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Streszczenie

Wstep. Kolagen stanowi 30% catkowitej masy biatka ludzkiego i jest odpowiedzialny za sprezystosé i jedrnosé skory, jej wiasciwe
nawilzenie i ciagta odnowe jej komorek. Wraz z wiekiem zdolnos¢ syntezy kolagenu przez organizm maleje. Do jej zaburzen docho-
dzi réwniez przy nadmiernej aktywnosci fizycznej, uprawianiu sportu wyczynowego oraz chorobach autoagresyjnych (np. w zwy-
rodnienieniu stawdw). Zaburzenia w metabolizmie kolagenu objawiaja si¢ nie tylko dysfunkcjami w obrebie aparatu ruchu (sztyw-
nos¢, béle okotostawowe), ale rowniez w tych tkankach i narzadach, dla ktérych kolagen i substancje blizniacze petnia funkcje
strategiczne.

Specyfika budowy chemicznej materiatdw biologicznych, takich jak keratyna, elastyna, kosci czy kolagen przektada si¢ na ich wia-
sciwosci fizyko-chemiczne, ktére mozemy oceni¢ wykorzystujac np. badania temperaturowej zaleznosci przewodnosci elektrycznej.
Pomiary tej zaleznosci pozwalaja rdwniez na badanie procesow witryfikacji czy proceséw uwalniania wody swobodnej, zwiazanej
i strukturalnej zachodzacych w ogrzewanym materiale. Badania te maja na celu okreslenie stabilnosci termicznej badanego materia-
1u, co zostanie aktywnie wykorzystane w procesach technologicznych.

Do tej pory w $wiatowej kosmetyce stosowano kolagen ssakow. Jednakze na skutek epidemii BSE kolagen ten jest systematycznie
zastepowany preparatem uzyskiwanym z ryb o znacznie lepszych wiasciwosciach kosmetycznych, co zwiazane jest z zastosowaniem
do jego otrzymywania, tzw. kwasnej hydratacji, ktéra pozwala na zachowanie struktury potrojnej helisy. Pozwala to na zachowanie
aktywnosci biologicznej kolagenu, ktdry penetrujac przestrzen zewnatrzkomorkowa naskorka wywiera wptyw na aktywnos¢ keroty-
nocytow i fibroblastow dajac szereg oddziatywan kosmetycznych i dermatologicznych.

Cel pracy. Celem pracy jest ocena stabilnosci termicznej kolagenu w postaci statej, pochodzacego ze skér ryb (kolagen FS — fish
skin collagen) na podstawie pomiardw temperaturowej zaleznosci przewodnosci elektrycznej wiasciwej oraz pordwnanie kolagenu
FS i kolagenu BAT (Bovine Achilles Tendon) poprzez oznaczenie sktadu aminokwasowego. Wyznaczenie temperatur denaturacji
oraz zbadanie procesu uwalniania wody swobodnej, wody zwiazanej i poréwnanie w przypadku kolagenu FS i kolagenu BAT.
Material i metodyka. W badaniach wykorzystano kolagen pochodzacy ze skér ryb (kolagen FS - fish skin collagen), otrzymany
metoda Przybylskiego. Jako materiatu kontrolnego uzyto kolagenu typu | pochodzacego z bydlecego sciegna Achillesa (kolagen BAT
— Bovine Achilles Tendon). Oznaczenie sktadu aminokwasowego kolagenu przeprowadzono przy uzyciu automatycznego analizatora
aminokwasowego. Oznaczenia hydroksyproliny wykonano spektrofotometrycznie, a pomiary temperaturowej zaleznosci przewodno-
sci elektrycznej wiasciwej wykonano metoda dwuelektrodowa.

Wyniki. Zawartos¢ hydroksyproliny w przypadku kolagenu BAT jest o 30% wigksza od kolagenu FS. W przypadku kolagenu FS
widoczne sa dwa charakterystyczne piki: w temperaturze 359 K i 454 K, natomiast dla kolagenu BAT jeden pik w temperaturze 337 K.
Nizsza temperatura denaturacji kolagenu FS zwiazana z mniejsza zawartoscia hydroksyproliny swiadczy o jego mniejszej stabilnosci
termicznej w poréwnaniu z kolagenem BAT.

