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Wprowadzenie

Kolagen jest bia kiem wyst puj cym w organizmach 
zwierz cych,  szeroko stosowanym w przemy le medycz-
nym i farmaceutycznym. Jednak wysoki koszt tego bia ka 
znacznie ogranicza mo liwo ci jego zastosowania. Obec-
nie g ównymi ród ami pozyskiwania kolagenu typu I s  skó-
ry bydl ce i wi skie. Jednak, na skutek wyst pienia u by-
d a zwyrodnienia g bczastego (BSE) oraz innych zaka -
nych encefalopatii g bczastych (TSE), a tak e pryszczycy 
(FMD) u wi  i byd a, surowce rze ne s  ju  mniej atrak-
cyjnym ród em tego bia ka. Kolagen typu I mo na rów-
nie  wyizolowa  ze skór, ko ci, p etw czy usek ryb. Ryby 
spo ywane s  codziennie na ca ym wiecie w du ych ilo-
ciach. Ponad 30% rybich odpadów to skóry, uski i ko ci, 

które s  bogatym ród em kolagenu. Dlatego odpady ry-
bie mog  by  alternatywnym, bezpiecznym ród em kola-
genu, st d te  nast pi  wzrost zainteresowania i bada  na-
ukowych w tej dziedzinie.

W pracy przedstawiono metodyk  i w a ciwo ci kolage-
nu wyizolowanego z usek ryb z gatunku Esox lucius. Jest 
to ryba s odkowodna, wyst puj ca w krajach o umiarko-
wanym klimacie.

 Metodyka

Kolagen wyizolowano z usek rybich, poprzez deminera-
lizacj  oraz rozpuszczenie w kwasie octowym. Za pomoc  
spektrometru rentgenowskiego (EDX) oznaczono zawarto-
ci pierwiastków w usce i potwierdzono ca kowite rozpusz-

czenie fosforanu wapnia. Wykonano widmo FTIR Þ lmu ko-
lagenowego oraz przeprowadzono analiz  sk adu amino-
kwasowego. Temperatur  denaturacji kolagenu wyznaczono 
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Introduction

Collagen is the most abundant protein found in animal 
body and widely used for biomedical and phar maceutical
applications. However, its applicability is severely limited 
due to high cost. At present, the main sources of type I 
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 I colla gen has also been extracted from skin, 
bone, Þ ns, and scales of fresh water and marine Þ shes. In
various parts of the world, different Þ sh species are being
consumed daily in large quantities. More than 30% of Þ sh 
processing wastes consist of skin, scale and bone, which 
are very rich in collagen. Thus, Þ sh 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 Þ sh is found in fresh water of temper-
ate countries.

 Materials and methods

Collagen was isolated from Þ sh scale, a calciÞ ed 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 puriÞ ed collagen was character-
ized by FTIR and amino acid analysis. The denaturation 
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pomiar lepko ci w ró nych tempera-
turach. Lepko  w ka dej temperatu-
rze pomiaru wyznaczono z nast pu-
j cej zale no ci:

lepko =( sp(T°C)– sp(40°C))/
( sp(10°C)– sp(40°C))

gdzie sp oznacza lepko   w a ciw
obliczon  ze wzoru:

sp=(t-t0)/t0

(t i to oznaczaj  odpowiednio: czas
wyp ywu z kapilary roztworu kolage-
nu oraz rozpuszczalnika).

Wyniki i dyskusja

Wyniki analizy EDX wie ej  uski
oraz uski po demineralizacji przed-
stawiono w TABELI 1.

Analiza EDX potwierdza, i  po 48h traktowania usek roz-
tworem EDTA nast puje ca kowita ich demineralizacja.
W TABELI 2 przedstawiono sk ad aminokwasowy kolage-
nu rybiego.

W kolagenie rybim stwierdzono obecno  iminokwasów 
w nast puj cej ilo ci: 46,17 proliny i 28,44 hydroksyproli-
ny. Zawarto  proliny i hydroksyproliny w kolagenie wp y-
wa na stabilno  termiczn  i temperatur  denaturacji kola-
genu. Nie stwierdzono obecno ci cysteiny.

