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1.1 РОЗРОБКА БІОТЕХНОЛОГІЧНИХ  
ПРОДУКТІВ НА ОСНОВІ ВІДХОДІВ  

КОЛАГЕНВМІСНОЇ СИРОВИНИ

Ціла О. О.1, Ракша Н. Г.1, Галенова Т. І.1, Вовк Т. Б.1,
Савчук О. М.1, Мокроусова О. Р.2, Остапченко Л. І.1

1 Навчально-науковий центр «Інститут біології та медицини»  
Київського національного університету імені Тараса Шевченка, Україна

2 Київський національний університет технологій та дизайну, Україна
olena.tsila14@gmail.com, nkudina@ukr.net,  

galenovatanya@gmail.com, sanwoolf01@gmail.com,  
olexiy.savchuk@ukr.net, decanat_bf@univ.kiev.ua

Найбільш оптимальною сировиною для отримання біотехнологічних 
продуктів на основі колагену є відходи шкіряної промисловості. Мінімальна 
концентрація колагену, що викликає агрегацію тромбоцитів на рівні 70–80 %, 
становить 0,045 мг/мл для зразків колагену зі шкіри та 0,293 мг/мл для 
колагену, одержаного з хвостів щурів. Обидва зразки колагену зберігали 
здатність до полімеризації у першому і другому розчиненні та утворювали 
міцні колагенові гелі. Колаген, одержаний із луски риб, не виявляв агрегуючої 
активності, а здатність до полімеризації була виявлена лише у зразках 
після першого розчинення. Зберігання зразків колагену впродовж 20 діб при 
+4 °С не впливало на їх здатність викликати агрегацію тромбоцитів.

Ключові слова: колагенвмісна сировина, агрегуюча здатність, кола-
генові гелі

Колаген є основним компонентом сполучної тканини і од­
ним із найпоширеніших білків, що набув широкого викори­
стання у медицині, біотехнології, косметичній та харчовій 
промисловості. Стабільний попит на цей біотехнологічний 
продукт спонукає до оптимізації методологічних підходів щодо 
його одержання та створення препаратів на основі колагену чи 
його фрагментів. Колаген можна отримувати з різних джерел, 
проте необхідно враховувати, що властивості колагену можуть 
помітно відрізнятися залежно від джерела сировини. На сьогод­
ні основним джерелом фібрилярного колагену типу I є шкіра 



23

Розділ 1. Біотехнологія

тварин. Традиційно колаген виділяли зі шкіри великої рогатої 
худоби та свиней. До цих джерел останнім часом додалися 
морські організми, переважно риби. Цей тип колагену має 
певні комерційні та технологічні переваги. Окрім того відомо, 
що в деяких країнах продукти на основі сировини тваринного 
походження заборонені або важкодоступні, тому морський 
колаген є важливою альтернативою [1].

Колагени є найбільш поширеними білками в позаклітин­
ному матриксі та забезпечують механічну міцність судинної 
стінки. Після пошкодження судини колагени зв’язуються 
з рецепторами тромбоцитів, активують подальшу адгезію 
тромбоцитів і їх агрегацію, а також ініціюють шлях коагу­
ляції. Через свою здатність індукувати агрегацію тромбо­
цитів, колаген став необхідним складником тест-систем для 
діагностики патологій системи гемостазу, зокрема її тромбо­
цитарного компоненту [2, 3]. Тест на агрегацію тромбоцитів 
дозволяє діагностувати тромбоцитопатії (наприклад, хвороба 
Віллебранда, тромбастенія Гланцмана, синдром Бернарда-
Сульє), виявляти ризики кровотеч, тромбофілії, проводити 
моніторинг антиагрегантної терапії та підбір оптимальних 
доз антиагрегантів.