Whioski. Badania temperaturowej zaleznosci przewodnosci elektrycznej wiasciwej informuja o zmianie konformacji molekuty
(denaturacja) i uwalnianiu wody — czyli posrednio o stabilnosci termicznej, bo im wyzsza jest temperatura denaturacji i pdzniej od-
dawana woda, tym czasteczka jest stabilniejsza termicznie.

SEOWA KLUCZOWE: kolagen rybi, kolagen wotowy, hydroksyprolina, temperatura denaturacji.

Summary

Introduction. Collagen constitutes 30% of the total human protein mass. It is responsible for skin firmness, elasticity, proper mois-
ture and constant renovation of skin cells. With age the human body loses the ability to rebuild collagen. Especially after constant
damage i.e. physical activity, competitive sports and autoimmune diseases (eg, arthritis degeneration).

Collagen metabolism impairment is manifested not only by dysfunctions within the musculoskeletal system (rigidity, periarticular
pain) but also within the tissues and organs for which collagen and similar substances play strategic functions.

The specificity of the chemical structure of biological materials such as keratin, elastin, bone or collagen results in their physico-
chemical properties, which can be assessed using tests such as temperature dependence of electrical conductivity. Application of temperature
dependence of electrical conductivity allows for the study of such processes in the heated material, such as vitrification process
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or processes of release of free water, bound and structural. The study intended to determine the thermal stability of the material,
which is the practical application of technological processes.

However, as a result of the BSE epidemic collagen is systematically replaced with a preparation obtained from fish with much better
cosmetic properties, which is connected with the use of its preparation, the so-called acid hydrate, which preserves the structure of
the triple helix.

Aim. The aim of study is the estimation of the thermal stability of FS (fish skin) collagen in solid form, from measurements of tem-
perature dependence of electrical conductivity. Authors compared FS and BAT (Bovine Achilles Tendon) collagen by determining the
amino acid composition, the denaturation temperature and release of free water and bound water in these two forms of collagen.
Material and method. The study used collagen derived from fish skins (FS - fish skin collagen) obtained by Przybylski. As a control
material type I collagen from bovine Achilles tendon (BAT Collagen — Bovine Achilles Tendon) was used. Determination of amino
acid composition of collagen was performed using an automatic amino acid analyzer. Hydroxyproline content was estimated by
spectrophotometry. Measurements of temperature dependence of electrical conductivity were performed in two-electrode probe.
Results. The hydroxyproline content in collagen in the case of BAT is 30% larger than in the FS. The dependence of electrical con-
ductivity on temperature for FS shows two characteristic peaks: at 359 K and 454 K, whereas for BAT one peak at a temperature
of 337 K. The lower denaturation temperature of FS is associated with lower content of hydroxyproline, thus its lower thermal stabil-
ity compared with BAT.

Conclusions. The temperature dependence of electrical conductivity reflected changes in the conformation of the molecule (denatu-
ration) and release of water — or indirectly on thermal stability, because the higher is the temperature of the denaturation and then

later release of water, the more thermally stable is the molecule.

KEY WORDS: Fish Skin Collagen, Bovine Achilles Tendon, hydroxyproline, denaturation temperature.

Wstep

Ze wzgledu na biologiczne i techniczne znaczenie
kolagenu zainteresowanie badaniami nad nim i uzyska-
nymi wynikami, ich problematyka i metodami nie zma-
lato w ciagu ostatnich lat, lecz bardzo wydatnie wzrosto.

