chemicznych towarzyszacych. Zaklocenia dzielg si¢ na grupy:
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- zaklocenia wynikajace z naktadania si¢ linii emisyjnych i absorpcyjnych analizowanych
pierwiastkow;
- zaklécenia wynikajace z fizycznych wilasciwosci roztworow i1 majace wplyw na
wydajno$¢ nebulizacji;
- zaklocenia chemiczne zachodzace w atomizerze.
W celu eliminacji matrycowych efektow interferencyjnych wykorzystano nastgpujace bufory
spektralne:
e 10% azotan (V) lantanu (111) przy analizie Pb, Cd;
e 0,4% chlorek lantanu przy analizie Cr;

e 0,1% chlorek potasu przy analizie Al, Ba, Ca.

2.4. Metody badawcze
Oznaczenia metali przeprowadzono przy uzyciu techniki plomieniowej atomowej

spektrometrii absorpcyjnej (AAS) na aparacie jednowigzkowym Unicam 939.

Tabela 2. Charakterystyka parametréw zastosowanych w technice AAS

Metal Dlugose fali Rodzaj plomienia
[nm]

Ag 328,1 acetylen-powietrze-utleniajacy

Al 309,3 acetylen-podtlenek azotu-redukujacy
Ba 553,6 acetylen-podtlenek azotu-redukujacy
Ca 4227 acetylen-podtlenek azotu-redukujacy
Cd 228,8 acetylen-powietrze-utleniajacy

Cr 357,9 acetylen-podtlenek azotu-redukujacy
Cu 324,8 acetylen-powietrze-utleniajacy

Fe 248,3 acetylen-powietrze-utleniajacy

Li 670,8 acetylen-powietrze-utleniajacy
Mg 285,2 acetylen-powietrze-utleniajacy
Mn 279,5 acetylen-powietrze-utleniajacy

Ni 232,0 acetylen-powietrze-utleniajacy
Pb 217,0 acetylen-powietrze-utleniajacy
Zn 213,9 acetylen-powietrze-utleniajacy

Zastosowano atomizacj¢ ptomieniowa, stosujac korekcje tla (lampa deuterowa) tylko dla
wybranych metali (dla wszystkich oprocz Ba, Ca, Li). Pomiary wykonano z uzyciem lamp z
katoda wnekowa (Hallow Cathode Lamp-HCL). Rodzaj ptomienia, sktad mieszaniny gazéw i
dhugos$¢ fali ulegaly zmianie w zaleznosci od oznaczanego pierwiastka (Tabela 2). Do
pomiaréw wykorzystano spektrometr absorpcji atomowej z palnikiem o dtugosci 50 mm (Rys.
1). Przed przystapieniem do prac metoda badawcza zostala zoptymalizowana przez Autora pod

wzgledem planowanych oznaczen. Wyznaczono granice oznaczalnosci metody (Tabela 3).
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Rys. 1. Spektrometr absorpcji atomowej Unicam 939.

3. Omoéwienie i dyskusja wynikéw

Gléwnym celem pracy bylo oznaczenie st¢zenia wybranych metali w kolagenowych
preparatach handlowych w przeliczeniu na suchg mas¢ badanych preparatow. Metale cigzkie w
sladowych ilo$ciach znajdujg zastosowanie w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym.
Moga by¢ np. sktadnikami barwnikéw. Dla organizmu ludzkiego najwigksze zagrozenie
stwarzaja przede wszystkim: rte¢, otow, kadm, arsen. Do wyznaczenia st¢zen pierwiastkow
wykorzystano sporzadzone krzywe wzorcowe i na ich podstawie odczytano wartosci stezen

metali w analizowanych preparatach (Rys. 2, Tabela 3).
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Rys. 2. Porownanie stezen wykrytych metali w badanych kolagenowych preparatach handlowych.
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Tabela 3. Wyniki pomiaru st¢zen metali w analizowanych preparatach kolagenowych (na zielono zaznaczono

stezenia wykrytych metali)

Granica
megt/"‘k'g] "Zg;‘g;f,‘]g‘c";“ K2 K3W K3 K4 K5
metali [mg/kg]

Ag 0,34 <0,34 <0,34 <0,34 <0,34 <0,34
Al 3,40 <3,40 <3,40 <3,40 <3,40 <3,40
Ba 0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Ca 1,50 677,13 1518,71 717,95 478,62 575,67
Cd 0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Cr 0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50 <0,50
Cu 0,41 <0,41 <0,41 <041 <0,41 <0,41
Fe 0,60 111,75 129,15 87,23 110,80 187,35
Li 0,21 <0,21 <0,21 <0,21 <0,21 <0,21
Mg 0,03 75,50 97,71 194,98 127,79 178,57
Mn 0,29 <0,29 <0,29 <0,29 <0,29 <0,29
Ni 0,63 <0,63 <0,63 <0,63 <0,63 <0,63
Pb 0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20 <0,20
Zn 0,05 7,87 59,50 10,75 574 17,90

Pierwiastki wykryte w preparatach to: Ca, Fe, Mg, Zn (Rys. 2). Sg to tak zwane sktadniki
bioaktywne, ktore majg duzy wptyw na zdrowie i pigkno skory [7, 8].