Колаген у вигляді волокон і губок давно застосовують як 
гемостатичний агент. Використання колагену як гемостатика 
можливе завдяки властивості тромбоцитів зв’язуватися з кола­
геном, що ініціює процес згортання крові. Колагенові матриці 
можуть поглинати у декілька разів більше рідини ніж їх власна 
вага і є ефективними для підтримки тканин. Важливо, що ко­
лаген і колагенові пептиди є частиною природного механізму 
загоєння рани, що є істотною перевагою над матеріалами, які 
використовуються в інших комерційно доступних продуктах 
(марля, гідроколоїди, альгінати та ін.) [4]. Також колагенова 
матриця може стати каркасом для росту нової тканини, так 
як первинна структура колагену надає сайти для приєднання 
фібробластів [5]. Ці переваги набувають усе більшого значення 
у медицині, оскільки гемостатичні агенти на основі колаге­
ну використовують із все більшою складністю у процедурах, 



24

Перспективні матеріали та інноваційні технології:  
біотехнологія, прикладна хімія та екологія  

пов’язаних із відновленням селезінки, лапароскопією, гінеко­
логією та оральною хірургією [6, 7].

Колаген має слабку імуногенність, частково за рахунок його 
філогенетично консервативної амінокислотної послідовності і спі­
ральної структури. Значна кількість імунологічних досліджень 
була проведена на матеріалах клінічного використання, таких 
як ін’єкційні колагени та імплантовані колагенові губки. У ре­
зультаті було підтверджено, що до колагену типу I утворюється 
невелика кількість антитіл або вони взагалі не утворюються.

Колаген має високу міцність на розрив, низьку розтяжність, 
волоконну орієнтацію, низьку антигенність [8] і сприяє клі­
тинній адгезії, проліферації і диференціюванню. Завдяки цим 
властивостям колаген став одним із найбільш використовува­
них біоматеріалів. Фібрилярний колаген типу I, екстрагований 
у вигляді водного розчину або гелю, можуть використовувати 
в різних формах, таких як медичні пристрої, штучні імпланта­
ти, матриці для регенерації тканин, системи доставки ліків та 
наноматеріали, що відіграють важливу роль у сучасній медичній 
практиці. Позитивні ефекти колагену на регенерацію тканин 
та його взаємодія з клітинами є основною причиною інтересу 
до його використання для місцевої терапії уражених тканин 
або утворення нової тканини, наприклад шкіри, кісток або 
нервів. Колаген у чистому вигляді розглядають як препарат/
активний інгредієнт, що використовують у різних формах як 
гемостатичний і перев’язувальний матеріал при лікуванні різ­
них видів травм. Регенеративно-індуктивні якості визначають 
використання колагену як замінника шкіри. Позитивні ефекти 
колагену на регенерацію тканин та його взаємодія з клітинами 
є основною причиною інтересу до його використання для міс­
цевої терапії уражених тканин або утворення нових тканин, 
наприклад шкіри, кісток або нервів, з використанням матриці 
на основі колагену. Однак колаген не може вилікувати інфі­
ковані тканини самостійно, оскільки існує велика кількість 
бактерій, які можуть використовувати його як субстрат [9]. 
Колагенові гелі та філаменти застосовують для стимулювання 
регенерації периферичних нервових волокон. Колагеновий гель 
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можна використовувати для заповнення внутрішнього просто­
ру венозного трансплантата, щоб запобігти його руйнуванню 
і підвищити ефективність відновлення нервових волокон. 
У заповнених колагеном венних трансплантатах кількість і ді­
аметр мієлінізованих аксонів значно збільшується порівняно 
з трансплантатами без колагенового гелю [10].

Останні тенденції розвитку наномедицини зосереджені 
на білкових субодиницях, здатних до самоорганізації. У цьо­
му контексті, колаген, основний компонент позаклітинного 
матриксу, є перспективним матеріалом для розробок засобів 
доставки ліків, а також терапевтичного застосування, оскільки 
він здатний утворювати гідрогелі без використання хімічного 
зшивання, є багатофункціональним та біодеградуючим [11]. 
Мікрочастинки колагену можуть бути використані як носії для 
ліпофільних лікарських засобів, наприклад ретинолу, третіноїну 
або тетракаїну і лідокаїну у вільній формі. Іншою особливістю 
колагенових мікрочастинок є їх термічна стабільність, тому 
вони легко піддаються стерилізації [12].

Отже, враховуючи значний медичний та діагностичний 
потенціал колагену як біотехнологічного продукту, оптимізація 
методик його отримання та зниження вартості виготовлення 
препаратів на його основі є актуальним напрямом сучасних 
біотехнологічних досліджень.

