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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania kolagenu, zwlaszcza kolagenu dla celéw ko-
smetycznych, przy wykorzystaniu jako surowca skor ryb stodkowodnych i stonowodnych.

Termin kolagen okresla grupe biatek prostych (biatka kolagenowe) fibrylarnych wystepujacych
powszechnie w organizmie cztowieka i w organizmach zwierzat. Biatko kolagenowe nalezace do gru-
py skleroproteidow tworzy wtékna jednorodne tkanki tacznej, z ktérej zbudowane sg kosci, chrzastki,
Sciegna i inne substancje szkieletowe organizméw zwierzecych. Kolagen jest najwazniejszym biatkiem
W organizmie cztowieka, poniewaz stanowi wedtug niektérych zrédet 30% catkowitej masy biatka ludz-
kiego i 70% masy biatek skéry. Cechg charakterystyczng kolagenéw jest ich budowa, gdzie znaczna
czesc¢ czasteczki tego biatka ma postac¢ podtuznej struktury zestawionej z trzech fancuchéw polipepty-
dowych skreconych jeden wokét drugiego, przy czym taka struktura przestrzenna o charakterze po-
trojnej helisy, jest wynikiem sktadu aminokwasowego fancuchéw polipeptydowych. Te trzy skrecone
spiralnie fancuchy polipeptydowe stanowig podstawe i jednoczesnie element wyrézniajacy kolagen
sposréd innych biatek. Kolagen typu | wystepujacy w kosci jest produktem tych samych genéw, co
kolagen typu | skéry, czy innych narzadéw. Kolagen z kosci mozna wyekstrahowa¢ w ilosci od 0,5%
do 1% catej zawartosci kolagenu. Analogiczne ilosci mozliwego do wyekstrahowania kolagenu dla
innego surowca, jakim jest skora, sg znacznie wyzsze. Jest to wynikiem wytwarzania w kolagenie
kosci licznych wigzan poprzecznych, ktére wykazywaé mogg budowe odmienng niz w kolagenie in-
nych narzadéw.

Znane sg liczne sposoby otrzymywania roztworéw kolagenu, gdzie miedzy innymi wykorzystuje
sie jako surowiec skoéry zwierzece i skéry ryb. Ze wzgledu na mozliwos¢ wystgpienia infekcji zwigza-
nych z uzyciem jako surowca materiatu zwierzecego, w wielu rozwigzaniach zwraca sie uwage na
uzycie materiatu pozbawionego tego ryzyka. Materiatem takim sg ryby, a w szczegdlnosci skory ryb
zawierajgce najwiekszg ilos¢ kolagenu.

Znany jest z opisu patentowego polskiego nr 114584 sposob wytwarzania roztworu kolagenu ze
wstepnie obrobionych mechanicznie, zneutralizowanych skér ryb, po usunieciu substancji tluszczo-
wych i miesnych. Tak przygotowane skory ryb dezynfekuje sie 0,3% roztworem wody utlenionej lub
0,8% roztworem aldehydu mréwkowego, uzytym w proporcji 1:1 w stosunku do skér rybich. Nastepnie
odwadnia sie skéry do zawartosci wody w przedziale od 55% do 65% wagowych. Tak odwodnione
skory poddaje sie ekstrakcji roztworem kwasu cytrynowego przy utrzymaniu zawartosci pH od 2,2 do
2,4. Roztwor kwasu cytrynowego uzywa sie wediug tego znanego sposobu w ilosci 4 czesci wagowe
na 1 czes¢ wagowg skor rybich. Otrzymuje sie roztwér kolagenu o pH okoto 2,8. Otrzymany roztwor
konserwuje sie Aseptyna.

Wedtug innego rozwigzania, znanego z polskiego opisu zgtoszeniowego wynalazku nr P 312122,
sposob otrzymywania kolagenu ze skér ryb stonowodnych i stodkowodnych polega we wstepnym
etapie na przeprowadzeniu znanej i opisanej wyzej wstepnej obrobki mechanicznej polegajgcej na
oczyszczeniu skér rybich oraz na usunieciu z nich nadmiaru wody. Ten znany sposéb polega na tym,
ze skéry ryb zwierajace nie wiecej niz 45% wody traktuje sie wodnym roztworem kwasu askorbinowe-
go o stezeniu od 1% do 5% w temperaturze 283 K w stosunku wagowym w przedziale wagowym od
1:3,5 do 1:5. Nastepnie prowadzi sie ekstrakcje rozpuszczalnikowg w temperaturze od 283 K do 293
K przez okres czasu nie krétszy niz 18 godzin, najkorzystniej wynoszacy od 24 do 36 godzin. Nastep-
nie ekstrakt oddziela sie od wyekstrahowanych skér, poddaje sie podcisnieniowej filtracji pod cisnie-
niem nie nizszym niz 18 mm Hg i dekantacji, otrzymujac wodny roztwor kolagenu o pH od 4,0 do 4,5.
Roztwér ten zawiera wielkoczgsteczkowe biatko w ilosci od 4% do 3% wagowych.