Najwyzsze stezenia wapnia odnotowano dla probki K3W (1518,71 mg/kg), o polowe nizsze
dla K3 (717,95 mg/kg) i K2 (677,13 mg/kg). Jego pojawienie si¢ spowodowane jest
wykorzystaniem CaCl, w procesach garbowania skory [4].

Kolejnym pierwiastkiem wystepujagcym w wykrywalnym stezeniu w preparatach jest
magnez. Probki K3 (194,98 mg/kg) oraz w K5 (178,57 mg/kg) posiadajg najwyzsze poziomy
stezen magnezu sposrdd badanych probek. Preparaty o duzej zawartosci magnezu i wapnia
maja istotne znaczenie dla 0s6b uprawiajgcych sport oraz aktywnie zyjacych. W przypadku
niektorych kolagenowych preparatow przeznaczonych do spozycia pierwiastki te s dodatkowo
wprowadzane w odpowiednich ilo$ciach i proporcjach. Kolagen zawierajacy w swoim skladzie
magnez 1 wapn wptywa na uktad lokomotoryczny. Jest stosowany w leczeniu i tagodzeniu
chorodb kosci i stawow [9]. Literatura dotyczaca omawianych pierwiastkow skupia si¢ jedynie
na dziennych ilo$ciach potrzebnych organizmowi do prawidlowego funkcjonowania. Nie
znajduje si¢ wytycznych dotyczacych zalecanych ilosci makroelementéw stosowanych w
kosmetyce, czy srodkach czystosci. Wedtug danych literaturowych dobowe spozycie wapnia w

grupie wiekowej 19 — 50 nie powinno by¢ mniejsze niz 1000 mg. W przypadku magnezu
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dzienne zapotrzebowanie ksztaltuje si¢ miedzy 400 — 420 mg dla me¢zczyzn oraz 310 — 320 mg
dla kobiet.

Niekorzystnie na przyswajalno$¢ wapnia moze wptywac inny pierwiastek — magnez.
Powinno zwroci¢ si¢ uwage na to, aby oba te pierwiastki dostarcza¢ w odpowiedniej proporcji
- stosunek wapnia do magnezu powinien wynosi¢ 2:1 [10].

Najwigksza zawarto$¢ zelaza odnotowano dla probki K5 (187,35 mg/kg), a najwicksza
zawarto$¢ cynku odnotowano dla probki K3W (59,50 mg/kg). Oba te skltadniki dziataja
korzystnie na stan wloséw, przeciwdzialaja ich wypadaniu oraz wzmacniajg paznokcie. Co
wazne, po przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze przebadane probki handlowych
preparatow kolagenowych pozbawione sg metali takich jak: Ag, Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Li, Mn,
Ni, Pb. Niektore z tych metali oraz ich zwigzkéw znajduje si¢ w wykazie substancji zakazanych
w produktach kosmetycznych [11]. Stwierdza si¢, ze w analizowanych probkach nie wystepuja

zanieczyszczenia w postaci metali cigzkich, ktorych wptyw na organizm jest toksyczny.

4. Podsumowanie

Podsumowujac, odmiany 3 i 5 zawieraja najwyzsze stezenie sktadnikow bioaktywnych (Ca,
Fe, Mg, Zn) w poréwnaniu z odmiang 2, a zwlaszcza 4. Nie bez powodu producenci naturalnych
biatek polecaja szczegdlnie odmiany kolagenu 3 i 5 jako substancje biologicznie czynne do
produkcji $rodkdOw myjaco - piorgcych zawierajacych w swoim skladzie detergentowe
substancje powierzchniowo - czynne niszczace naturalng warstwe ochronng skory i
powodujace jej wysuszenie 1 pekanie. Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna réwniez
jednoznacznie stwierdzi¢, ze probki badanych preparatow kolagenowych wykorzystywanych
w preparatach kosmetycznych i1 srodkach czystosci sg wolne od niebezpiecznych pierwiastkow
chemicznych. Badane preparaty maja bezposredni kontakt ze skora ludzka, stad istotne jest,
aby nie zawieraly substancji niebezpiecznych, w tym metali, zakazanych w produktach
kosmetykach. Niektore metale ciezkie moga powodowac alergie, uczulenia i szereg choréb m.
in. nowotwordw. Zasadnym jest zatem okreslenie zawartosci wybranych metali w preparatach
kolagenowych 1 kontynuowanie badan réznych rodzajow preparatow kolagenowych, w
szczegblnos$ci preparatow przeznaczonych do spozycia. Ma to szczegdlne znaczenie biorgc pod
uwage fakt, iz wszystkie rodzaje przebadanych preparatow kolagenu stanowia doskonaty
surowiec do wykorzystania w produkcji nowoczesnych kapsutek do otoczkowania nasion

rzepaku.
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Zrédlo finansowania
Artykut finansowany z projektu ,,Wykorzystanie hydrolizatow kolagenowych do przygotowania

otoczek nasion rzepaku zwickszajacych odporno$¢ na susze¢” — COLL-RAPE.
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