Метою дослідження було дослідити властивості колагенів, 
одержаних із відходів шкіряної промисловості, луски риб та 
хвостів щурів, як потенційно перспективних матеріалів для 
створення біотехнологічних продуктів.

Для досягнення мети були сформульовані наступні завдання:
1. Оцінити здатність колагенів, одержаних із різних дже­

рел, індукувати агрегацію тромбоцитів in vitro.
2. Перевірити стабільність одержаних зразків колагену 

за різних умов.
3. Підібрати оптимальні умови для утворення колагенових 

гелів із відповідними механічними властивостями.
4. Порівняти агрегуючу та гелеутворюючу здатність кола­

генів, одержаних із різних джерел.
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5. Обґрунтувати економічну доцільність одержання ко­
лагену.

Матеріали та методи. Для одержання колагену вихідну 
сировину (відходи шкіряної промисловості, луска риб та хвости 
щурів) ретельно промивали у холодній воді, після чого зали­
вали 20 % розчином NaCl і залишали на добу для осадження 
неколагенових білків. Розчин солі зливали, а сировину декілька 
разів промивали дистильованою водою. Для екстракції колаге­
ну використовували 0,5 М оцтову кислоту з додаванням 5 мМ 
ЕДТА, яку змішували з сировиною у співвідношенні 1:10 (маса/
об’єм). Через 24 години розчин фільтрували для очищення від 
нерозчинних часток та висолювали шляхом додавання NaCl 
до кінцевої концентрації 0,9 М. Білки відділяли фільтруван­
ням. Отриманий осад розчиняли в 0,5 М оцтовій кислоті та 
повторно осаджували 0,9 М NaCl. Отриманий на цьому етапі 
осад розчиняли у мінімальному об’ємі 0,1 М оцтової кислоти 
та ліофілізували.

Для використання в експериментах ліофілізований кола­
ген розчиняли в 0,01 М оцтовій кислоті у співвідношенні 20 мг 
ліофілізату на 1 мл і залишали на 24 години. Нерозчинний 
залишок відділяли шляхом центрифугування та повторно 
розчиняли в тому самому об’ємі оцтової кислоти.

Чистоту одержаного колагену перевіряли методом одно­
вимірного диск-електрофорезу у 6 % поліакриламідному гелі 
за присутності додецилсульфат натрію.

Дослідження агрегації тромбоцитів. Плазму крові отриму­
вали згідно з методикою [13]. Плазму, збагачену тромбоцитами 
(ПЗТ), одержували центрифугуванням стабілізованої крові при 
150 g упродовж 10 хв. Плазму крові, «бідну» на тромбоцити 
(ПБТ), отримували шляхом подальшого центрифугування ПЗТ 
при 2500 g упродовж 20 хв.

Тест на агрегацію тромбоцитів проводили на фотооптичному 
агрегометрі АТ‑02 (Медтех, РФ). Перед дослідженням визнача­
ли кількість тромбоцитів у ПЗТ і за необхідності розводили її 
за допомогою ПБТ до концентрації 250×103 тромбоцитів/мкл. 
Як контроль вимірювали ступінь агрегації при внесенні до ПЗТ 
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індуктора АДФ у кінцевій концентрації 5×10–6 М. У кювету 
агрегометра вносили 360 мкл ПЗТ і зразок колагену в об’ємі 
20 мкл та стежили за процесом агрегації, оцінюючи ступінь 
агрегації (максимальний рівень світлопропускання ПЗТ після 
внесення зразка).

Приготування колагенових гелів. Колагенові гелі готували 
згідно з методикою [14] з деякими модифікаціями. До розчину 
колагену додавали 10-кратний розчин трис-сольового буферу, 
рН 7,4 так, щоб буферний розчин становив 1/10 частину від 
загального об’єму, і ретельно перемішували. Далі рН розчину 
доводили до 7,0–8,0 0,5 М NaOH. Суміш інкубували в термо­
статі при 37 °C упродовж 30 хв. Для знаходження мінімальної 
концентрації колагену, при якій відбувається гелеутворення, 
окрім вихідних розчинів тестували розчини колагену у двох-, 
трьох- та п’ятикратному розведенні.

