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SAZETAK

Cilj ovog istrazivackog rada bio je ispitati utjecaj UV-zralenja na strukturu polipeptidnih lanaca kolagena
primjenom biuret-reakcije i analize promjene obojenja. Eksperiment je poceo pripremom 6 uzoraka otopina
kolagena poznatih masenih koncentracija kojima se dodala 10 %-na otopina NaOH i razrijedena vodena otopina
CuSOa. Reakcija tih spojeva poznata je i kao biuret-reakcija koja moZe pokazati dostupnost peptidnih veza u
proteinu na temelju intenziteta ljubicaste obojenosti otopine. Pripremljene su i eksperimentalne skupine koje su
bile izloZzene razli¢itim vremenskim intervalima UV-zradenja. Nakon izlaganja UV-zracenju uzorcima je izmjeren
intenzitet obojenosti otopine kolagena pomoéu RGB vrijednosti dobivenih preko mobilne aplikacije. Te
vrijednosti zatim su pretvorene u luminaciju iz koje je napravljen graf ovisnosti luminacije i masenog udjela te
njegova linija trenda. Dobiveni rezultati i linija trenda pokazuju da UV-zraenje utjeCe na dostupnost peptidnih
veza u kolagenu, tj. na promjenu u strukturi proteina povezanu s procesima fotostarenja. Uocen je nelinearan
ucinak UV-zracenja na luminaciju. Nakon kratkog izlaganja otopine kolagena UV-zracenju doslo je do smanjenja
broja dostupnih peptidnih veza, pri izlaganju od 10 minuta zabiljeZzeno je povecanje njihove dostupnosti, dok je
pri duljem izlaganju (15 — 25 minuta) ponovno doslo do smanjenja obojenja otopine Sto se objasnjava
kumulativnim smanjenjem dostupnosti peptidnih veza. Takvi rezultati mogu se objasniti istodobnim odvijanjem
razli¢itih procesa koji rezultiraju promjenama prostorne strukture molekule kolagena. Promjene povedanja
intenziteta obojenosti nakon biuret-reakcije tumace se djelomi¢nim odmotavanjem triju polipetidnih lanaca koji
izgraduju molekulu kolagena, dok je smanjenje intenziteta obojenosti otopine nakon biuret-reakcije rezultat
dodatnog uvijanja lanaca pri duljem izlaganju otopine UV-zradenju.
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Jedina univerzalna sudbina svih Zivih bica je starenje, koje predstavlja postupni gubitak fizioloskih
funkcija te smanjenu sposobnost regeneracije stanica, tkiva i organa (Guo i sur., 2022). Koza je najvedi
organ Covjeka i posebno je osjetljiva na promjene povezane sa starenjem, jer se one na njoj vide
najjasnije. Na starenje koze utjecu unutarnji ¢imbenici poput genetike i hormonalnih promjena te
vanjski ¢imbenici, medu kojima se isticu ultraljubiasto (UV) zracenje, zagadenje zraka, kronicne upale
i poremecaj mikrobioma (Lee i sur., 2021). Poseban znacaj ima UV-zracenje, koje dovodi do
fotostarenja. Prema Vierkotter i Krutmann (2012), fotostarenje je kumulativni degenerativni proces
izazvan ponovljenim izlaganjem suncevom svjetlu, a manifestira se pojavom bora, gubitkom
elasti¢nosti i promjenama pigmentacije koze.

