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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania kolagenu o aktywnosci antyoksydacyjnej,
ktory moze by¢ wykorzystywany w przemysle kosmetycznym, farmaceutycznym, spozywczym.

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania kolagenu o aktywnosci antyoksydacyjnej ze
skor ryb stodkowodnych, z przeznaczeniem gtéwnie dla przemystu kosmetycznego, farmaceutycznego
i spozywczego.

Z polskiego opisu patentowego PL190757B1 znany jest sposdb otrzymywania kolagenu biolo-
gicznie aktywnego ze skor ryb tososiowatych, w ktérym obrabiany surowiec poddaje sie czyszczeniu
skor z uzyciem narzedzi wykonanych z materiatéw naturalnych jak szkto lub drewno, pozbawiajgc skory
z tusek, skrzeli i tkanki miesnej. Tak przygotowany surowiec umieszcza sie w roztworze kwasu mleko-
wego o stezeniu od 0,1 do 1,5%, uzyskujac hydratacje zawartego w skérach kolagenu, przy czym pro-
ces hydratacji dokonuje sie w szklanych pojemnikach w temperaturze od 15-20°C przez okres od 24
do 48 godzin, prowadzac biezaca wizualng kontrole procesu. Nastepnie odbywa sie operacja filtracji
z wykorzystaniem naturalnego jedwabiu o wzrastajacej gestosci poprzez wielokrotne saczenie, powo-
dujac oddzielanie sie od czystego kolagenu elementéw komdrkowych, pigmentéw oraz pozostatosci
kwasnego roztworu, przy czym filtry z jedwabiu naturalnego majg strukture zblizong do struktury kola-
genu, nie powodujac zniszczenia struktury kolagenu. Operacja saczenia polega na 15 do 20 krotnym
saczeniu kolagenu przez naturalne filtry jedwabne, eliminujac z powierzchni kolagenu pigment, ele-
menty komoérkowe, zatrzymujac niezwigzany wodzian kwasu mlekowego oraz pozbawiajac kolagen
charakterystycznego zapachu, pozostawiajac aktywnos¢ biologiczna.

Z patentu PL206813B1 znany jest sposdb otrzymywania kolagenu, ze skér ryb stodkowodnych
i/lub stonowodnych, polegajacy na tym, ze skéry ryb oddziela sie od tusz, oczyszcza mechanicznie
z nadmiaru ttuszczu oraz poddaje sie dezynfekcji, a nastepnie zalewa sie skory roztworem wodnym
kwasu glikolowego lub mieszaniny kwasu glikolowego z kwasem mlekowym w wodzie heksagonalnej
w stezeniu od 0,4% wagowych do 10% wagowych i po czasie reakcji prowadzi sie proces ekstrakcji
kolagenu w roztworze o pH od 1,8 do 3,8 przez czas co najmniej 12 godzin w temperaturze od 2°C do
20°C. Z literatury branzowej znany jest sposéb wytwarzania roztworu kolagenu ze wstepnie obrobionych
mechanicznie, zneutralizowanych skoér ryb po usunieciu substancji ttuszczowych i miesnych. Tak przy-
gotowane 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 skory do za-
wartosci wody w przedziale od 55% do 65% wagowych.

Tak odwodnione skory poddaje sie ekstrakcji roztworem kwasu cytrynowego przy utrzymaniu za-
wartosci pH od 2,2 do 2,4. Roztwdr kwasu cytrynowego uzywa sie w ilosci 4 czesci wagowych na
1 cze$¢ wagowa skor rybich. Otrzymuje sie roztwor kolagenu o pH okoto 2,8, ktéry konserwuje sie
Aseptyna. Kolagen jest szeroko rozpowszechnionym zewnatrzkomorkowym biatkiem zwierzecym sta-
nowigcym okoto 30% biatek w organizmie. Z uwagi na swoje unikalne wtasciwosci biologiczne, biozgod-
nos$¢ ze wszystkimi organizmami zywymi, jest on powszechnie wykorzystywany w kosmetologii, farmacji
czy medycynie estetycznej. Biatka kolagenowe pod wzgledem strukturalnych i funkcjonalnych cech
mozna podzieli¢ na dwie grupy: tworzace fibryle oraz struktury niefibrylarne. Do pierwszej grupy zalicza
sie gtdbwne, najczesciej wystepujace w tkance tgcznej oraz najlepiej poznane kolageny typu I, 11, 1ll, V
i XI. Dla wszystkich tych typdw istnieje jeden wspdlny model w postaci potréjnej helisy. Druga grupa,
kolageny niezdolne do tworzenia fibryli, wykazuja znaczne réznice w strukturze, umiejscowieniu w tkan-
kach oraz petnig odmienne funkcje w organizmach zywych. Ich wspding cechg jest wystepowanie co
najmniej jednego niehelikalnego fragmentu w strukturze. W produktach kosmetycznych zawierajacych
kolagen rybi w znaczacej przewadze wystepuje typ genetyczny kolagenu | oraz niewielkie ilosci typow
genetycznych Il lll. Dominujaca forma kolagenu (85-90%) w skérze cziowieka jest kolagen typu I, ktory
stanowi widknista podpore skory, a takze kolagen typu Ill (do 15%), ktory oplata widkna zbudowane
z kolagenu typu | i odpowiada za prawidtowe ich utozenie, a takze za sprezysto$¢ skory. Kolagen wy-
stepujacy w kosmetykach w trakcie ogrzewania ulega denaturacji. Denaturacja biatka nazywamy
zmiany w przestrzennej strukturze biatka natywnego, ktére prowadza do utraty aktywnosci biologicznej
oraz innych indywidualnych cech charakterystycznych, przy zachowaniu sekwencji aminokwasow.
W wyniku dziatania podwyzszonej temperatury, powyzej tzw. temperatury denaturacji, obserwuje sie
rozpad wigzan wodorowych i hydrofobowych, stabilizujgcych natywng strukture biatka. Struktura potroj-
nej helisy rozpada sie tracac swoje charakterystyczne i funkcjonalne wtasciwosci. W efekcie nastepuje



