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Wprowadzenie

Kolagen jest biatkiem wystepujgcym w organizmach
zwierzecych, szeroko stosowanym w przemysle medycz-
nym i farmaceutycznym. Jednak wysoki koszt tego biatka
znacznie ogranicza mozliwosci jego zastosowania. Obec-
nie gtdwnymi zrodtami pozyskiwania kolagenu typu | sg sko-
ry bydlece i Swinskie. Jednak, na skutek wystapienia u by-
dta zwyrodnienia ggbczastego (BSE) oraz innych zakaz-
nych encefalopatii ggbczastych (TSE), a takze pryszczycy
(FMD) u $win i bydta, surowce rzezne sg juz mniej atrak-
cyjnym zrodtem tego biatka. Kolagen typu | mozna row-
niez wyizolowac ze skor, kosci, ptetw czy tusek ryb. Ryby
spozywane sg codziennie na catym $wiecie w duzych ilo-
$ciach. Ponad 30% rybich odpadéw to skory, tuski i kosci,
ktére sg bogatym zrodtem kolagenu. Dlatego odpady ry-
bie moga by¢ alternatywnym, bezpiecznym zrédtem kola-
genu, stad tez nastgpit wzrost zainteresowania i badan na-
ukowych w tej dziedzinie.

W pracy przedstawiono metodyke i wtasciwosci kolage-
nu wyizolowanego z tusek ryb z gatunku Esox lucius. Jest
to ryba stodkowodna, wystepujgca w krajach o umiarko-
wanym klimacie.

Metodyka

Kolagen wyizolowano z tusek rybich, poprzez deminera-
lizacje oraz rozpuszczenie w kwasie octowym. Za pomocg
spektrometru rentgenowskiego (EDX) oznaczono zawarto-
Sci pierwiastkdw w tusce i potwierdzono catkowite rozpusz-
czenie fosforanu wapnia. Wykonano widmo FTIR filmu ko-
lagenowego oraz przeprowadzono analize sktadu amino-
kwasowego. Temperature denaturacji kolagenu wyznaczono
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Introduction

Collagen is the most abundant protein found in animal
body and widely used for biomedical and pharmaceutical
applications. However, its applicability is severely limited
due to high cost. At present, the main sources of type |
collagen are bovine or porcine dermis. However, due to
outbreak of Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE),
Transmissible Spongiform Encephalopathy (TSE), Foot and
Mouth Disease (FMD) in pigs, cattle, use of collagen and
collagen derived products from these sources have been
limited. Type | collagen has also been extracted from skin,
bone, fins, and scales of fresh water and marine fishes. In
various parts of the world, different fish species are being
consumed daily in large quantities. More than 30% of fish
processing wastes consist of skin, scale and bone, which
are very rich in collagen. Thus, fish processing wastes may
be alternative collagen sources and these underutilized re-
sources have attracted the increasing attention of scientists
all over the world.

In the present study, collagen was isolated from scales
of Esox lucius. This fish is found in fresh water of temper-
ate countries.

Materials and methods

Collagen was isolated from fish scale, a calcified tissue,
through demineralization following acetic acid treatment.
Energy dispersive X-ray (EDX) analysis of demineralized
scale was carried out for quantitative estimation of inorganic
content. The isolated and purified collagen was character-
ized by FTIR and amino acid analysis. The denaturation
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pomiar lepkosci w réznych tempera- | Tabela 1. Analiza EDX swiezej tuski oraz tuski po 48 h traktowania roztwo-

turach. Lepko$¢ w kazdej temperatu- | rem EDTA).
rze pomiaru wyznaczono z nastepu- | 1able 1. EDX analysis for raw scale and demineralized scale after 48 h of
EDTA treatment.

jacej zaleznosci:
lepko$E=(Np(r-c)Nspiaoc))

(Nspr10°cyNspraoecy)
gdzie ng, oznacza lepkos¢ wiasciwg

Procent masowy zawartosci pierwiastkdow w tuskach [%] ‘

. Pierwiastek Mass percent (%)

obliczong ze wzoru: Element  przed demineralizacjg ~ po 48h traktowania roztworem EDTA 48h
r]sp_(t_to)/to

. ) N Raw scale EDTA treatmet
(t i t, oznaczajg odpowiednio: czas
wyptywu z kapilary roztworu kolage- c 2.95 13.69
nu oraz rozpuszczalnika). N 6.97 14.02

o ] 0 60.25 71.50

Wyniki i dyskusja P 904 0

Wyniki analizy EDX $wiezej tuski Ca 20.79 0

oraz tuski po demineralizacji przed-
stawiono w TABELI 1.

TABELA 2. Sktad aminokwasowy kolagenu wyrazo-
ny w nanomolach poszczegdlnych aminokwaséw
w przeliczeniu na 50 pg biatka pobranego do analizy.
TABLE 2. Amino acid composition of collagen (nmol
of amino acid in 50 pg of collagen).

