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1.15 ОСОБЛИВОСТІ ВИДІЛЕННЯ КОЛАГЕНУ 
БІОМЕДИЧНОГО ПРИЗНАЧЕННЯ  

ЗІ ШКУР ССАВЦІВ

Майстренко Л. А.

Київський національний університет технологій та дизайну, Україна
maystrenko.la@knutd.edu.ua

Основне завдання роботи — проаналізувати відомі методи виділення та 
очищення колагену, оцінити їх ефективність та можливість використання 
екстрагованого колагену для отримання біосумісних матриць. Особливу 
увагу приділено виділенню колагену типу І зі шкур ссавців.

Ключові слова: колаген типу І, методи виділення та очищення, біо
сумісність

Тканинна інженерія — галузь медицини, яка передбачає 
лікування різних патологій введенням у місце ураження живих 
ауто- або алогенних клітин на поверхні або всередині будь-якого 
носія, яким найчастіше є білки позаклітинного матриксу та 
серед них, здебільшого, колаген. Завдяки унікальному й май­
же ідентичному амінокислотному складу для всіх організмів 
колагену притаманна слабка імуногенність, що сприяє його 
широкому медичному та біотехнологічному застосуванню [1]. 
Часто імуногенність колагенових препаратів можна пояснити 
присутністю домішок, зокрема неколагенових білків, тому не­
обхідне ретельне очищення колагену, який призначений для 
тканинної інженерії [2].

Нині зростає інтерес до процесів виділення колагену та його 
похідних унаслідок популяризації тенденції до використання 
цього білка при заміні синтетичних матеріалів у різних галу­
зях, а також для забезпечення раціонального перероблення 
побічних продуктів забою тварин. Колаген для технологічних, 
медичних та інших цілей отримують екстрагуванням його 
з багатих на нього тканин. Найбільш поширені три способи 
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вилучення колагену: екстрагування у кислому середовищі 
після попереднього видалення домішок (неколагенових білків 
та кислих протеогліканів), ферментативне та лужно-сольове 
екстрагування [3]. Деякі дослідження довели доцільність ви­
користання ультразвуку в поєднанні з традиційними методами 
екстрагування [4].

Структура, види, характеристика колагену. Колаген — 
фібрилярний білок, який є основою сполучної тканини й ста­
новить 30 % усіх білків організму ссавців [3]. Він міститься 
у шкірі, кістках, судинах, хрящах, дентині зубів тощо. Основна 
структурна одиниця колагену складається з трьох поліпеп­
тидних ланцюгів, розташованих у вигляді потрійної спіралі 
з двома однаковими ланцюгами (α1) та третім, який певною 
мірою відрізняється за своїм хімічним складом (α2), тобто 
це — гетерополімер Кожен ланцюг має 1050 амінокислот, 
намотаних одна навколо одної, у типовій правій гвинтовій 
структурі довжиною 300 нм діаметр становить близько 1,5 мн, 
молекулярна маса — близько 290000 а. о. м. [5]. У хребетних 
є різні види колагену, вони зазвичай містять близько 35 % 
гліцину (Gly), 11 % аланіну (Ala), 21 % проліну (Pro) та гід­
роксипроліну (Hyp). Амінокислотна послідовність колагену 
здебільшого повторювана трипептидна одиниця (Gly-X-Y), де 
X найчастіше Pro, а Y — Hyp [6]. Повідомлялося щонайменше 
про 29 різних типів колагену, які складаються із 46 різних 
ланцюгів поліпептидів, їх класифікують за структурою на: 
волокнистий, неволокнистий, мікрофібрилярний (нитчастий) 
та ті, які асоціюються з фібрилами [7]. Усі типи колагену мають 
характерну потрійну спіраль, однак довжина спіралі, розмір 
та характер негвинтової частини змінюються залежно від типу 
[8]. Серед них виокремлено 5 найпоширеніших:

	– колаген I (шкіра, кістки, зуби, сухожилля, зв’язки, су­
динна лігатура, органи (основна складова органічної 
частини кістки));

	– колаген II (очі та хрящі (основна складова хряща));
	– колаген III (сітчастий (основна складова ретикулярних 
волокон), шкіра, м’язи, судини);
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	– колаген IV (утворює секреційно-епітеліальний шар ба­
зальної мембрани та базальної пластинки);

	– колаген V (волосся, клітинні поверхні, плацента).
Колагени типу I, II та III є найбільш поширеними та добре 

дослідженими для біомедичного використання. Їх використо­
вують як пластичний матеріал у різних галузях медицини та 
косметології, а також у фармацевтичній промисловості як речо­
вини, що продовжують дію лікарських засобів [9, 10]. У ссавців 
95 % припадає на колаген I типу [3], який використовують 
у тканинній інженерії.