Wedtug innej odmiany sposobu otrzymywania kolagenu znanej z tego samego polskiego opisu
zgtoszeniowego wynalazku, w przedstawionym sposobie postepowania kwas askorbinowy zastepuje
sie kwasem bursztynowym. Wedtug tej znanej odmiany wyzej opisanego sposobu wytwarzania kola-
genu, otrzymuje sie biatko wielkoczasteczkowe z wydajnoscig od 1% do 3% wagowych.

Jeszcze inng odmiane znanego sposobu otrzymywania kolagenu przedstawiono w tym samym
polskim rozwigzaniu zgtoszonym do ochrony za numerem P 312122. Wedtug tego rozwigzania, skéry
ryb zadaje sie roztworem wodnym kwasu octowego o stezeniu od 1% do 5% wagowych. Uzyskany
roztwor kolagenu o pH od 4,0 do 4,2 zawiera rozpuszczone biatko wielkoczasteczkowe w ilosci od 1%
do 3% wagowych.

W innym rozwigzaniu opisanym w Food Chemistry 81 (2003) str. 257 - 262 (M. Sadowska,
I. Kotodziejska, C. Niecikowska, ,Isolation of collagen from the Baltic cod") skéra dorsza battyckiego,
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zawierajgca okoto 22% kolagenu poddana zostata jednoetapowej 24-godzinnej ekstrakcji kwasem
octowym lub kwasem cytrynowym w proporcji do skér 1:6 i 1:4, i w tych warunkach okoto 20% kolage-
nu moze by¢ wyekstrahowane. W przypadku kwasu cytrynowego, uzysk kolagenu nie moze byc¢
zwiekszony przez proste zwiekszenie proporcji kwasu do skér, lecz moze to by¢ uzyskane w przypad-
ku ekstrakcji kwasem octowym. Jednakze roztwory kolagenu w kwasie octowym sg wowczas bardziej
rozcienczone i majg charakterystyczny zapach kwasu octowego. Dlatego z punktu widzenia technicz-
nego sa mniej uzyteczne.

W rozwigzaniu znanym z opisu patentowego USA nr 5,420,248 jako surowca do pozyskiwania
kolagenu uzywa sie bezpigmentowych skor ryb. Uzywa sie wiec czesci biatych skor rybich, korzystnie
skor mrozonych po pozyskaniu. Proces prowadzi sie w srodowisku kwasnym dla wyekstrahowania
kwasnego roztworu kolagenu i odzyskuje sie ten kwasny roztwor kolagenu w rodzimej formie przez
wydzielenie go z tego roztworu na drodze zebrania go z powierzchni.

Celem wynalazku jest opracowanie nowej technologii wytwarzania kolagenu ze skor ryb, w ich
czesci bezpigmentowej jak i w czesci pigmentowej. Celem jest opracowanie technologii z uzyciem
surowcow i produktdéw organicznych, oraz czesci urzadzen takich jak filtry, wykonanych z materiatéw
organicznych. Celem wynalazku jest zaproponowanie technologii pozwalajacej na zachowanie
w maksymalnym stopniu niezmienionej struktury kolagenu w postaci potréjnej helisy.