[ amors

Asparagine + Aspartic Acid 17.03
Glutamine + Glutamic Acid 31.56
Hydroxyproline 28.44
Serine 13.85
Glycine 129.84
Histidine 4.18
Arginine 20.49
Threonine 11.29
Alanine 45.48
Proline 46.17
Tyrosine 1.86
Valine 7.09
Methionine 4.19
Isoleucine 3.69
Leucine 7.67
Phenylalanine 6.65
Lysine 9.79

Analiza EDX potwierdza, iz po 48h traktowania tusek roz-
tworem EDTA nastepuje catkowita ich demineralizacja.

W TABELI 2 przedstawiono sktad aminokwasowy kolage-
nu rybiego.

W kolagenie rybim stwierdzono obecnos¢ iminokwaséw
w nastepujacej ilosci: 46,17 proliny i 28,44 hydroksyproli-
ny. Zawartosc¢ proliny i hydroksyproliny w kolagenie wpty-
wa na stabilnos¢ termiczng i temperature denaturacji kola-
genu. Nie stwierdzono obecnosci cysteiny.

Widmo IR filmu kolagenowego przedstawiono na RY-
SUNKU 1. Zarejestrowano pasma typowe dla kolagenu:
pasmo amidowe Awystepuje przy liczbie falowej 3327 cm™,
pasmo amidowe B przy 3085 cm™', amid | przy 1658 cm™,
a amid Il przy 1554 cm-'.

of collagen in solution was determined from temperature
induced viscosity change using an Ubbelohde viscometer.
Fractional viscosity was calculated for each temperature
as follows:

Fractional viscosity=(Nsyr-c}Nspuo-c)) (Nsprro-cyNspiacec))
where, the viscosity was specific viscosity (ng,) and was
calculated by following equation:

nsp=(t_t0)/t0
(tand t, are the efflux times of collagen solution and solvent,
respectively).
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RYS. 1. Widmo IR filmu kolagenowego.
FIG. 1. IR spectrum of collagen film.

Results and discussion

EDX of raw scale and demineralized scale are shown
in TABLE 1.

Demineralization was almost completed after 48h of
EDTA treatment, which was confirmed by EDX.

The amino acid composition of collagen was shown in
TABLE 2.

The amount of imino acids, proline and hydroxyproline,
are 46.17 and 28.44 nmol of amino acid in 50 pg of colla-
gen, respectively, which is likely to have an influence on the
stability of the collagen fibers and influences the denatura-
tion temperature as well. Absence of cysteine in collagen
emphasizes presence of type | collagen.

IR spectrum of fish scale collagen film is shown in FIG.1. We
observe the bands typical for collagen such N-H stretching at
~3305 cm™ for the amide A, C-H stretching at ~3081 cm™ for
the amide B, C=0 stretching at ~1635 cm-' for the amide |,
and N-H deformation at ~1545 cm™" for the amide II.

The denaturation temperature (T,) was determined by
viscosity measurement. Relative viscosity of collagen in 0.1
M acetic acid is depicted in FIG. 2.
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Temperatura denaturaciji (T,) zostata wyznaczona z po-

® o o o o o o mjaréw wiskozymetrycznych. Zalezno$c¢ lepkosci roztworu

kolagenu w 0,1 M kwasie octowym od temperatury przed-
stawiono na RYSUNKU 2.

Tykolagenu rybiego wynosi ~28,5°C. Jest to wyzsza tem-
peratura w poréwnaniu z T, kolagenu wyizolowanego z tka-
nek niektérych zwierzat morskich takich jak: mintaj (16,8°C),
makrelosz (24°C), rekin (25,0°C), keta (gatunek tososia)
(19,4°C), makrela (26,1°C).

WhiosKki

Z tusek ryb z gatunku Esox lucius wyizolowano kolagen
typu I. Stabilno$¢ termiczna pozyskanego biatka (T,=28,5°C
) jest wyzsza niz w przypadku niektorych ryb morskich. Moze
to by¢ spowodowane wigkszg zawartoscig iminokwaséw
oraz wyzszg temperaturg ciata i Srodowiska zycia ryb z ga-
tunku Esox lucius. Temperature denaturacji mozna podwyz-
szy¢ stosujac roze metody sieciowania biatek, m.in. siecio-
wanie za pomocg reakcji chemicznych. Kolagen uzyskany
z tusek rybich jest ciekawg alternatywg dla kolagenu ssa-
kow i moze znalez¢ zastosowania biomedyczne.
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RYS. 2. Zmiany lepkosci roztworu kolagenu w za-
leznosci od temperatury.

FIG. 2. Change in fractional viscosity with tempe-
rature of fish scale collagen.

The T, of fish scale collagen was found to be ~28,5°C. The T,
of collagen from Esox lucius was higher than those of collagens
from some marine species: Alaska Pollack skin (16.8 °C), saury
(24°C), bullhead shark (25.0°C), chub salmon (19.4°C),
common mackerel (26.1°C) [4].

Conclusions

Collagen type | was successfully isolated from the scale
of Esox lucius. Thermal stability of isolated collagen (28.5°C)
was higher than that of sea fishes. The higher thermal sta-
bility of Esox lucius may be due to higher contents of imino
acids and may have correlation with their body temperature
and living environment. The thermal stability of collagen can
be improved by chemical crosslinking. The isolated fish col-
lagen may serve as an attractive alternative to mammalian
collagen for biomedical applications.
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