Kolagen, niezaleznie od swego pochodzenia, zawiera
19 aminokwasow, w tym hydroksyproling nie wystegpu-
jaca w innych biatkach. Jego nietypowy sktad amino-
kwasowy wynika z duzej zawartosci glicyny i proliny,
przy jednoczesnym braku cysteiny, cystyny i tryptofanu
(z wyjatkiem kolagenu I11) [1]. Inna rzadka cecha kola-
genu jest regularno$¢ rozmieszczenia aminokwasow, w
kazdym z jego a-tancuchéw. Lancuchy te skiadaja sie
z regularnych triad aminokwasow: Gly-X-Y, gdzie Gly -
to glicyna, a X i Y to inne aminokwasy. Na ogét X to
prolina, zas Y to hydroksyprolina. Niewiele innych bia-
tek wykazuje taka regularnosé, ktoéra powoduje, ze tan-
cuchy a na skutek oddziatywan miedzy soba maja ten-
dencjg do przyjmowania scisle okreslonej konformaciji.

Biatka kolagenowe réznia sie nieznacznie pomiedzy
poszczegblnymi gatunkami zwierzat. Jednakze réznice te
W znacznym stopniu wplywaja na wilasciwosci tego
biatka. Kolagen wyzszych kregowcdw jest zazwyczaj
bardziej usieciowany i posiada wyzsza temperature de-
naturacji. Dodatkowo podczas starzenia si¢ kolagenu
zwierzat wyzszych tworza Sie¢ wewnatrz- i miedzycza-
steczkowe poprzeczne kowalencyjne wiazania sieciuja-
ce, ktore zwigkszaja stabilnos¢ widkien kolagenowych.
Wraz ze wzrostem ilosci tych wigzan zwigksza si¢ ge-
stos¢ kolagenu oraz jego wytrzymatos¢, a zmniejszeniu
ulega rozpuszczalnos¢ kolagenu. Skéra, zawierajaca
wiokna kolagenowe, staje si¢ mniej elastyczna i jedrna.
Kolagen pochodzacy ze skor rybich jest znacznie mniej
usieciowany niz kolagen skér bydlecych czy wieprzo-
wych, a jego rozpuszczalnosé¢ jest w zwiazku z tym
znacznie wyzsza niz dwdch pozostatych [2]. Wigksza

rozpuszczalnos¢ kolagenu wystepujacego w skorze ryb
pozwala ponadto na uzyskanie natywnej formy kolagenu
w produkcie koncowym — hydrozelu kolagenowym, przy
zastosowaniu niezwykle delikatnej metody uzyskiwania
tego biatka w warunkach zachowawczych [2, 3]. Uzy-
skanie kolagenu ze skor wieprzowych i bydlecych wy-
maga bardzo agresywnej obrébki chemicznej i/lub en-
zymatycznej, ktére powoduja znaczna degradacje tego
biatka. Ponadto biatko bydlece moze by¢ nosnikiem
prionéw [4, 5].

Wazrost zainteresowania kolagenem pochodzacym ze
skor ryb zwiazany jest z opanowaniem techniki uzyskiwa-
nia natywnego kolagenu metoda kwasnej hydratacji oraz
zagrozeniem wynikajacym z narazenia na chorobe Creu-
tzfelda-Jacoba czy BSE zwiazana z mozliwoscia przeno-
szenia priondéw przez kolagen bydlecy [2, 3]. Metoda ta
pozwala na uzyskanie kolagenu o natywnej formie w pro-
dukcie koncowym. Otrzymany w ten sposob kolagen moze
by¢ stosowany nie tylko w postaci zelu czy roztworu, ale
rowniez w postaci stalej, zastepujac stosowany do tej pory
kolagen bydlecy.