Wedtug wynalazku, sposob otrzymywania kolagenu, ze skér ryb stodkowodnych i/lub stono-
wodnych, polegajacy na tym, ze skory ryb oddziela sie od tusz, oczyszcza sie mechanicznie z nadmia-
ru tluszczu oraz poddaje sie dezynfekcji, a nastepnie, zalewa sie skory roztworem wodnym kwasu
w stezeniu od 0,05% do 10% wagowych i po czasie reakcji prowadzi sie proces filtracji zawiesiny na
sitach z jedwabiu, charakteryzuje sie tym, ze do zalania skor stosuje sie roztwér kwasu glikolowego
lub mieszaniny kwasu glikolowego z kwasem mlekowym w wodzie heksagonalnej, w stezeniu od 0,4%
wagowego do 10% wagowych, przy czym reakcje prowadzi sie w temperaturze od 2°C do 20°C przez
czas co najmniej 12 godzin. Nie wyklucza to jednak zastosowania innych sit, a takze prowadzenia
procesu filtracji bezcisnieniowo lub przy matym podcisnieniu. Wedtug wynalazku, proces ekstrakcji
kolagenu prowadzi sie w roztworze o pH od 1,8 do 3,8. Stwierdzono jednak, ze proces ekstrakcji kola-
genu najkorzystniej przebiega w roztworze o pH 2,2. Zaproponowano stosowanie roztworu wodnego
kwasu lub mieszaniny kwaséw o stezeniu 2%, jako najkorzystniejsze dla przebiegu procesu ekstrakcji
kolagenu ze skér rybich. Szczegdlnie korzystne okazato sie zastosowanie do sporzgdzenia roztworu
kwasu lub kwasow wody heksagonalnej, wystepujacej jako produkt topnienia lodowcéw, lecz mozliwej
do uzyskania na drodze magnetycznej obrébki wody. Nie wyklucza to jednak zastosowania zwykiej
wody do sporzadzenia roztworu. W rozwigzaniu wedtug wynalazku zastosowano z dobrym skutkiem
jako surowiec nie tylko bezpigmentowe czesci skor ryb, ale takze czesci tych skor zawierajgce pig-
ment. Nie wyklucza to jednak zastosowania jako surowca wytacznie bezpigmentowych, lub wytacznie
pigmentowych czesci skor ryb.

W rozwigzaniu wedtug wynalazku zaproponowano zastosowanie w procesie roztworu kwasu
glikolowego lub roztworu kwasu glikolowego z kwasem mlekowym, bedacych srodkami chemicznymi
organicznymi, a wiec dobrze tolerowanymi w wyrobach kosmetycznych. Jak to stwierdzono doswiad-
czalnie kwas glikolowy jak i jego mieszanina z kwasem mlekowym wykazujg podobng skutecznosc
w ekstrakcji kolagenu, i co wazne nie dajg odczynu lub zapachu ktéry bytby trudno tolerowany przez
uzytkownika gotowego produktu. Kwas glikolowy dodatkowo rozmiekcza naskérek powodujac lepszag
penetracje kolagenu i aminokwaséw w gtgb skéry. Pobudza on réwniez wytwarzanie wtasnego kola-
genu w skorze. Nieoczekiwanie okazato sie rowniez, ze zastosowana do procesu woda haksagonal-
na, w naturze uzyskiwana z roztopienia lodu z lodowca a ktéra sztucznie moze by¢ uzyskana na dro-
dze obrébki magnetycznej, spowodowata wzrost wydajnosci procesu i wzrost jakosci uzyskanego
kolagenu, co wyraznie zobrazowano na przedstawionych nizej wykresach HPLC. Podobnie zastoso-
wane w procesie materialy filtracyjne nie powodujg wprowadzenia w trakcie operacji technologicznych
niepozadanych domieszek do kolagenu. Bezcisnieniowa technologia filtracji pozwolita uzyskaé¢ kola-
gen o wiekszym stopniu jednorodnosci materiatu jak réwniez zapobiega uszkodzeniu delikatnej jego
struktury. Nie wyklucza sie alternatywnego prowadzenia procesu filtracji przy matym podcisnieniu, co
moze znaczaco przyspiesza filtracje. Uzyskany sposobem wedtug wynalazku kolagen moze by¢ co do
skladu uzupetniony korzystnymi kosmetycznie dodatkami takimi jak witamina A, kwas liponowy, cukry
jak na przyktad glicerydyna, co nie wyklucza uzupetnienia sktadu znanymi dodatkami. Uzyskany opi-
sanym sposobem wedtug wynalazku kolagen, otrzymany szczego6lnie przy uzyciu kwasu glikolowego
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lub jego mieszaniny z kwasem mlekowym znajduje zastosowanie takze do celéw kosmetycznych twa-
rzy i okolic odstonietych.

Przedmiot wynalazku pokazany zostat w przyktadach wykonania, przedstawiajgcych rézne wa-
rianty prowadzenia sposobu wytwarzania kolagenu wedtug wynalazku.

Przyktad |

Oczyszczone czesciowo skory totpygi w ilosci 30 g zadano 6 litrami roztworu kwasu glikolowego
w wodzie heksagonalnej o stezeniu 0,5% wagowych. Ekstrakcje prowadzono w temperaturze 3°C
w czasie 10 godzin. Utrzymywano pH roztworu 1,8. Nastepnie przeprowadzono proces filtracji roztwo-
ru w filtrze o sitach z jedwabiu naturalnego. Filtracja trwata jedng godzine. Uzyskano 75% masy kola-
genu zawartego teoretycznie w skérze, jako produkt na sicie.