Результати дослідження. Агрегуючу здатність колагену 
перевіряли у зразках, одержаних із трьох джерел: відходів 
шкіряної промисловості («Шкіра»), луски риб («Луска») та 
хвостів щурів («Хвости») відповідно до модифікованої нами 
методики [15]. Концентрація колагену у вихідному розчині ста­
новила 0,687 мг/мл, 0,880 мг/мл та 0,646 мг/мл відповідно для 
зразків колагену зі шкіри, хвостів щурів та луски риб (табл. 1).

Використання вихідних зразків колагену викликало 70 % 
агрегації тромбоцитів у випадку зразків колагену зі шкіри 
і 75 % — при використанні колагену із хвостів щурів. Колаген, 
одержаний із луски риб, не виявляв агрегуючої здатності.

Таблиця 1 — Концентрація колагену у досліджуваних 
зразках

Зразки
Концентрація  

у вихідному розчині, 
мг/мл

Мінімальна концентрація,  
що викликає агрегацію  

тромбоцитів, мг/мл

«Шкіра» 0,687 0,045

«Хвости» 0,880 0,293

«Луска» 0,646 Немає
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Колаген, виділений зі шкіри, виявився більш ефективним 
і обумовлював агрегацію тромбоцитів на рівні 70  % навіть при 
розведенні у 15 разів (рис. 1).

Для визначення мінімальної концентрації колагену, здатної 
викликати агрегацію, вихідні розчини послідовно розводили до 
концентрації, за якої ще реєструвався вплив на процес агрегації 
тромбоцитів. Колаген із хвостів щурів було розведено вдвічі, 
втричі та у п’ять разів, при цьому за розведення вдвічі та втричі 
ступінь агрегації тромбоцитів становив 70 % (табл. 2).

Отже, було встановлено, що мінімальна концентрація 
колагену, що викликає агрегацію тромбоцитів, становить 
0,293 мг/мл для колагену, одержаного з хвостів щурів, та 
0,045 мг/мл для зразків колагену зі шкіри.

На наступному етапі розведені зразки колагену, що ви­
являли агрегуючу активність, було розфасовано на аліквоти 
об’ємом 1 мл та ліофілізовано. Частину ліофілізатів розчиня­
ли в 1 мл оцтової кислоти, іншу — в 1 мл дистильованої води, 
після чого проводили повторний тест на агрегацію. Зразок 
колагену зі шкіри, розчинений в оцтовій кислоті, та колаген 
із хвостів в обох розчинниках зберегли здатність викликати 

Рисунок 1 — Агрегатограма, що відображає вплив колагену, 
одержаного з відходів шкіряної промисловості  

(розведення у 15 разів), на агрегацію тромбоцитів
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Таблиця 2 — Вплив зразків колагену у різних розведеннях 
на агрегацію тромбоцитів

Зразки
Наявність  
агрегації

Ступінь  
агрегації

«Луска» – 0 %

«Хвости» + 75 %

«Хвости» розведення у 2 р. + 70 %

«Хвости» розведення у 3 р. + 70 %

«Хвости» розведення у 5 р. – 0 %

«Шкіра» + 70 %

«Шкіра» розведення у 5 р. + 73 %

«Шкіра» розведення у 10 р. + 52 %

«Шкіра» розведення у 15 р. + 70 %

«Шкіра» розведення у 20 р. – 0 %

агрегацію тромбоцитів, у той час як розчинення колагену зі 
шкіри у дистильованій воді призвело до втрати агрегуючої 
здатності (табл. 3).

Експеримент повторили після зберігання зразків кола­
гену у холодильнику впродовж 20 днів. Як бачимо з таблиці 
3, зберігання зразків за вище описаних умов не вплинуло на 
здатність колагену викликати агрегацію тромбоцитів. Агре­
гуюча активність зберігалась також при розведенні колагену 
з хвостів удвічі дистильованою водою.

Чистоту зразків колагену, що викликають агрегацію тром­
боцитів, було перевірено методом електрофорезу у 6 % поліакри­
ламідному гелі. На рис. 2 наведено типову електрофореграму 
на прикладі колагену з хвостів щурів.