Opisane w literaturze badania temperaturowej zalezno-
$ci przewodnosci elektrycznej wiasciwej maja na celu oce-
ne procesdw zachodzacych w kolagenie rybim i kolagenie
bydlecym oraz pozwalaja na ich poréwnywanie. Badania te
moga informowaé¢ o zachodzacych procesach dojrzewania
i starzenia. W przypadku polimeréw procesy starzeniowe
mozna przyspieszy¢ poprzez ogrzewanie. W4réd stosowa-
nych metod badawczych, temperaturowa zaleznos¢ prze-
wodnosci elektrycznej wiasciwej moze by¢ wykorzystywa-
na do badan materiatdbw kompozytowych, polimerow,
materiatéw biologicznych, takich jak kosci, skor, elastyna
czy kolagen, tj. materiatdw o wiasciwosciach potprzewod-
nikowych badz dielektrycznych [6-9].
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Cel pracy

Celem pracy jest ocena stabilnosci termicznej kola-
genu w postaci stalej, pochodzacego ze skér ryb (kola-
gen FS — fish skin collagen) na podstawie pomiaréw
temperaturowej zaleznosci przewodnosci elektrycznej
wiasciwej oraz poréwnanie kolagenu FS i kolagenu BAT
(Bovine Achilles Tendon) pod katem zawartosci hydrok-
syproliny, alaniny i glicyny poprzez oznaczenie sktadu
aminokwasowego. Wyznaczenie temperatur denaturacji
oraz zbadanie procesu uwalniania wody swobodnej,
wody zwiazanej i poréwnanie w przypadku kolagenu FS
i kolagenu BAT.

Materiat i metody

W badaniach wykorzystano kolagen pochodzacy ze
skor ryb (kolagen FS - fish skin collagen), otrzymany
metoda Przybylskiego [10, 11]. Polega ona na przepro-
wadzeniu hydratacji oczyszczonej skéry w roztworze
kwasu mlekowego o stezeniu od 0,1 do 1,5%. Proces
hydratacji jest przeprowadzany w szklanych pojemni-
kach, w zakresie temperatur 15-20°C, przez okres od 24
do 48 godzin. W wyniku wielokrotnej filtracji z wyko-
rzystaniem naturalnego jedwabiu 0 wzrastajacej gestosci
oddzielano od czystego kolagenu elementy komorkowe,
pigmenty oraz pozostatosci kwasnego roztworu. Filtry
z jedwabiu naturalnego maja strukturg zblizong do struk-
tury kolagenu, pozwalajac na zachowanie natywnej jego
struktury [10-12]. Materiat zostat uzyskany od wiasci-
ciela patentu [10, 11]. Jako materiatu kontrolnego uzyto
kolagenu typu | pochodzacego z bydlgcego sciggna
Achillesa (kolagen BAT - Bovine Achilles Tendon)
zakupionego w SIGMA Aldrich.

Film kolagenowy FS, wykorzystywany w badaniach
elektrycznych, uzyskano po odparowaniu wody (w tem-
peraturze 278K) z hydrozelu kolagenowego. Z otrzyma-
nego filmu, o grubos¢ (0,08 + 0,01) mm. Przygotowana
w ten sposob kolagenowa probka, zostata wykorzystana
do wyznaczenia temperaturowej zaleznosci przewodno-
sci elektrycznej wiasciwej oraz do analizy sktadu ami-
nokwasowego.

Oznaczenie sktadu aminokwasowego kolagenu prze-
prowadzono przy uzyciu automatycznego analizatora
aminokwasowego, dziatajacego w oparciu o HPLC (ang.
High Performance Liquid Chromatography) dla prébek
poddanych wczesniej kwasnej hydrolizie. Oznaczenie
zawartosci biatka dokonano stosujac metode Kjeldahla.
Do tego celu wykorzystano automatyczny analizator
aminokwasow AAA T-339 firmy Mikrotechnika Praha.

Oznaczenia hydroksyproliny wykonano spektrofo-
tometrycznie, wykorzystujac zmodyfikowana przez
Hurycha i Chvapila, metode Stegmanna [13].