KoZa se sastoji od tri osnovna sloja: povrSnog epidermisa, dubljeg dermisa i potkoZnog masnog tkiva.
Dermis sadrzi najvecu koli¢inu kolagena, pri ¢emu su najvazniji tipovi I, lll i V (Bar & Valiukevicieng,
2025). Kolagen je osnovni strukturni protein svih kraljeznjaka, a osim u koZi nalazi se i u kostima,
tetivama te hrskavici, gdje osigurava mehanicku potporu i otpornost tkiva (Bar & Valiukeviciené, 2025).
Svi tipovi kolagena gradeni su od tri polipeptidna lanca koji se spiralno omataju u trostruku zavojnicu
(slika 1), no razlikuju se u debljini i funkciji vlakana: kolagen tipa | gradi debela vlakna odgovorna za
¢vrstocu, tip Il ¢ini tanja i fleksibilnija vlakna koja pridonose elasti¢nosti, dok tip V stvara vrlo fina
vlakna i regulira stvaranje ostalih kolagenskih vlakana (Ricard-Blum, 2011). Svaki polipeptidni lanac
sastoji se od ponavljajuc¢ih aminokiselina, medu kojima prevladavaju glicin, prolin i hidroksiprolin.
Aminokiseline su povezane peptidnim vezama, a cijela struktura dodatno je stabilizirana vodikovim
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vezama izmedu lanaca, $to kolagenima daje veliku ¢vrstodu i otpornost na rastezanje (Shoulders i
Raines, 2009).
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Slika 1 Razine organizacije kolagena
Izvor: https://www.freepik.com/free-vector/collagen-structure-formation-
process 255947945.htmi#fromView=search&page=1&position=0&uuid=4e62c0e8-768e-4eea-9bab-33a8cc9fb777&query=colagen+structure

Osim vodikovih veza, stabilnost i mehanicka otpornost kolagena dodatno se osiguravaju kovalentnim
unakrsnim vezama (cross-links) koje nastaju izmedu molekula, a mogu nastati pomocu enzima, npr.
djelovanjem lizil-oksidaze ili pomocu glikacije, tj. vezanja secera na proteine (Shoulders i Raines, 2009).
Kolagen se danas koristi i kao dodatak prehrani u obliku praha, najé¢e$c¢e dobivenog iz govedaili ribe, a

smatra se da moZe doprinijeti obnovi kolagena u kozZi i ublaZiti ucinke starenja (Bar i Valiukeviciené,
2025).

UV-zracenje dio je Sunceva spektra i moZe imati i pozitivhe i negativne ucinke. U kontroliranim
koli¢inama UVB-zrake poticu sintezu vitamina D u koZi, koji je klju¢an za zdravlje kostiju i imunolo$kog
sustava (Holick, 2004). Medutim, prekomjerno izlaganje UV-zraCenju ima Stetne posljedice. Do
Zemljine povrsine dopiru UVA (315 — 400 nm) i UVB (280 — 315 nm) zrake, dok je UVC (100 — 280 nm)
u potpunosti zaustavljen ozonskim omotacem (Diffey, 2002; ICNIRP, 2004). UVA-zrake prodiru dublje
u dermis, gdje poticu stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva koji mogu negativno utjecati na kolagen,
dok UVB uglavnom djeluje na epidermis, uzrokujuci oSte¢enja DNA i upalne procese (Kammeyer i
Luiten, 2015). Prema Fisher i sur. (1997), izlaganje ljudske koZe UV-zracenju dovodi do povedanja
aktivnosti enzima matriksnih metaloproteinaza (MMPs), Sto rezultira ubrzanom razgradnjom
postojeceg kolagena tipa | i smanjenom sintezom novog.

Osim Sunceva zracenja, ljudi se izlaZzu i umjetnim izvorima UVA-zracenja, poput solarija i UV-lampi za
ucvrséivanje gel lakova. U solarijima prevladava UVA-zracenje, dok je udio UVB-zraka manji (ICNIRP,
2010). Nova istrazivanja pokazala su da UV-lampe za nokte, koje emitiraju UV-zracenje u podrucju 340
— 395 nm, mogu uzrokovati oksidativno oStecenje DNA, mutacije i poremecaje rada mitohondrija u
ljudskim stanicama (Zhivagui i sur., 2023). Time se potvrduje da i svakodnevni, kozmeticki izvori UV-
zracenja mogu pridonijeti fotostarenju koZze.