Відповідно до результатів електрофоретичного аналізу, 
колаген не містить сторонніх домішок та неколагенових біл­
ків. Присутність фрагментів з молекулярною масою близько 
117 та 107 кДа, що за молекулярною масою відповідають α1- та 
α2-ланцюгам колагену І типу, дозволяє говорити про належність 
одержаного колагену саме до цього типу.
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Оптимізація умов утворення колагенових гелів. Для ви­
значення оптимального протоколу утворення колагенових гелів 
було досліджено залежність процесу полімеризації колагену 
від концентрації білка, рН розчину та об’єму середовища по­
лімеризації.

Передусім було визначено, що для формування гелю необ­
хідно довести рН розчину до нейтрального або слабко лужного 
(рН 7–8). При розчиненні зразків колагену в 0,01 М оцтовій 
кислоті у співвідношенні 20 мг ліофілізату на 1 мл кислоти 
частина колагену не розчинялась. Тому після відділення не­
розчинної фракції шляхом центрифугування до неї додавали 
аналогічний об’єм оцтової кислоти. Так було отримано дві серії 
розчинів колагену (перше та друге розчинення), кожен з яких 
перевіряли на здатність до утворення гелю в об’ємі 1 мл.

Здатність до полімеризації була виявлена для зразків кола­
гену, одержаних із відходів шкіряної промисловості та колагену 

Таблиця 3 — Вплив зразків колагену на агрегацію тром-
боцитів

Зразки
Наявність 
агрегації

Ступінь  
агрегації

Зразки колагену після ліофілізації та розчинення  
у відповідних розчинниках

«Шкіра» у СН
3
СООН + 50 %

«Шкіра» у дистильованій воді – 0 %

«Хвости» у СН
3
СООН + 68 %

«Хвости» у дистильованій воді + 70 %

Зразки колагену після зберігання упродовж 20 днів за +4 °С

«Шкіра» у СН
3
СООН + 48 %

«Шкіра» у дистильованій воді – 0 %

«Хвости» у СН
3
СООН + 75 %

«Хвости» у дистильованій воді + 77 %

«Хвости» у дистильованій воді 
(розведення у 2 р.)

+ 82 %
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з хвостів щурів, як у першому, так і у другому розчиненні; для 
колагену з луски риб ця здатність була виявлена лише у зразках 
після першого розчинення (табл. 4). Надалі методом послідовних 
розведень визначали мінімальну концентрацію білка, що необ­
хідна для гелеутворення. Було перевірено розведення зразків 
колагену удвічі, утричі та у 5 разів, однак дієвим виявилось 
розведення удвічі для колагену зі шкіри та хвостів щурів; при 
розведенні колагену з луски риби утворення колагенового гелю 
не відбувалося.

На наступному етапі перевіряли здатність зразків кола­
гену у мінімальній концентрації до полімеризації у більшому 
об’ємі (10 мл). Знову-таки, механічно міцний гель утворився 
з колагену, одержаного з відходів шкіряної промисловості та 
хвостів щурів, у той час як колаген із луски риб утворював 
нестійкий гель (рис. 3).

М              1               2               3

Рисунок 2 — Електрофореграма зразків колагену після  
ліофілізації та розчинення у дистильваній воді: М — маркери 

молекулярних мас (кДа); 1–3 — зразки колагену з хвостів щурів



32

Перспективні матеріали та інноваційні технології:  
біотехнологія, прикладна хімія та екологія  

1                                       2                                       3

Рисунок 3 — Колагенові гелі, що утворились при полімеризації 
зразків колагену: 1 — колаген з відходів шкіряної промисловості;  

2 — колаген з хвостів щурів; 3 — колаген з луски риб

Також було перевірено механічні властивості колагенових 
гелів (рис. 4). Для цього у розчин перед полімеризацією поміщу­
вали магніт, а після закінчення періоду інкубації спостерігали 
за здатністю гелю утримувати його. Встановлено, що шар гелю 
товщиною близько 2,5 см був здатний утримувати магніт.