Колаген володіє високою міцністю на розрив, що проявля­
ється його присутністю у сухожиллях, кістках, хрящах, фасціях 
тощо. Він надає еластичності та міцності шкірі та допомагає 
у розвитку тканин та органів. Колаген забезпечує захист шкіри 
через пригнічення всмоктування токсинів та патогенів [11]. 
Він бере участь у біологічних функціях клітини (виживання 
клітин, розмноження та диференціювання), допомагає при 
загоєнні пошкоджених кісток або судин й підтримує їх струк­
турну цілісність [12].

Дослідження показали, що in vivo чи in vitro в фізіологічних 
умовах та при достатній концентрації, паличкоподібні молеку­
ли колагену агрегують бічними поверхнями з певним зсувом, 
утворюючи фібрили з правильною специфічною структурою, 
однаковою для утворених in vivo та in vitro [13]. При цьому з фі­
брил утворюються гель-осади, в які можна включати клітини 
[14], й практично всі клітини організму прекрасно існують в цих 
гелях, перебудовують їх та розмножуються в них, що і є осно­
вою так званих тканинних еквівалентів та певною мірою всієї 
тканинної інженерії [15]. По краях потрійної спіралі колагену 
знаходяться невеликі неколагенові послідовності — тілопепти­
ди, що містять лізин та аргінін, які беруть участь в утворенні 
міжмолекулярних зшивок, що забезпечують міцність фібрил 
та колагенових гелів [16].

Джерела колагену. Колаген можна добувати з різних видів 
тварин, його здебільшого отримують від побічних продуктів 
забою тварин. Основними джерелами колагену є шкіра, сухо­
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жилля, хрящі та кістки. Деякі дослідження стосуються способів 
отримання колагену з різних тваринних джерел, зокрема риб 
та птахів, як альтернативу колагену з великої рогатої худоби 
(ВРХ) через ризик зоонозу, а також як альтернативу колагену, 
отриманому від свиней, для використання в мусульманських 
країнах.

М’ясо є основним продуктом, отриманим від забою тварин, 
водночас усі інші відходи та субпродукти класифікують як по­
бічні продукти [17], включно з кістками, сухожилляи, шкіруою 
жировими тканинами, рогами, копитами, ногами, кров’ю та 
внутрішніми органами. Вихід побічних продуктів залежить 
від виду, статі, віку та маси тіла тварини. Уміст колагену в них 
коливається від 10–30 % у ВРХ, свиней та овець, у птиці — від 
5–6 % [18]. За даними [17], близько 40 % цих побічних продук­
тів є їстівними, а 20 % — неїстівними. Залежно від культури 
та країни, їстівні субпродукти можуть розглядати як відходи 
або як дороговартісні делікатеси. Однак більшість побічних 
продуктів не є придатними для споживання людиною. Унаслі­
док цього втрачається потенційне джерело доходу, й зростають 
витрати на утилізацію відходів. Сьогодні зростає усвідомлення 
того, що ці побічні продукти можуть бути цінними ресурсами 
при правильному використанні. Неїстівні побічні продукти 
використовують при виробництві добрив, кормів для тварин 
та палива, а також для отримання мінералів, жирних кислот, 
вітамінів, гідролізатів білка та колагену.

Велика рогата худоба (ВРХ) — одне з головних промис­
лових джерел колагену. Перобляють зазвичай шкіру та кістки. 
Ахілове сухожилля використовують промислово для отримання 
колагену I типу, тип IV отримують з ворсинок плаценти, а тип 
II — із носового або суглобового хряща. Тварин використовують 
на різних стадіях розвитку. Колаген зі шкіри ВРХ застосовують 
для зміцнення сухожиль, шкіри та загоєння ран (як колаге­
нову матрицю); неонатальну дерму ВРХ — для відновлення 
гриж, пластичної та реконструктивної хірургії; перикард до­
рослої ВРХ — для відновлення гриж та зміцнення м’язів [19]. 
Одним із головних недоліків колагену з ВРХ є те, що майже 
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3 % населення має на нього алергічну реакцію. Через спалах 
таких захворювань, як трансмісивна губчаста енцефалопатія, 
ящур, сказ, які небезпечні для людини, дослідники шукають 
альтернативне та безпечніше джерело колагену.