Pomiary temperaturowej zaleznosci przewodnosci
elektrycznej wiasciwej wykonano metoda dwuelektro-
dowa. Pomiary przeprowadzone zostaty w statym polu
elektrycznym o natezeniu E = 1 kV/m. Na podstawie
wymiaréw geometrycznych probki, wartosci przytozo-
nego napiecia oraz zmierzonego przy pomocy elektro-

metru natgzenia pradu (Keithley 6514), wyznaczono
wartos¢ przewodnosci elektrycznej wiasciwej. Tempera-
ture probki mierzono niezaleznie przy pomocy termopa-
ry. Probki zostaty umieszczone w komorze pomiarowej
i poddane cyklicznemu ogrzewaniu majacemu na celu
progresywna eliminacje pikéw pojawiajacych sie na
rejestrowanych termogramach. Kazdy etap grzewczy
zakonczony byt schtodzeniem do temperatury pokojo-
wej. Kazde Kkolejne grzanie miato na celu wyeliminowa-
nie punktu maksimum (piku) obserwowanego podczas
pierwszego ciagtego grzania. Ostatni cykl ogrzewania
konczy sie powyzej temperatury denaturacji kolagenu w
postaci statej. Wszystkie pomiary wykonano pod cisnie-
niem atmosferycznym. Temperatura prébki byta mierzo-
na przy pomocy termopary miedz-konstantan. Liniowy
wzrost temperatury probki zapewniat regulator tempera-
turowy. Badania temperaturowej zaleznosci przewodno-
sci elektrycznej wiasciwej obejmuja zakres temperatur
290-510 K. Badania te przeprowadzono w dwoch eta-
pach. W pierwszym etapie probki zostaty ogrzane w
zakresie 290-380 K. Celem byto zbadanie procesu od-
dawania wody swobodnej i zwiazanej, ktorej eliminacja
nastepuje w tym zakresie temperatur. W drugim etapie,
po uprzednim schtodzeniu prébki, zostaty ponownie
ogrzane do temperatury 510 K. Ogrzewanie to miato na
celu wyznaczenie temperatury denaturacji Tp. Tempera-
tura denaturacji kolagenu zalezy od trzech czynnikdw:
naturalnej temperatury zerowiska ryby, z ktorej surowiec
pozyskano, od zawartosci wody w kolagenie i od stopnia
jego usieciowania [14].

Wyniki

Wyniki oznaczenia biatka i hydroksyproliny oraz skifa-
du aminokwasowego dla kolagenu FS i kolagenu BAT
zebrano w tabeli 1. Btad wzgledny oznaczenia zawartosci
poszczegollnych aminokwasoéw wynosit 5%, natomiast w
przypadku biatka 0,5%.

Zardwno kolagen FS, jak i kolagen BAT wykazuje
wysoka i stosunkowo niezmienng zawartos¢ glicyny
(kolagen FS 21,8 g/100 g biatka, BAT 19,2 g/100 g bial-
ka). Kolagen FS zawiera takze duza ilos¢ — proliny (13,5
0/100 g), podobnie jak kolagen BAT (13,9 g/100 g).
Poréwnujac sktad ilosciowy aminokwasow kolagenu FS
i kolagenu BAT stwierdzono brak cystyny oraz znaczne
réznice w ilosci hydroksyproliny [15, 16]. Poréwnanie
zawartosci hydroksyproliny w kolagenie FS i kolagenie
BAT przy pomocy testu Welcha, przy zatozeniu normal-
nosci rozktadu, pozwolito na stwierdzenie istotnie mniej-
szej zawartosci tego aminokwasu w FS (p = 0,0063). Za-
wartos¢ hydroksyproliny w przypadku kolagenu BAT
jest 0 30% wigksza od kolagenu FS i wynosi 8,1 g/100 g
biatka. Natomiast w przypadku kolagenu FS 5,6 g/100 g
biatka.
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Tabela 1. Sktad aminokwasowy kolagenu FS i kolagenu BAT

Table 1. Amino acid composition of FS and BAT

Materiat Kolagen_ FS Kolagen I_3AT

g/100 g biatka 9/100 g biatka
Cystyna Brak Brak
Glicyna 21,83 19,22
Alanina 10,54 9,51
Hydroksyprolina 5,68 8,15
?,\'laikglgg)o*em 65,66 79,40

FS — Fish Skin Collagen;
BAT - Bovine Achilles Tendon
p =0,0063

250 300 350 400 450 50
T(K)

Rycina 1. Temperaturowa zaleznos¢ przewodnosci elektrycz-
nej wiasciwej podczas grzania ciagtego w temperaturze 290-
510 K dla kolagenu FSC i kolagenu BAT.