Buduci da se kolagen u koZi nalazi u dermisu i nije izravno izloZzen UV-zracenju, dosadasnja istraZivanja
uglavnom su bila usmjerena na posredne ucinke UV-zracenja putem aktivacije enzima matriksnih
metaloproteinaza i njihove uloge u razgradnji kolagena (Fisher i sur., 1997). Svrha ovog istraZzivanja bila
je ispitati kako UV-zracenje moZe utjecati na kolagen i time pridonijeti procesima starenja koze. Iz svrhe
proizlazi i cilj ovog istraZzivackog rada koji je ispitati izravan utjecaj UV-zracenja na kolagen.
Provodenjem biuret reakcije i intenzitetom ljubi¢astog obojenja koje je nastalo nakon biuret reakcije
u istraZivanju se Zeli ispitati kako ¢e UV-zracCenje utjecati na promjene strukture kolagena. Predvida se
utjecaj UV-zraCenja na medumolekulske interakcije izmedu polipeptidnih lanaca koji izgraduju
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kolagen, na nacin da dolazi do njihovog razmicanja ili jaceg uvijanja. U radu je koriSten otopljen
hidrolizirani riblji kolagen u prahu tipa | i lll. Kao izvor UVA-zracenja upotrijebljena je UV-lampa za
nokte, koja s jedne strane predstavlja pojednostavljenu zamjenu za Suncevo zracenje, a s druge realan
izvor kojem su ljudi izlozeni u kozmetickim salonima. Upravo iz tih razloga motivacija ovog istrazivanja
bila je ispitati mozZe li takvo zraenje izazvati promjene u strukturi kolagena koje upucuju na
potencijalne procese fotostarenja.

Nezavisna varijabla ovog istraZzivanja je UV-zracenje, tj. vrijeme izloZenosti otopine kolagena UV-
zracenju, a zavisna varijabla je intenzitet obojenosti otopine kolagena nakon biuret-reakcije. Dobiveni
rezultat govori o promjeni dostupnosti peptidnih veza u lancima kolagena nakon izlaganja otopine
kolagena UV-zraCenju. UV-zrafenje vaian je Cimbenik starenja koZe jer uzrokuje promjene u
proteinima koji se nalaze u dermisu. Zbog toga se ocekuju mjerljive promjene u strukturi kolagena
nakon izlaganja njegove otopine UV-zracenju.

Kako bi se ispitalo moZe |i UV-zraenje oStetiti peptidne veze u kolagenu i time utjecati na njegovu
strukturu, koristena je biuret-reakcija kao pokazatelj promjena. Ova metoda temelji se na stvaranju
kompleksa izmedu Cu?* iona i najmanje dviju peptidnih veza proteina, pri ¢emu nastaje ljubicasto
obojenje otopine Ciji se intenzitet uobi¢ajeno mjeri spektrofotometrijski. Buduéi da u skoli nije
dostupan spektrofotometar, intenzitet obojenosti mjerio se pomocu aplikacije za analizu boje (RGB),
pri ¢emu je on proporcionalan koli¢ini peptidnih veza koje sudjeluju u reakciji, odnosno ocuvanosti
proteinske strukture (Adnan, 2023).

Na temelju cilja istraZivanja postavljene su sljedeée hipoteze:

1. Intenzitet ljubicastog obojenja otopine kolagena smanjivat ¢e se proporcionalno s duljinom
izlaganja UV-zraenju.

2. Krade izlaganje UV-zracenju (5-10 minuta) nece znacajno utjecati na promjenu dostupnosti
peptidnih veza u proteinskom lancu i neée uzrokovati znacajnu promjenu boje otopine kolagena.

3. Duljeizlaganje otopine kolagena UV-zracenju (15-25 minuta) dovest ¢e do postupnog slabljenja
ljubicastog obojenja uslijed kumulativnih promjena koje dovode do smanjenja dostupnosti
peptidnih veza u proteinskim lancima.

METODE RADA

IstraZzivanje je provedeno s ciljem ispitivanja utjecaja UV-zrafenja na strukturu kolagena, jednog od
najvaznijih strukturnih proteina u ljudskom tijelu. Kao izvor kolagena koristen je BiolLife Collagen
Premium — Pure Peptide, dodatak prehrani koji sadrzi hidrolizirani riblji kolagen tipa i lll u obliku finog
bijelog praha. Proizvod je 100 % Cisti riblji kolagen, bez dodataka Seéera i aroma, te je posluzio kao
polazni materijal za pripremu uzoraka (slika 2).