Свині. Шкіру та кістки свиней використовують для отри­
мання колагену промислового призначення. Оскільки свиня­
чий колаген дуже схожий на людський, ризик виникнення 
алергічної реакції нижчий порівняно з колагеном з ВРХ. Однак 
такий колаген теж становить небезпеку зоонозу, а в деяких 
країнах свиней заборонено використовувати через релігійні 
обмеження. Дерму та кишки застосовують для зміцнення су­
хожиль, відновлення гриж, загоєння шкіри та ран, пластичної 
та реконструктивної хірургії [20].

Морські тварини та риби. На сьогодні це найбезпечніше 
джерело отримання колагену, яке охоплює використання мор­
ських безхребетних та хребетних тварин, зокрема риб, медуз, 
губок, морських їжаків, восьминогів, кальмарів, каракатиць, 
морських анемон та креветок. Такий колаген має низку переваг: 
низька запальна реакція, менша імуногенність, метаболічна 
сумісність, відсутній ризик зоонозу, обмежені релігійні та етичні 
аспекти його використання. Основними недоліками цього ко­
лагену є низька температура денатурації та обмежений доступ 
до джерел сировини (особливо на території України), проблеми 
регулювання та контролювання якості готової продукції.

При екстрагуванні колагену з прісноводних або морських 
риб здебільшого використовують кістки, шкіру, плавники та 
луску. Це зі свого боку сприяє зменшенню забруднення навко­
лишнього середовища, оскільки побічні продукти вважають 
відходами при переробці риби.

Інші джерела. До них належить колаген з: курятини, хвос­
тів кенгуру, сухожиль щурячого хвоста, качиних ніг, сухожиль 
та перикарду коней, кісток та шкур алігаторів, ніг птахів, шкур 
овець та кіз, шкур жаб та, навіть, людей [21]. Використовували 
рекомбінантний людський колаген, у якого нижча імуногенність 
порівняно з іншими джерелами. Перикард коней застосовували 
для зміцнення сухожиль, загоєння шкіри, ран та відновлення 
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гриж. Колаген I та II типу екстрагували зі шкур коней, суглобо­
вого хряща та сухожилля [20]. Вилучення колагену з відходів 
після забою птиці також досліджувалося, однак небезпеку 
становить ризик передачі пташиного грипу [22].

Сфери біомедичного застосування колагену. Колаген вва­
жають одним із найкорисніших біоматеріалів, оскільки його 
широко застосовують у промисловості. У харчовій промисло­
вості великий попит на колаген та желатин через високий вміст 
у них білка та їх функціональні властивості, зокрема здатність 
до поглинання води, гелеутворення, здатність утворювати та 
стабілізувати емульсії.

Колаген у фармацевтичній та біомедичній галузях за­
стосовують як мікрочастинки, ін’єкційні дисперсії, щитки 
в офтальмології, систему доставки ліків, замінник шкіри, 
судин та зв’язок людини. Це пояснюється такими його ха­
рактеристиками, як слабка антигенність, здатність до при­
єднання клітин, біорозкладаність та біосумісність. Колаген 
типу I вважають золотим стандартом для тканинної інжене­
рії завдяки високій біосумісності. Його використовують як 
основну матрицю для системи клітинної культури. Широко 
застосовують біоматеріали на основі колагену, зокрема ма­
триці для ін’єкцій, риштування, призначені для регенерації 
кісток тощо [19]. У сучасній медицині риштування на основі 
колагенів відіграють життєво важливу роль. Це допомагає 
в реконструкції хрящів та кісток. При судинній та серцевій 
реконструкції у пацієнтів успішно прищеплюють колаген 
подібний до тканинних інженерійних судин. Використовують 
пов’язки на основі колагену як губки, плівки та порошки для 
ран або опіків, хірургічні шви, при урогенітальних розладах, 
дефектах рогівки, вивченні нервової міграції, в стоматології, 
кістковій трансплантації, при артритах та ожирінні [23]. Ко­
лаген має різноманітне застосування у кардіології (серцевий 
клапан), дерматології (для заміни шкіри, збільшення м’яких 
тканин, інженерії шкіри), хірургії (як кровоспинний засіб, при 
відновленні ран та перев’язуванні, відновленні нервів, протезів 
кровоносних судин), ортопедії (відновлення сухожиль, кісток 
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та зв’язок, реконструкція хрящів), офтальмології (рогові тран­
сплантати, контактні лінзи), урології (гемодіалізні мембрани, 
відновлення сфінктера) [24].