Figure 1. Temperature dependence of electrical conductivity
during the heating run in range of the temperature 290-510 K
for FS and BAT.

Badania wplywu temperatury na wartos¢ przewodnosci
elektrycznej wiasciwej przeprowadzono ogrzewajac probki
ze stala szybkoscia. Na rycinie 1. przedstawiono uzyskane
wyniki przewodnosci elektrycznej wiasciwej od temperatu-
ry podczas pierwszego i drugiego grzania dla kolagenu FS
i kolagenu BAT, w przypadku grzania ciagtego w zakresie
290-510 K. Ze wzgledu na niewielkie zmiany w przewod-
nosci elektrycznej wiasciwej oraz znacznie mniejsza prze-
wodnos¢ elektryczng kolagenu BAT, wyniki przedstawiono
w skali pétlogarytmicznej. W przypadku kolagenu FS wi-
doczne sa dwa charakterystyczne piki: w temperaturze 359
K i 454 K, natomiast dla kolagenu BAT jeden pik w tempe-
raturze 337 K. Wyzsze wartosci przewodnosci elektrycznej
wiasciwej przyjmuje kolagen FSC, rzedu 10° S/m do 10
S/m, gdy kolagen BAT przyjmuje wartosci od 10™° S/m do
107 S/m. Jesli usunicta zostanie woda swobodna i woda
zwigzana to ubytek masy probki po wygrzaniu powyzej

temperatury denaturacji zwiazany jest z uwalnianiem wody
strukturalnej. Nizsza temperatura denaturacji kolagenu FS
Zwigzana jest z nizsza zawartoscia hydroksyproliny (ryc. 2.).
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Rycina 2. Temperatura denaturacji w kolagenie FS i BAT.
Figure 2. The denaturation temperature of collagen in FS and
BAT.

Dyskusja

Znajomos¢ struktury biochemicznej kolagenu wiaze
si¢ przede wszystkim ze znajomoscia sktadu aminokwa-
sowego oraz sekwencja aminokwasow. Potrojna helisa
kolagenowa zbudowana jest z trzech tancuchéw tropoko-
lagenu potaczonych ze soba za pomoca wiazan kowalen-
cyjnych utworzonych poprzez znajdujaca sie dosrodko-
wo glicyne. Struktura spiralna powstaje gtéwnie dzigki
alaninie, fenyloalaninie, asparaginie, glutaminie, histy-
dynie, leucynie, metioninie, tyrozynie i tryptofanowi.
Walina i izoleucyna ze wzgledu na duze rozmiary tancu-
chéw bocznych nie moga uczestniczy¢ w formowaniu
stabilnej struktury o helisy. Seryna, treonina, prolina i hy-
droksyprolina zaktdcaja regularne struktury helisy. Dwa
pierwsze aminokwasy z powodu dodatkowych wiazan
wodorowych tworzonych przez ich grupy hydroksylowe
[17-20]. W przypadku proliny atom azotu wbudowany
jest w pierscien heterocykliczny, co wyklucza mozliwosé
obrotu wokot wiazania wegiel-azot oraz wytworzenia
wewnatrzczasteczkowych wiazan wodorowych. Poprzez
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obecnos¢ proliny, tancuch moze ulec przegieciu lub nawet
utworzy¢ petle.

Oznaczenie zawartosci biatka metoda Kiejdahla oraz
przeprowadzenie analizy sktadu aminokwasowego pozwo-
lito na ocene roznic pomiedzy kolagenem FS i kolagenem
BAT. Szczeg6lna uwaga zostata zwrdcona na hydroksypro-
line, aminokwas charakterystyczny dla kolagenu, ktérego
zawartos¢, wedtug doniesien literaturowych, decyduije o sta-
bilnosci termicznej kolagenu. Wystepowanie hydroksypro-
liny jako specyficznego aminokwasu kolagenu wykorzystu-
je sie praktycznie w metodach ilosciowego oznaczania
kolagenu.