Widmo IR Þ lmu kolagenowego przedstawiono na RY-
SUNKU 1. Zarejestrowano pasma typowe dla kolagenu:  
pasmo amidowe A wyst puje przy liczbie falowej 3327 cm-1, 
pasmo amidowe B przy 3085 cm-1, amid I przy 1658 cm-1, 
a amid II przy 1554 cm-1.

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=( sp(T°C)– sp(40°C))/( sp(10°C)– sp(40°C))
where, the viscosity was speciÞ c viscosity ( sp) and was
calculated by following equation:

sp=(t-t0)/t0

(t and to are the efß ux times of collagen solution and solvent,
respectively).

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 conÞ rmed 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 g of colla-
gen, respectively, which is likely to have an inß uence on the
stability of the collagen Þ bers and inß uences the denatura-
tion temperature as well. Absence of cysteine in collagen
emphasizes presence of type I collagen.

IR spectrum of Þ sh scale collagen Þ lm is shown in FIG.1. We
observe the bands typical for collagen such N-H stretching  at
~3305 cm-1  for the amide A, C-H stretching at ~3081 cm-1  for 
the amide B, C=O stretching at ~1635 cm-1 for the amide I,
and N-H deformation at ~1545 cm-1  for the amide II.

The denaturation temperature (Td) was determined by
viscosity measurement. Relative viscosity of collagen in 0.1
M acetic acid is depicted in FIG. 2.

Pierwiastek 
Element

Procent masowy zawarto ci pierwiastków w uskach [%]
Mass percent (%) 

przed demineralizacj  
Raw scale

po 48h traktowania roztworem EDTA 48h 
EDTA treatmet

C 2.95 13.69

N 6.97 14.02

O 60.25 71.50

P 9.04 0

Ca 20.79 0

Tabela 1. Analiza EDX wie ej  uski oraz uski po 48 h traktowania roztwo-
rem EDTA).
Table 1. EDX analysis for raw scale and demineralized scale after 48 h of 
EDTA treatment.

TABELA 2. Sk ad aminokwasowy kolagenu wyra o-
ny w nanomolach poszczególnych aminokwasów 
w przeliczeniu na 50 g bia ka pobranego do analizy. 
TABLE 2. Amino acid composition of collagen (nmol 
of amino acid in 50 g of collagen).

Amino Acid

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

RYS. 1. Widmo IR Þ lmu kolagenowego.
FIG. 1. IR spectrum of collagen Þ lm.



26 Temperatura denaturacji (Td) zosta a wyznaczona z po-
miarów wiskozymetrycznych. Zale no  lepko ci roztworu
kolagenu w 0,1 M kwasie octowym od temperatury przed-
stawiono na RYSUNKU 2.

Td kolagenu rybiego wynosi ~28,5°C. Jest to wy sza tem-
peratura w porównaniu z Td kolagenu wyizolowanego z tka-
nek niektórych zwierz t morskich takich jak: mintaj (16,8°C), 
makrelosz (24°C), rekin (25,0°C), keta (gatunek ososia) 
(19,4°C), makrela (26,1°C).

Wnioski

Z usek ryb z gatunku Esox lucius wyizolowano kolagen s

typu I. Stabilno  termiczna pozyskanego bia ka (Td=28,5°C
) jest wy sza ni  w przypadku niektórych ryb morskich. Mo e 
to by  spowodowane wi ksz  zawarto ci  iminokwasów 
oraz wy sz  temperatur  cia a i rodowiska ycia ryb z ga-
tunku Esox lucius. Temperatur  denaturacji mo na podwy -
szy  stosuj c ró e metody sieciowania bia ek, m.in. siecio-
wanie za pomoc  reakcji chemicznych. Kolagen uzyskany
z usek rybich jest  ciekaw  alternatyw  dla kolagenu ssa-
ków i mo e znale  zastosowania biomedyczne.

The Td of Þ sh scale collagen was found to be ~28,5°C. The Td

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 I was successfully isolated from the scale 
of Esox lucius. Thermal stability of isolated collagen (28.5°C) 
was higher than that of sea Þ shes. The higher thermal sta-
bility of Esox lucius may be due to higher contents of imino s

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 Þ sh col-
lagen may serve as an attractive alternative to mammalian 
collagen for biomedical applications.
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RYS. 2. Zmiany lepko ci roztworu kolagenu w za-
le no ci od temperatury.
FIG. 2. Change in fractional viscosity with tempe-
rature of Þ sh scale collagen.