Slika 2 Prikaz pakiranja ribljeg kolagena koriStenog u istraZivanju
Autor: Celi¢ M., 2025
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U kontrolnoj i eksperimentalnoj skupini provedena je biuret-reakcija. To je reakcija kojom se ispituje
dostupnost peptidnih veza u proteinima. Tijekom reakcije nastaje ljubicasta obojenost otopine, Ciji
intenzitet ovisi o broju dostupnih peptidnih veza. Promjena boje nakon UV-zracenja ukazuje na
promjene u strukturi kolagena zbog kojih dolazi do povecane ili smanjene dostupnosti peptidnih veza
na koje se veZe bakar.

Karakteristicno obojenje nastaje zbog stvaranja kompleksa bakrovih(il) ionima s peptidnom vezom
(slika 3).
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Slika 3 Shematski prikaz stvaranja kompleksa u biuret-reakciji
Priprema uzoraka poznatih masenih koncentracija kolagena i kontrole

Pripremljeno je sedam razli¢itih otopina kolagena koje su se razlikovale prema masenim
koncentracijama (tablica 1). Svaka otopina pripremljena je u volumenu od 20 mL, a potrebna masa
kolagena racunata je prema sljedecoj formuli:

(kol )= m(kolagena)
yiRolagena) = V (otopine)

Masa kolagena vagana je na analitickoj vagi marke KERN® s to¢noséu od 0,0001.

Tablica 1 Masene koncentracije otopina kolagena koriStene za izradu kalibracijske krivulje

oznake pojedine epruvete y/ gLt

Ep1 45
Ep 2 40
Ep 3 35
Ep4 30
Ep5 22,5
Ep6 15
Ep7 7,5

K 0

Prema Sikirici (2018) po 6 mL svake otopine odmjereno je u tri epruvete te je mjerenje provedeno na
tri uzorka kako bi se dobile Sto tocnije vrijednosti mjerenja. Volumen otopine mjeren je pipetom.
Zadnje tri epruvete sadrzavale su samo vodu te su predstavljale kontrolnu skupinu.

Zatim je u svaku epruvetu stavljeno po 6 mL 10 %-tne otopine NaOH. Sadrzaj epruvete je promuckan,
a u dobivenu otopinu dodano je jo$ 6 kapi razrijedene otopine bakrovog(it)sulfata (CuSO,4). Nakon
dodatka otopine bakrovog(ii)sulfata sadrzaj epruvete je ponovno promuckan nakon cega je doslo do
obojenja otopine.

Za istraZivanje su koriStenje sve potpuno jednake epruvete da bi visina stupca otopine u epruveti bila
jednaka i da promjer stupca otopine u epruveti ne bi utjecao na rezultate mjerenja.
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Priprema eksperimentalnih skupina

Eksperimentalna skupina pripremljena je od otopine kolagena masene koncentracije 30 g L. Otopina
te masene koncentracije odabrana je zato Sto je to bila prosje¢na koncentracija svih otopina uzoraka
koji su sluZili za izradu kalibracijske krivulje. Zatim je po 6 mL svakog uzorka rasporedeno u 5 epruveta
i u njih je dodano 6 mL 10 %-tne otopine NaOH i 6 kapi razrijedene otopine CuSQa,.

Kao izvor UV-zracenja koriStena je UV/LED lampa marke SUNmini, koja emitira svjetlost valne duljine
izmedu 100 i 400 nm i snage 6 W. Lampa sadrzi 6 LED dioda koje omogucuju ravnhomjerno izlaganje
uzoraka UV-zracenju. Za svaki uzorak je po 30 mL otopine uliveno u Petrijevu zdjelicu i izlagano je UV-
zraCenju u trajanju od 5, 10, 15, 20 i 25 minuta. Nakon izlaganja, uzorci su pipetiranjem vraéeni u
epruvete radi daljnje analize.

Kvantitativna analiza boje uzoraka

Intenzitet crvene, plave i zelene boje u svim uzorcima, kontrolnim i eksperimentalnim, mjerena je
pomodéu mobilne aplikacije Color Identification, koja registrira RGB vrijednosti (Red-Green-Blue) i
omogucuje kvantitativno praéenje promjena u boji pri razli¢itim koncentracijama kolagena kao i nakon
izlaganja UV-svjetlosti.