Analiza aminokwasowa oprocz poréwnania sktadu
badanych kolagendw pod wzglgedem zawartoséci najwaz-
niejszych aminokwasdéw ma na celu stwierdzenie, czy
zawartos¢ hydroksyproliny jest skorelowana z Tp, na co
wskazuja dane literaturowe [21, 22]. Jesli usunieta zo-
stanie woda swobodna i woda zwiazana to ubytek masy
prébki po wygrzaniu powyzej temperatury denaturacji
zwiazany jest z uwalnianiem wody strukturalnej.

W przypadku denaturacji fancuch biatkowy traci swoja,
stabilizowana niekowalencyjnymi oddziatywaniami oraz
wiazaniami disulfidowymi, konformacje i przechodzi, na
skutek drgan termicznych, w strukture nieuporzadkowana,
0 charakterze statystycznym. Zsyntetyzowany w komorce
fancuch biatkowy przypomina unoszaca sie swobodnie w
roztworze ,,nitke”, ktéra moze przyja¢ dowolny ksztatt (tzw.
ktebek statystyczny), ale ulega procesowi tzw. zwijania
biatka (ang. protein folding) tworzac mniej lub bardziej
sztywna strukture przestrzenna, zwana struktura lub ,,na-
tywna” konformacja biatka. Tylko czasteczki, ktdre ulegty
zwinigciu do takiej struktury moga petni¢ wiasciwa danemu
biatku role biochemiczna. Forma taka nie wykazuje aktyw-
nosci biologicznej. Usunigcie czynnika denaturujacego
powoduje wytworzenie wiagzan wodorowych oraz disiarcz-
kowych miedzy réznymi miejscami fancucha w sposob
przypadkowy, a co za tym idzie ustabilizowanie nieaktyw-
nej struktury. W przypadku kolagenu FSC proces denatura-
cji rozpoczyna sie w 443 K, a dla kolagenu BAT w tempe-
raturze 487 K.

Przewodnictwo elektryczne materiatow biologicz-
nych w znacznym stopniu zalezy od zawartosci wody.
Stan wody zwiazanej z makroczasteczka w znaczeniu
biologicznym jest z punktu widzenia energetyki uktadu
stanem posrednim migdzy stanem statym i ciektym.
Badania przewodnosci elektrycznej biatek wskazuja, ze
zawartos¢ wody utatwia procesy transportu elektryczne-
go, a przewodnos¢ elektryczna wiasciwa biatek w stanie
statym zalezy od zawartosci wody [23-26]. Kolagen
jako materiat higroskopijny, adsorbuje pewna ilos¢ pary
wodnej z powietrza. llos¢ zaadsorbowanej pary wodnej
zalezy od wilgotnosci i temperatury powietrza i ma
wplyw na jego wiasciwosci fizyko-chemiczne.

Kolagen wykazuje wysoka i stosunkowo niezmienna
zawartos¢ glicyny, zawiera on rowniez duze ilosci proli-
ny i hydroksyproliny. Istnienie zaleznosci migdzy tem-
peratura skurczu T, a zawartoscia hydroksyproliny po-
stulowat jako pierwszy juz w 1953 r. Gustavson [27].