PL 241 179 B1 3

rozwijanie sie superhelisy i oddysocjowanie jednostek o. W przypadku, gdy wszystkie taricuchy kola-
genu sa potaczone miedzy soba sieciujgcymi wigzaniami kowalencyjnymi lub gdy wigzanie wystepuje
miedzy dwoma tahcuchami polipeptydowymi, powstajg odpowiednio trimery (y) lub dimery (B). Brak wia-
zan kowalencyjnych w biatku powoduje rozpad czasteczki do pojedynczych tancuchow o. Cieplna de-
naturacja kolagenu skory ryb prowadzi na ogét do dysocjacji na podjednostki o i B, przy bardzo niewiel-
kim udziale trimeréw — do ok. 10%. Najistotniejszym skutkiem dalszego ogrzewania jest przejscie po-
trojnej helisy w ktebek statyczny. Stabilnos¢ cieplna zelu kolagenowego i jego funkcjonalne wtasciwosci
zaleza od zawartosci hydroksyproliny w biatku. Hydroksyprolina stabilizuje tréjniciowa superhelise ko-
lagenu tworzac wiazania wodorowe miedzy helisami. Przy wyzszej zawartosci hydroksyproliny w biatku
jest niezbedna wyzsza dawka energii dla rozerwania zwiekszonej liczby wiazan wodorowych pomiedzy
grupami wodorotlenowymi hydroksyproliny a tlenem grupy karbonylowej wigzania peptydowego poto-
zonego w sasiedztwie. Rozpuszczalny kolagen izolowany ze skér rybich posiada temperature denatu-
racji zawartg w granicach 25-30°C. Objawem denaturacji rozpuszczonego biatka jest znaczne obnize-
nie lepkosci roztworu. W wiekszosci przypadkdéw kolagen rybi, w tym kolagen izolowany ze skér rybich
wystepujacy w kosmetykach, nie ulega denaturacji, poniewaz jest mniej usieciowany i zawiera mniej
hydroksyproliny niz kolagen organizméw statociepinych. Nawet krétkotrwate ogrzewanie Zelu kolage-
nowego powoduje nieodwracalne zmiany w strukturze trzeciorzedowej biatka. Podjednostki najczesciej
samorzutnie “"zwijaja sie" w roztworze w rodzaj ktebka. Kiebek ten ma zwykle ksztatt zblizony do sfery,
wewnatrz ktorej znajduje sie zwiniety w kulke tahcuch biopolimeru oraz zokludowane w nim czasteczki
rozpuszczalnika. Struktura ta ma catkowite odmienne wtasciwosci funkcjonalne niz natywny kolagen.
Preparaty kosmetyczne ogrzane powyzej temperatury denaturacji traca swoje wtasciwosci nieodwra-
calnie. Niemozliwe jest, aby po denaturacji Zelu kolagenowego i ochtodzeniu tego Zelu wytworzyta sie
natywna struktura potréjnej helisy tego biatka. Sluz ze $limaka, jak wykazaty badania, zawiera kolagen,
elastyne, kwas glikolowy oraz alantoine, jak réwniez szereg protein, przeciwutleniaczy, oligoelementéw,
witamin oraz naturalnych antybiotykéw. Sluz $limaka, ze wzgledu na swoje silne wtasciwosci regeneru-
jace, stosowany jest w leczeniu tradziku, kuracji przeciwzmarszczkowej, usuwaniu blizn, podraznien,
oparzen, rozstepdw oraz w celu przyspieszenia gojenia sie ran. Potaczenie kolagenu ze $luzem $limaka
zwieksza ilo$¢ antyoksydantéw, co ma olbrzymi wptyw na eliminacje wolnych rodnikéw odpowiedzial-
nych za starzenie skory. W sktadzie $luzu slimaka znajduje sie sporo protein, ktére maja wiele nienasy-
conych wigzan, co powoduje, ze tworza one naturalny filtr UV, ktéry absorbuje szkodliwe promieniowa-