Mijerenja su provedena mobilnim uredajem Honor Magic 6 Lite, u¢vrs¢enim na stativ na udaljenosti od
30 cm od uzorka (slika 4). Svaka epruveta fotografirana je ispred bijele pozadine, pri jednakom
osvjetljenju i pod istim kutom snimanja, ¢ime su osigurani ujednaceni uvjeti mjerenja.

Slika 4 Postupak mjerenja RGB vrijednosti otopina kolagena pomo¢u mobilne aplikacije
Autor: Celi¢ M., 2025.

Buduéi da RGB sustav daje tri odvojene numericke vrijednosti (R, G i B), za laksu interpretaciju i
usporedbu rezultata koristena je formula lume (Y’), koja predstavlja ukupnu svjetlinu slike. Luma
odgovara aproksimaciji luminancije (Y), odnosno percipirane svjetline dobivene iz RGB vrijednosti
prema standardnoj formuli (Telestream, 2017):

Y'=0299-R+0,587-G+0,114-B

Luma vrijednosti dobivene mjerenjem eksperimentalnih uzoraka usporedene su s otopinama kolagena
poznatih masenih koncentracija kako bi se utvrdila promjena u dostupnosti peptidnih veza nakon
izlaganja uzoraka razli¢itom trajanju UV-zraCenja. Na temelju toga, procijenjen je stupanj promjene u
strukturi proteina nakon izlaganja UV-zracenju.
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Statisticka obrada podataka

Podaci su obradeni pomodéu programa Microsoft Excel. Za svaku skupinu uzoraka izraCunate su
aritmeticke sredine dobivenih luma vrijednosti.

Kalibracijska krivulja izradena je na temelju otopina kolagena poznatih masenih koncentracija te
prikazuje ovisnost prosjecne luma vrijednosti (Y’) o masenoj koncentraciji kolagena.

Jednofaktorska ANOVA provedena je u Excelu za ispitivanje razlika izmedu uzoraka izloZenih razli¢itim
vremenima UV-zracdenja.

REZULTATI

Nakon pripreme otopina poznatih masenih koncentracija kolagena i provodenja biuret-reakcije
uoceno je razli¢ito obojenje svake pojedine otopine. Sve otopine osim kontrolnog uzorka (zadnja

epruveta na slici 5 - plava otopina) bile su obojene u nijansama

ljubic¢aste boje (slika 5).

o

Slika 5 Obojenost otopina poznatih masenih koncentracija kolageha nakon provodenja biuret-reakcije (s lijeva na desno
kontrola, 7,5gL%,15gL1,225gL%,30gL%35gL%,40gL?45gL?)
Autor: Celi¢ M., 2025.

Pripremljenim otopinama kolagena poznatih masenih koncentracija izmjerena je vrijednost intenziteta
crvene (R), zelene (G) i plave (B) boje. Mjerenje je provedeno na 5 istovjetnih uzoraka (uzorci iste
masene koncentracije) i ponovljeno je 5 puta. Tako je za svaki uzorak poznate masene koncentracije
dobiveno ukupno po 25 vrijednosti jacine za svaku boju. 1z dobivenih vrijednosti najprije je izraCunata
prosjecna vrijednosti svake pojedine boje, a zatim vrijednost lume za svaku izmjerenu otopinu.
Konacno je izmjerena i prosjecna vrijednost lume za svih 5 uzoraka iste masene koncentracije otopine
kolagena. Na temelju dobivenih vrijednosti lume i masene koncentracije otopine kolagena u programu
Excel izradena je krivulja ovisnosti. Slika 5 prikazuje ovisnost vrijednosti lume o masenoj koncentraciji
otopine kolagena.

Iz grafa na slici 6 moZe se vidjeti proporcionalna ovisnost lume o masenoj koncentraciji otopine
kolagena. Sto je koncentracija kolagena veca u otopini se nalazi vise peptidnih veza koje reagiraju s
biuretom i daju vedi intenzitet obojenosti otopine. Sto je ja¢a obojenost otopine kolagena, vedi je iznos
lume.

135,00
130,00
125,00

luma

120,00

115,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

masena koncentracija / g L-1

Slika 6 Ovisnosti izmjerene vrijednosti lume o masenoj koncentraciji otopine kolagena
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Na slici 6 crvenom istockanom linijom prikazana je linija trenda (linearna) ovisnosti lume o masenoj
koncentraciji otopine kolagena i dostupnosti peptidnih veza u proteinskim lancima zbog koje se
takoder mijenja intenzitet obojenja otopine kolagena, pa se zbog toga te dvije vrijednosti mogu se
povezati.