Stabilizujace dziatanie hydroksyproliny polega na moz-
liwosci tworzenia mostkéw wodorowych —O-H...0O=C=.
Dziatanie stabilizujace proliny i hydroksyproliny wynika
prawdopodobnie ze szczeg6lnych cech stereochemicz-
nych pierscienia pirolidynowego [28]. Przyjmuje sie, ze
temperatura skurczu jest miara liczby i trwatosci wiazan
sieciujacych w kolagenie. Spadek lub wzrost temperatu-
ry skurczu informuje o zmianach zachodzacych w struk-
turze kolagenu. Badania literaturowe dotyczace kinetyki
procesu denaturacji za pomoca rozpraszania $wiatta w
roztworach [29,30] wykazaty, ze mechanizm tego proce-
su jest dwustopniowy. W pierwszej fazie nastepuje za-
famanie si¢ struktury spirali, w drugiej degradacja do
sktadnikéw o mniejszej masie czasteczkowej. Po krot-
kim ogrzaniu probki do temperatury przekraczajacej Tp
duza cze$¢ tancucha polipeptydowego nie zmienia swe-
go potozenia wzgledem siebie. Diuzsze ogrzewanie
powoduje znaczna dezorganizacje czasteczki.

Oznaczenie sktadu aminokwasowego przeprowadzono
w celu stwierdzenia réznic w zawartosci aminokwasow dla
kolagenu rybiego (FS) i kolagenu wotowego (BAT). Naj-
mniejszy aminokwas, glicyna, stanowi 27% wszystkich
jego aminokwasow, a prolina z hydroksyproling tacznie
25%. Stwierdzone zawartosci aminokwasow wskazuja, ze
srednio co czwarty aminokwas w kolagenie to glicyna i tak-
ze, co czwarty to prolina lub jej hydroksypochodna — jest to
typowe dla kolagenu. Decyduje to o regularnej budowie
fancucha kolagenu i mozliwosci powstawania stabilizuja-
cych ja wiazan miedzy réznymi tancuchami.

Stezenie hydroksyproliny kolagenu kosci to 10,79 g/
100 g [24], czyli dwa razy wieksza ilos¢ niz w przypadku
kolagenu FS. Sktad aminokwasowy kolagenu jest charakte-
rystyczna cecha tego biatka, determinujaca takze jego struk-
ture. Hydroksyprolina jest charakterystycznym biatkiem
kolagenu wptywajacym na jego stabilnosé. Obecnosé hy-
droksyproliny powoduje, ze kolagen jest bardziej stabilny
termicznie, stabilizuje w ten sposéb strukture kolagenu [14,
31]. Im wyzsza jest zawartos¢ hydroksyproliny, tym bar-
dziej stabilny jest kolagen. Na podstawie analizy amino-
kwasowej mozna przypuszczaé, ze kolagen FS jest mniej
stabilny niz kolagen BAT. Nizsza wartos¢ hydroksyproliny
jest ,,wynagrodzona” przez wzrost seryny i treoniny [32].
Uzyskane wyniki potwierdzaja hipoteze 0 zwiazku zawar-
tosci hydroksyproliny z temperatura denaturacji. Skifad
aminokwasowy kolagenu ssakéw ladowych jest dokladnie
znany i okazat si¢ w pewnej mierze jednolity. Wigksze
odstepstwa notujemy w przypadku ryb i w swiecie bezkrg-

gowcow [28, 33, 34].

Whioski

Kolagen FS i kolagen BAT wykazuja wysoka i zbli-
zona do siebie zawartos¢ glicyny oraz proliny. Zawar-
tos¢ hydroksyproliny w przypadku kolagenu BAT jest
30% wyzsza od FS. Hydroksyprolina jest charaktery-
stycznym biatkiem kolagenu i wptywajacym na jego
stabilnos¢ termiczna. Nizsza temperatura denaturacji
kolagenu FS zwiazana z mniejsza zawartoscia hydroksy-
proliny $wiadczy o jego mniejszej stabilnosci termicznej
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w poréwnaniu z kolagenem BAT. Badania temperaturo-
wej zaleznosci przewodnosci elektrycznej wiasciwej
informuja réwniez o zmianie konformacji molekuty
(denaturacja) i uwalnianiu wody — czyli posrednio o sta-
bilnosci termicznej, bo im wyzsza jest temperatura dena-
turacji i pozniej oddawana woda, tym czasteczka jest
stabilniejsza termicznie.
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