Обґрунтування економічної доцільності процесу одержання 
колагену. Для встановлення економічної доцільності процесу 

Таблиця 4 — Концентрація колагену у різних зразках  
при першому та другому розчиненні

Колаген
Концентрація,

мг/мл

Мінімальна концентрація, 
необхідна для утворення 

гелю, мг/мл

Перше розчинення

«Шкіра» 0,615 0,307

«Хвости» 0,615 0,307

«Луска» 0,179 Немає

Друге розчинення

«Шкіра» 0,287 0,287

«Хвости» 0,822 0,411

«Луска» 0,080 Немає
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Рисунок 4 — Перевірка механічних властивостей колагенових 
гелів: 1 — колаген з відходів шкіряної промисловості; 

2 — колаген із хвостів щурів

1                                              2

було проведено виділення колагену з вихідної сировини (від­
ходи шкіряної промисловості) масою 0,5 кг та 1 кг. Отримані 
характеристики наведено у табл. 5.

Далі перевіряли здатність отриманого розчину колагену 
впливати на агрегацію тромбоцитів. Оскільки колаген після 
виділення знаходився у 0,1 М оцтовій кислоті, що може впли­
вати на процес агрегації тромбоцитів, проводили діаліз для 
переведення його у 0,01 М оцтову кислоту.

Таблиця 5 — Кількість колагену, отриманого з вихідної 
сировини

Маса вихідної 
сировини, кг

Об’єм розчину 
колагену, мл

Концентрація 
колагену, мг/мл

0,5 265 8

1 580 6
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Колаген, одержаний з 0,5 кг та 1 кг сировини, показав 
ступінь агрегації близько 50 % (рис. 5 і рис. 6), це нижче за 
попередні показники, оскільки концентрація колагену в роз­
чині є меншою.

Отже, приблизна собівартість одного флакону продукту 
становить 8,92 грн (8615,12/966). Для порівняння, вартість 
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Рисунок 5 — Агрегатограма, що відображає вплив колагену, 
одержаного з 0,5 кг відходів шкіряної промисловості,  

на агрегацію тромбоцитів
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Рисунок 6 — Агрегатограма, що відображає вплив колагену, 
одержаного з 1 кг відходів шкіряної промисловості,  

на агрегацію тромбоцитів
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флакону колагену, який використовують для дослідження агре­
гації тромбоцитів виробника «Ренам» (РФ) становить 154 грн. 
Очевидно, що до вартості отриманого нами продукту в процесі 
серійного виробництва і комерційної реалізації будуть додані 
інші групи витрат, однак значна різниця у ціні з препаратом 
іншого виробника гарантує конкурентоспроможність такого 
товару на ринку біотехнологічних продуктів.

Висновки. З огляду на те, що екстрагований колаген інду­
кує процес агрегації тромбоцитів в умовах in vitro, він може 
використовуватись як компонент тест-систем для діагностики 
різних патологій системи гемостазу. Його перевагами є збере­
ження активності після ліофілізації та тривалого зберігання 
у розчиненому стані, а також невелика концентрація білка, 
що викликає агрегацію.

За нейтрального/слабо лужного рН колагени з відходів 
шкіряної промисловості та хвостів щурів у визначеній міні­
мальній концентрації утворюють міцні гелі.

Після порівняння агрегуючої здатності колагенів з трьох 
досліджуваних джерел можна зробити висновок, що відходи 
шкіряної промисловості є найбільш оптимальним матеріалом 
для отримання біотехнологічних продуктів, оскільки вони 
доступні у великих кількостях, а цей тип колагену спричиняє 
високий ступінь агрегації (70–80 %) за найменшої концентрації 
серед усіх зразків. Крім того, він здатний утворювати гель зі 
сприятливими механічними властивостями для формування 
препаратів із гемостатичним ефектом у різноманітних лікар­
ських формах.

Отже, зважаючи на відносну простоту виготовлення, доступ­
ність сировини та економічні показники процесу, матеріали, 
отримані за розробленою методологією, мають потенціал стати 
конкурентоспроможними товарами на ринку біотехнологічних 
продуктів. Оскільки як сировину для виділення колагену ми 
використовували відходи промисловості, одержані продукти 
матимуть меншу собівартість та сприятимуть ефективній ути­
лізації відходів.
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