Za ispitivanje utjecaja UV-zradenja na dostupnost peptidnih veza u kolagenu koristena je otopina
masene koncentracije 30 g L. Otopina kolagena izloZena je razli¢éitom vremenu UV-zralenja. Svaka
otopina raspodijeljena je u 5 epruveta i mjerena je RGB vrijednost. Svako mjerenje ponovljeno je 5
puta kao u slucaju otopina kolagena poznatih masenih koncentracija.

IzraCunata je prosjecna vrijednost lume za svaki uzorak, a ovisnost prosjecne vrijednosti lume o trajanju
izloZzenosti UV-zracenju prikazan je grafom (slika 7).
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Slika 7 Ovisnost vrijednosti lume o vremenu izlaganja otopine UV-zracenju

Buduci da masena koncentracija kolagena u eksperimentalnoj skupini nije bila mijenjana tijekom
pokusa, promjene u vrijednosti lume tumace se kao posljedica promjena u strukturi polipeptidnih
lanaca kolagena uzrokovanih UV-zracenjem. Ta promjena strukture ocituje se u dostupnosti peptidnih
veza na koje se mogao vezati bakrov(ll) ion i stvarati biuret kompleks. Na slici 6 prikazana je ovisnost
vrijednosti lume, kao pokazatelja intenziteta obojenosti nakon biuret reakcije, o vremenu izlaganja
otopine kolagena UV-zracenju.

U otopini koja je bila najkrace izloZena UV-zracenju zabiljeZeno je smanjenje vrijednosti lume u odnosu
na pocetno stanje. Kod uzoraka izloZzenih UV-zracenju izmedu 5 i 10 minuta zabiljezen je porast
vrijednosti lume. Pri daljnjem produljenju vremena izlaganja UV-zracenju vrijednost lume ponovno se
smanijuje, ali manjim intenzitetom. Za vrijeme izlaganja duljem od 20 minuta ne uocavaju se znacajne
promjene vrijednosti lume.

Jednofaktorska ANOVA provedena na eksperimentalnim uzorcima nije pokazala statisticki znacajne
razlike u srednjim vrijednostima lume izmedu uzoraka izloZenih razli¢itim vremenima UV-zracenja (p =
0,696). Na grafu se vidi promjena, ali mjerenja u ponavljanjima nisu bila dovoljno ujednacena. Zbog
toga test ne moze sa sigurnos$cu reéi da su razlike stvarne, a ne posljedica mjerenja.

RASPRAVA

Ovim istrazivackim radom ispitan je izravan utjecaj UV-zracenja na strukturu polipeptidnih lanaca
kolagena s naglaskom na promjene u dostupnosti peptidnih veza. lako se u fizioloskim uvjetima
kolagen u koZi ne nalazi izravno izlozen UV-zradenju, veé je smjeSten u dermisu, ovakav
pojednostavljeni model omogucio je izolirano proucavanje samog proteina, neovisno o enzimskim i
stani¢nim procesima. Time su ostvareni cilj i svrha rada navedeni u uvodu, gdje je istaknuta klju¢na
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uloga kolagena u procesu starenja koZe te vaznost UV-zracenja kao glavnog vanjskog c¢imbenika
fotostarenja.

Rezultati dobiveni biuret-reakcijom i analizom boje putem RGB vrijednosti pokazali su da intenzitet
ljubicastog obojenja ovisi o masenoj koncentraciji otopine kolagena, Sto potvrduje ispravnost
koristenja ove metode za ispitivanje dostupnosti peptidnih veza u proteinskim lancima kolagena. Time
je osigurana pouzdana osnova za usporedbu vrijednosti lume za uzorke poznate masene koncentracije
kolagena i eksperimentalnih uzoraka, ¢ime se ostvaruje metodoloska povezanost izmedu dijela
»Materijali i metode” i ,Rezultata”.