Вилучення колагену зі шкур ссавців. Лише повністю або 
частково розчинний колаген може бути використаний у ви­
робництві матриць для тканинної інженерії, порошків, губок, 
волокон або ниток. Розподіл молярної маси, структури та скла­
ду, а також функціональні особливості та властивості колагену 
залежать від умов перероблення сировини, з якої його отриму­
ють та матеріалів, що використовують у процесі екстрагування 
[25]. Тобто для кожного виду сировини потрібно підбирати 
параметри процесу, щоб отримати найкращі характеристики 
екстрагованого колагену. Завдяки надзвичайному розмаїттю 
тканин та типів колагену важко розробити стандартний метод 
його вилучення. Кількість ковалентних міжмолекулярних 
взаємодій у структурі колагену збільшується в часі й часто 
визначає майже повну нерозчинність отриманого продукту 
[26]. Для екстрагування колагену необхідно видалити численні 
ковалентні внутрішньо- та міжмолекулярні поперечні зв’язки, 
які передусім містять залишки лізину та гідроксилізину, ефірні 
зв’язки та інші зв’язки із полісахаридами.

Процес вилучення та очищення колагену передбачає [26]:
	– оброблення сировини при температурі –25 °C або –4 °C;
	– видалення неколагенових білків за допомогою хлориду 
натрію, гідроксиду натрію чи гідроксиду кальцію;

	– нейтралізацію розчином хлоридної або етанової кислоти;
	– оброблення кислотою або ферментом;
	– морфологічний аналіз;
	– екстрагування колагену, включно з діалізом з етано­
вою кислотою або динатрієвим гідрофосфатом;

	– аналіз амінокислотного складу, електрофорез, визна­
чення температури денатурації, рентгенофракційний 
аналіз, УФ‑спектральний аналіз.

Попереднє оброблення проводять для видалення некола­
генових речовин та збільшення виходу колагену. Найчастіше 
застосовують вилучення, засноване на розчинності колагену 
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в нейтральних сольових розчинах, кислих розчинах, а також 
кислих розчинах з доданими ферментами.

Завдяки своїй будові колаген сполучної тканини розчиня­
ється дуже повільно навіть у киплячій воді через наявність ве­
ликої кількості водневих зв’язків між суміжними молекулами. 
Тому для їх розриву використовують оброблення розведеними 
розчинами кислот та основ. Унаслідок цього ланцюги колагену 
залишаються неушкодженими, а поперечні зв’язки зазнають 
часткового гідролізу [25].

Хімічний гідроліз. При сольовому гідролізі колагену ви­
користовують нейтральні сольові розчини хлориду натрію, 
трис-гідроксиметилу, амінометану гідрохлориду, фосфатів 
або цитратів.

При кислотному гідролізі сировину занурюють у роз­
чин з кислою реакцією середовища. Коли розчин проникає 
у структуру шкіри, вона збільшується в об’ємі у два-три рази, 
й відбувається гідроліз нековалентних між- та внутрішньомо­
лекулярних зв’язків. Такий спосіб найкраще підходить для 
екстрагування колагену з сировини з нещільним переплетенням 
колагенових волокон, наприклад при обробленні шкур свиней 
та риб [27]. Кислотний гідроліз можна проводити з викорис­
танням органічних (етанової, лимонної, молочної кислот) та 
неорганічних кислот (хлоридної). Органічні кислоти здатні 
солюбілізувати незшиті колагени, а також порушити деякі 
поперечні зв’язки, що призводить до їх більшої розчинності 
під час екстрагування [28].

Для екстрагування кислоторозчинного колагену попе­
редньо оброблений матеріал додають до розчину кислоти, за­
звичай 0,5 М етанової, та витримують протягом 24–72 год при 
постійному перемішуванні при температурі 4 °C, залежно від 
виду сировини. Після екстрагування проводять фільтрування 
для відділення супернатанту (залишку) від колагену, який 
знаходиться в рідкій фазі. Для отримання колагенового по­
рошку фільтрат осаджують хлоридом натрію. Осад збирають 
центрифугуванням, а потім повторно розчиняють у мінімаль­
ному об’ємі 0,5 М етанової кислоти, діалізують у 0,1 етановій 
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кислоті протягом 2 днів та дистильованій воді протягом 2 днів 
із заміною розчину в середньому кожні 12 год [29].