nie stoneczne, chronigc skore przed jego niekorzystnym dziataniem i procesem fotostarzenia. Brak réw-
nowagi miedzy tworzeniem sie reaktywnych form tlenu (RFT) a mozliwosciami antyoksydacyjnymi or-
ganizmu nazywany jest stresem oksydacyjnym. Wolne rodniki sa to czasteczki lub atomy, ktére posia-
daja niesparowane elektrony i powstajg w czasie niecatkowitej redukcji czastek tlenu w procesie odde-
chowym lub w czasie reakcji biochemicznych zachodzacych w komérkach organizmu. Stres oksyda-
cyjny jest nie tylko i wytacznie wywotywany przez RFT, ale réwnie istotng role moga odgrywac takze
reaktywne formy azotu (RFA) oraz reaktywne formy siarki. Wptyw reaktywnych form tlenu na organizm
ludzki jest ogromny. Te agresywne formy moga by¢ przyczyng wielu schorzeh mie$nia sercowego, po-
wodowaé nawet zawat, wptywac¢ na chorobe wiencowa. Stres oksydacyjny odgrywa kluczowg role
w rozwoju komaérek nowotworowych, znacznie utrudnia leczenie i wiasnie dlatego antyoksydanty moga
odgrywac istotng role w procesie leczenia raka. Istnieje wiele schorzen, ktére moga byé nastepstwem
dziatania RFT, gtéwne z nich to: cukrzyca, zaburzenia w przemianie ttuszczdw, stwardnienie rozsiane,
choroba Alzheimera czy Parkinsona, infekcje (wirusowe, AIDS, grzybicze), reumatoidalne zapalenie
stawow, choroby uktadu pokarmowego, alergie, zaéma, zwyrodnienie plamki zéttej, choroby skérne, czy
schorzenia autoimmunologiczne. Najwiekszym sprzymierzencem w walce z RFT sg antyoksydanty,
ktére moga by¢ pochodzenia naturalnego lub syntetyczne. Uzasadnione wiec wydaje sie by¢ wprowa-
dzanie diety bogatej w naturalne antyoksydanty, ktére moga odgrywac kluczowg role w walce z choro-
bami cywilizacyjnymi. Sprzymierzencami w walce z RFT sg wiec owoce i warzywa, a takze niektére
oleje oraz witaminy C i E. Duza aktywnos$¢ antyoksydacyjna wykazuja nastepujace grupy zwiazkow:
kwasy fenolowe, flawonoidy, garbniki, kumaryny, stilbeny. Aktualnie znane sg sposoby otrzymywania
kolagenu z takich surowcow jak skéry zwierzece, kosci zwierzat czy ze skoér rybich.

Istota rozwiazania wedtug wynalazku jest sposdb otrzymywania kolagenu o aktywnosci antyok-
sydacyjnej, ze skory ryb stodkowodnych, doktadnie zdezynfekowanych, ktéra ulega procesowi izolacji
przy uzyciu ekstraktéw wykonanych za pomocg ultradzwiekow o czestotliwosci 40 kHz zawierajacych
w swoim sktadzie 5% lisci brzozy, charakteryzujacy sie tym, ze ekstrakty roslinne zostaty wykonane
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z uzyciem kwasu winowego o stezeniu 0,1 mol/dm?, przy czym ekstrakcje kolagenu prowadzi sie w cza-
sie 72 godzin w temperaturze pokojowej, a proces ekstrakcji kolagenu odbywa sie przy pH = 2,8. Po
zakonczeniu ekstrakcji, uzyskany materiat poddaje sie procesowi filtracji na filtrach swiecowych wyko-
nanych z nylonu. Korzystnie, do uzyskanego kolagenu dodaje sie 3% $luzu $limaka Helix aspersa Muiller
i poddaje procesowi mieszania przez co najmniej 120 minut.