U skladu s postavljenim hipotezama, rezultati su pokazali da izlaganje UV-zracenju moZe dovesti do
promjena u dostupnosti peptidnih veza u kolagenu. U prvih 5 minuta izlaganja otopine UV-zracenju
uocen je pad intenziteta obojenja u odnosu na kontrolni uzorak, Sto upucuje na pocetne strukturne
promjene kolagena. Ovaj nalaz podudara se s navodima iz literature da UV-zracenje, osobito UVA,
poti¢e stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva koji mogu uzrokovati oksidaciju aminokiselina i
destabilizaciju proteinskih struktura (Kammeyer i Luiten, 2015). Time se potvrduje da ¢ak i relativno
kratko izlaganje mozZe imati mijerljiv ucinak na strukturu proteina. U otopini koja je bila najkrace
izloZzena UV-zracenju doslo je do smanjenja dostupnosti peptidnih veza u lancima kolagena zbog ¢ega
se obojenje otopine smanjilo i mjerene vrijednosti RGB dale si nize vrijednosti lume.

U otopini koja je bila izloZzena UV-zracenju vise od 5, a manje od 10 min uotena je poveéana dostupnosti
peptidnih veza sto se ocitovalo visSim RGB vrijednosti i ve¢im luma vrijednostima.

IzloZenost otopine kolagena UV-zracenju dulje od 10 minuta dovodi do smanjenja luma vrijednosti, Sto
upucuje na manji intenzitet obojenosti nakon biuret-reakcije i smanjenu dostupnost peptidnih veza u
lancima kolagena.

Daljnje produZenje izlaganja na vise od 15 minuta nije dovelo do znacajnih promjena luma
vrijednosti, Sto upucuje na minimalne ili izostale daljnje promjene u dostupnosti peptidnih veza.

Prva hipoteza nije u potpunosti potvrdena jer se intenzitet obojenosti otopine smanjuje u slucaju
kratkotrajnih izlaganja otopine kolagena UV-zracenju (< 5 minuta) i dugih izlaganja otopine kolagena
UV-zracenju (> 10 minuta). Otopini koja je bila izloZena UV-zracenju duzem od 5 minuta povecao se
intenzitet obojenosti nakon provedene biuret-reakcije.

Rezultat dobiven nakon 10 minuta izlaganja UV-zracenju, pri kojem je zabiljezeno povecanje
intenziteta obojenja nije u skladu s hipotezom o postupnom smanjenju dostupnosti peptidnih veza, ali
se moZze objasniti djelomi¢nom denaturacijom kolagena. UV-zracenje moglo je uzrokovati djelomicno
razmicanje polipeptidnih lanaca i izlaganje peptidnih veza koje su u pocetnom stanju bile manje
dostupne bakrovim(il) ionima. Sli¢ni uinci opisani su u istrazivanjima proteina gdje blaga denaturacija
dovodi do povedane kemijske reaktivnosti bez potpune razgradnje molekule (Ricard- Blum, 2011). Ovi
rezultati upuéuju da UV-zracenje ne djeluje iskljucivo destruktivno, ve¢ moze uzrokovati i privremene
strukturne promjene.

Kod duljih vremena izlaganja (15, 20 i 25 minuta) rezultati su pokazali postupno smanjenje intenziteta
obojenja, sto je u skladu s tre¢om hipotezom o kumulativhom smanjenju dostupnosti peptidnih veza.
Ovi rezultati podupiru nalaze Fishera i sur. (1997), koji navode da dugotrajno UV-zracenje dovodi do
razgradnje kolagena i smanjene sinteze novih kolagenskih vlakana u koZi. lako u ovom istraZivanju nisu
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bili prisutni enzimi matriksnih metaloproteinaza, rezultati upucuju na to da UV-zracenje moZe imati i
izravan negativan ucinak na strukturu proteina.

Kod izlaganja otopine kolagena vremenskim intervalima duzim od 15 minuta nije doslo do velikih
dodatnih promjena u izmjerenim vrijednostima. Ovaj efekt zasicenja moze znaciti da je veéina UV-
osjetljivih peptidnih veza ve¢ zahvacena promjenama ili da daljnje promjene nisu dovoljno velike da bi
ih koristena metoda detektirala. To upucuje na ogranicenja biuret-reakcije i RGB analize boje, ali i na
stabilnost odredenog dijela kolagenske strukture.