Під час очищення колагену потрібно усунути антигенні 
компоненти білка, представлені ділянками тілопептидних 
фрагментів колагену типу I. Таке очищення є більш ефек­
тивним після оброблення пепсином. Ще однією проблемою є 
довготривалість процесу екстрагування, яка становить від 1 
до 3 тижнів, з високою втратою білка й частковою деградацією 
колагенових пептидів. Тому корисність вилученого кислотою 
колагену обмежена, оскільки виділений матеріал повинен збе­
рігатися в холодному розчині етанової кислоти або сушитися. 
Максимальна концентрація колагену, яку можна отримати, 
також обмежена й становить 10 мг/мл [26].

Після кислотного гідролізу отримують нативну, тобто 
трьохспіральну, молекулу колагену з непошкодженими тіло­
пептидами. Такий продукт здатний утворювати пружні гелі.

Лужний гідроліз полягає в обробленні сировини основним 
розчином гідроксидом натрію протягом періоду, який може 
зайняти від кількох днів до декількох тижнів [25]. Таке обро­
блення проводять для товстих матеріалів, які потребують більш 
агресивної дії. Лужно-сольове екстрагування (оброблення ко­
лагену лугом за насиченого розчину сульфатнокислого натрію, 
а потім екстрагування кислотою) дає високий вихід розчинного 
колагену зі збереженою потрійною спіраллю, однак із дезамі­
нуванням залишків аспарагінової (Asp) та глутамінової кислот 
(Glu), внаслідок чого розподіл зарядів уздовж трьохспіральної 
молекули колагену порушується, й колаген втрачає здатність до 
фібрилоутворення, отже, такий колаген не утворює гелів [25].

Ферментативний гідроліз проводять протеазами — пепси­
ном або трипсином, дія яких не руйнйє потрійну спіраль, а лише 
неколагенові домени та неколагенові білки. Отримують нативну 
молекулу колагену з пошкодженими тілопептидами, здатну 
утворювати непружні гелі.

Для вилучення колагену ферментативним гідролізом си­
ровину, яка може бути залишком після кислотного вилучен­
ня колагену, додають до 0,5 М розчину етанової кислоти, що 



221

Розділ 1. Біотехнологія

містить ферменти. Суміш безперервно перемішують протягом 
48 год при 4 °C з подальшим фільтруванням. Фільтрат піддають 
осіданню та діалізу при тих же умовах, що й для отримання 
кислоторозчинного колагену [29].

Ферментативний гідроліз має деякі переваги порівняно 
з хімічним: специфічність, контроль ступеня гідролізу, помірні 
умови дії та менший вміст солі в кінцевому гідролізаті. Крім 
того, ферменти, зазвичай, можуть бути використані в дуже 
низьких концентраціях без обов’язкового видалення з сере­
довища. Незважаючи на високу вартість ферментативного 
гідролізу, він має такі переваги: знижується кількість відходів, 
можливо контролювати процес, а продукт отримують з вищим 
вмістом колагену.

Спосіб екстрагування може впливати на довжину полі­
пептидних ланцюгів й функціональні властивості колагену, 
зокрема в’язкість, розчинність, а також здатність утворювати 
гелі та емульсії. Однак, за деякими свідченнями, тільки ко­
лаген, отриманий після кислотного гідролізу, підходить для 
біотехнологічного використання й тканинної інженерії [30].

Висновки. У зв’язку з важливістю розроблення біосумісних 
матриць на основі природного колагену було розглянуто сиро­
винні джерела колагену та особливості процесу екстрагування 
з колагенвмісної сировини.

Способи вилучення можуть сприятливо й негативно вплива­
ти на властивості отриманого колагену: термостабільність, мо­
лярну масу, гелеутворюючу здатність тощо. Кислотний гідроліз 
може бути ефективним, однак ферментативне екстрагування, 
не зважаючи на високу вартість, має низку переваг: специфіч­
ність, швидкість процесу, можливість контролювання ступеня 
гідролізу, помірні умови дії та зменшена кількість відходів.
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