Celem wynalazku jest opracowanie nowej technologii wytwarzania kolagenu o aktywnosci anty-
oksydacyjnej ze skér doktadnie oczyszczonych i czystych mikrobiologicznie ryb stodkowodnych z do-
datkiem sluzu slimaka Helix aspersa Muller i ekstraktu z lisci brzozy. Opracowana technologia obejmuje
rozdziat kolagenu przy uzyciu filtréw $wiecowych wykonanych z nylonu charakteryzujgcy sie tym, ze nie
niszczy potréjnej helisy, natomiast wydajnosé procesu filtracji dla jednego filtra wynosi 100-1000
kg/dzien. Celem wynalazku jest sposob wytwarzania ,zywego kolagenu”, opartego na ekstrakcji ze
skoéry rybiej przy wykorzystaniu ekstraktu z lisci brzozy wykonanych przy uzyciu ultradZwiekéw o cze-
stotliwosci 40 kHz znamienny tym, iz pozyskany kolagen wykazuje wysoki potencjat przeciwutleniajacy.

Wedtug wynalazku sposdb otrzymywania kolagenu ze skor ryb, doktadnie oczyszczonych od tu-
szy i doktadnie zdezynfekowanej, ktére normalnie zostatyby poddane utylizacji. Tak przygotowany ma-
teriat poddano procesowi ekstrakcji przy wykorzystaniu jako ekstrahenta wczesniej przygotowanych
ekstraktéw z lisci brzozy. Do wyizolowania sktadnikéw o wiasciwosciach antyoksydacyjnych wykorzy-
stano licie brzozy, przy zastosowaniu ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami o czestotliwosci 40 kHz
w czasie od 5 do 120 minut. llos¢ materiatu roslinnego w ekstraktach byt rowny 5% (w/w). Tak przygo-
towany materiat roslinny zalewany byt roztworem kwasu winowego 0,1. Po uptywie czasu ekstrakcji,
materiat rodlinny oddzielano od ekstraktu, ktory nastepnie wykorzystywano do ekstrakcji kolagenu ze
skor rybich. Skore rybig w ilosci 5 do 10% (w/w) zalewano ekstraktem wedtug powyzszego schematu
i poddawano procesowi maceracji w czasie 72 h, proces ten zachodzit w roztworze kwasu winowego
o pH 2,8, tak pozyskany kolagen charakteryzowat sie wysokim potencjatem antyoksydacyjnym, potwier-
dzonym analitycznie metodg DPPH, posiadat takze bardzo stabilng strukture i charakteryzowat sie bar-
dzo przyjemnym zapachem i cytrynowym kolorem.

Przedmiot wynalazku zostat przedstawiony w przyktadach wykonania, kolagenu ze skor rybich
o aktywnosci antyoksydacyjne;.

Przyktad |

Sporzadzono 5% ekstrakt lisci brzozy w 0,1 mol/dm? kwasie winowym o masie 9400 g i poddano
dziataniu ultradzwiekéw o czestotliwosci 40 kHz w czasie 75 minut. Oczyszczong i zdezynfekowana
skoére z totpygi w ilosci 600 g zalewano wyzej przygotowanym wyciagiem, ekstrakcje hydratu kolagenu
prowadzono w temperaturze pokojowej w czasie 72 godzin w roztworze o pH réwnym 2,8. Po zakon-
czeniu ekstrakgcji, pozyskany materiat (hydrat) uzdatniano w czasie 30 minut za pomoca filtréw swieco-
wych wykonanych z nylonu. Uzyskano kolagen, ktory charakteryzowat sie aktywnos$cig antyoksydacyjng
wynoszaca 49% (oznaczona metoda DPPH).

Przyktad Il

Kolagen uzyskany w przyktadzie | w iloSci 10 kg wymieszano przy pomocy mieszadet wolnoob-
rotowych z 300 g $luzu slimaka Helix aspersa Muller w czasie 120 minut. Tak uzyskany produkt cha-
rakteryzowat sie wieksza odpornoécia termiczna niz kolagen bez $luzu.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb otrzymywania kolagenu ze skory ryb stodkowodnych, ktéry podsiada aktywnos¢ an-
tyoksydacyjna znamienny tym, Ze ekstrakcje kolagenu prowadzi sie przy uzyciu 5% ekstraktu
lisci brzozy w 0,1 M kwasie winowym, poddanego dziataniu ultradzwiekéw o czestotliwosci
40 kHz, w czasie 72 godzin, w temperaturze pokojowej, przy pH réwnym 2,8, a nastepnie po
zakonczeniu ekstrakcji uzyskany materiat poddaje procesowi filtracji na filtrach $wiecowych
wykonanych z nylonu.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze do uzyskanego kolagenu dodaje sie 3% $luzu
Slimaka Helix aspersa Mdller i poddaje procesowi mieszania przez co najmniej 120 minut.
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