Przyktad Il

W procesie opisanym w przyktadzie | zastosowano 0,5% roztwér mieszaniny kwasu glikolowego
z kwasem mlekowym w stosunku 1:1. Po przeprowadzeniu operacji wskazanych w przyktadzie | uzy-
skano 80% masy kolagenu zawartego teoretycznie w skorze, jako produkt na sicie.

Przyktad Il

W procesie opisanym w przyktadzie Il zastosowano 2% roztwdr mieszaniny kwasu glikolowego
z kwasem mlekowym. Ten przyktad wykonania zobrazowano przyktadowymi wynikami przeprowadzo-
nego rozkladu elektroforetycznego uzyskanego produktu, gdzie jako gtéwny sktadnik oznaczono kola-
gen. Pozostate prazki reprezentujg towarzyszace polipeptydy i aminokwasy.

Tablical
Rozktad elektroforetyczny produktu otrzymanego wedtug przyktadu IV

Elektroforeza
poliakrylamidowa
SDS 116
10%
66,2
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Tablica ll

Otrzymany produkt wedtug przyktadu IV w odniesieniu do wzorca masy czasteczkowej z pikiem 116 oraz
66,2 i z uwidocznionym pikiem otrzymanego kolagenu oznaczonym jako A
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Tablica ll
Rozktad metodg HPLC uzyskanego produktu. Zawarto analize aminokwaséw produktu, to znaczy kolage-
nu i towarzyszacych polipeptydow i wolnych aminokwasow
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Retention Time {min)

Stezenia aminokwasdw w kolagenie po tygodniowym przechowywaniu w
temperaturze 4°C. Aminokwasy w pmol/L

1. Asp 19,78

2. Glu 38,17
3. Asn 25,20
4. Ser 8,61
5. His 18,55
6. Gln 124,78 zawyzone
R :

-

9. Arg 38,75

10.Ala 108,26

11.Tyr 28,56

12 wmmemmen

13, e ;

14.Met 40,07

15.Val 28,48

16, v

17.Phe 58,68

18.1le 33,31

19.Leu 121,05
20w

21.Lys 12945
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gdzie poszczegoblne symbole oznaczaja:

- D - wysokosé piku

- Gel./Doc - typ urzadzenia rejestrujacego,

- R¢ - czestotliwos¢ wzorcowa,

- Intensity - wielkos¢ réznicy potencjatow,

- Retention time - czas rozdziatu.

Przyktad IV

Oczyszczone dokfadnie skory totpygi w ilosci 40 g zadano 6 litrami roztworu kwasu glikolowego
w wodzie heksagonalnej o stezeniu 10% wagowych. Ekstrakcje prowadzono w temperaturze 18°C
w czasie 7 dni. Utrzymywano pH roztworu 3,8. Nastepnie przeprowadzono proces filtracji roztworu
w filtrze o sitach z jedwabiu naturalnego. Filtracja trwata 2 godziny. Uzyskano 70% masy kolagenu
zawartego teoretycznie w skorze, jako produkt na sicie.

Przyktad V

W procesie opisanym w przykladzie V zastosowano 10% roztwor mieszaniny kwasu glikolowe-
go z kwasem mlekowym w stosunku 1:1. Po przeprowadzeniu operacji wskazanych w przykfadzie |
uzyskano 80% masy kolagenu zawartego teoretycznie w skorze, jako produkt na sicie. Czas ekstrakcji
wynosit 3 tygodnie.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania kolagenu, ze skér ryb stodkowodnych i/lub stonowodnych, polegajacy
na tym, ze skéry ryb oddziela sie od tusz, oczyszcza sie mechanicznie z nadmiaru ttuszczu oraz pod-
daje sie dezynfekcji, a nastepnie, zalewa sie skory roztworem wodnym kwasu w stezeniu od 0,05% do
10% wagowych i po czasie reakcji prowadzi sie proces filtracji zawiesiny na sitach z jedwabiu, zna-
mienny tym, ze do zalania skor stosuje sie roztwér kwasu glikolowego lub mieszaniny kwasu glikolo-
wego z kwasem mlekowym w wodzie heksagonalnej w stezeniu od 0,4% wagowych do 10% wagowych,
przy czym ekstrakcje prowadzi sie przez czas co hajmniej 12 godzin w temperaturze od 2°C do 20°C.

2. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze proces ekstrakcji kolagenu prowadzi sie w roz-
tworze o pH od 1,8 do 3,8.

3. Sposéb wediug zastrz. 1, albo 2, znamienny tym, ze proces ekstrakcji kolagenu prowadzi
sie w roztworze o pH 2,2.

4. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stosuje sie roztwér wodny kwasu lub miesza-
niny kwaséw o stezeniu 2%.

5. Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako surowca stosuje sie skory ryb zawieraja-
cych pigment.
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