Druga hipoteza, prema kojoj krace izlaganje UV-zracenju nece znacajno utjecati na promjenu boje
otopine, nije potvrdena. Najveca promjena obojenosti zabiljeZzena je nakon 10 minuta izlaganja UV-
zra€enju. Ovaj rezultat upuduje na osjetljivost kolagena, ¢ak i u hidroliziranom obliku, na UV-zracenje.
Ovakav rezultat moZe se povezati s ¢injenicom da hidrolizirani kolagen sadrzi kraée polipeptidne lance
koji su strukturno manje stabilni od nativne trostruke zavojnice kolagena u kozi (Shoulders i Raines,
2009), sto ih Cini podlozZnijima oStecenju. Izlaganje lanaca kolagena UV-zracenju u trajanju od 10
minuta uzrokuje najvece strukturne promjene polipeptidnih lanaca koje rezultiraju ve¢om dostupnosti
peptidnih veza i posljedi¢no veéim intenzitetom obojenja otopine nakon biuret-reakcije.

Dobiveni rezultati vazni su u kontekstu umjetnih izvora UV-zradenja, poput UV-lampi za nokte koje su
koristene u ovom istraZivanju. IstraZivanja Zhivaguija i sur. (2023) pokazala su da takve lampe mogu
uzrokovati oksidativna ostecenja i mutacije u stanicama, Sto dodatno potvrduje opravdanost
koristenja ovog izvora UV-zracenja kao modela stvarne izloZenosti ljudi. Ovi nalazi nadovezuju se na
uvodni dio rada koji istice rizike svakodnevnih, ¢esto zanemarenih izvora UV-zracenja.

ANOVA test nije pokazao statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima lume izmedu uzoraka
izloZenih razli¢itim vremenima UV-zracenja (p = 0,696) Sto se moZe objasniti velikom varijabilnoséu u
dobivenim podatcima. Ta varijabilnost vjerojatno je posljedica ograni¢ene preciznosti koristene
metode. RGB vrijednosti izmjerene mobilnom aplikacijom nisu bile potpuno jednake pri svakom
mjerenju, no upravo je zato provedeno ukupno 25 mjerenja za svaki uzorak kako bi se smanjila
pogreska mjerenja. Za vecu tocnost bilo bi potrebno koristiti precizniju metodu, poput
spektrofotometrije, koja nije bila dostupna u Skolskim laboratorijskim uvjetima.

Unato¢ ogranicenjima, poput koriStenja hidroliziranog kolagena, nedostatka spektrofotometra i
pojednostavljenih uvjeta, ovo istraZzivanje pokazuje da je moguce u Skolskim laboratorijskim uvjetima
eksperimentalno prikazati utjecaj UV-zracenja na proteinsku strukturu i dostupnost peptidnih veza.
Rezultati podupiru temeljnu ideju rada da UV-zraenje ima vaznu ulogu u procesima fotostarenja, a
ujedno otvaraju mogucnosti za buduca istraZzivanja, primjerice usporedbu UVA- i UVB-zracenja,
primjenu antioksidansa ili koristenje drugih analitickih metoda.

ZAKUUCCI
® J|zlaganje otopine kolagena UV-zracenju dovodi do promjena u dostupnosti peptidnih veza
unutar proteinskih lanaca.
* Intenzitet ljubicastog obojenja otopine kolagena smanijivat ¢e se pri vrlo kratkom izlaganju
otopine UV-zracenju (< 5 minuta) i izlaganju duzem od 10 minuta.
® |zlaganje otopine kolagena u intervalu od 5 do 10 minuta uzrokuje najvecu razliku u intenzitetu
obojenja otopine kolagena, no za razliku od ostalih intervala intenzitet obojenja otopine
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kolagena raste Sto moZemo objasniti povecanjem dostupnosti peptidnih veza uzrokovanih
razmicanjem polipeptidnih lanaca

® Dulje izlaganje otopine kolagena UV-zracenju (15-25 minuta) dovodi do slabljenja ljubi¢astog
obojenja, Sto upuduje na kumulativne promjene u dostupnosti peptidnih veza.
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