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podstawie rdznicy w zawartosci hydroksyproliny w surowcu,
oznaczonej metoda HPLC 1 wyizolowanym biatku, na podstawie jego
profilu aminokwasowego
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STRESZCZENIE

Materialty polimerowe powszechnie wykorzystuje si¢ praktycznie we wszystkich
dziedzinach zycia. Aspekt ekologiczny zwigzany z utylizacjg produktow wytwarzanych na
bazie polimeréw syntetycznych wywotatl bardzo duze zainteresowanie mozliwo$ciami
zastgpienia ich analogami pochodzenia naturalnego, ktéore uwazane sa za niemal
niewyczerpywalne zrédio trwatych materialtéow na $wiecie. Zrodtem chitozanu, jednego
z czotowych biopolimerow begdacych obecnie przedmiotem badan naukowych, sg m.in.
produkty uboczne przetworstwa morskiego. Stad ich racjonalne zagospodarowanie jest
w pelni uzasadnione.

W pracy przedstawiono nowatorskie rozwigzania dotyczace potencjatu
aplikacyjnego biopolimeréw ze szczegdlnym uwzglednieniem chitozanu, ukierunkowane
na przemyst spozywczy i biomedyczny.

Uzyskane wyniki badan potwierdzaja, ze chitozan jest odpowiednim surowcem,
ktéry z powodzeniem mozna wykorzysta¢ w projektowaniu 1 tworzeniu kserozelowych
matryc o strukturze i wlasciwosciach wymaganych dla nowoczesnych materiatow
opatrunkowych. Co wigcej, wlasciwosci uzytkowe tworzonych na jego bazie kserozeli,
takie jak np. rozpuszczalno$¢é, chlonnos¢, parametry tekstury czy wiasciwosci
przeciwutleniajace lub wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe mozna modyfikowaé tworzac
kompozyty chitozanu nie tylko z biatkami: kolagenem lub zelatyna izolowana z rybich
skor, ale przede wszystkim z fosforylowang pochodna polimeru, otrzymang w wyniku jego
modyfikacji chemicznej. Pochodna ta znacznie poprawia wilasciwosci funkcjonalne
materiatow chitozanowych.

W pracy oceniono takze potencjat aplikacyjny chitozanowego hydrozelu, bazujacy
na zdolnosci przeksztatlcania polimeru w forme mikrokrystaliczng. Wyniki badan
potwierdzaja hipotezg, wedtug ktoérej chitozanowy hydrozel, w postaci plaszcza kapsutki
tworzonej nowatorskg metoda kapsutkowania wspotosiowego, moze wykazywac funkcje
ochronne w stosunku do sktadnikow Zywnosci na przyktadzie olejow jadalnych.
Przyspieszone testy starzenia potwierdzily, ze przechowywanie oleju Inianego
1 rzepakowego w hydrozelowej otoczce wykonanej z chitozanu powoduje spowolnienie
proceséw autooksydacyjnych prowadzacych do ich jetczenia. Funkcja ochronna zwigzana
z przechowywaniem olejow w formie zakapsulkowanej wynika z dziatania barierowego

hydrozelowej formy polimeru, ktéra skutecznie ogranicza dostgp tlenu do oleju. Wzmozong
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funkcj¢ ochronng ptaszcza chitozanowego w stosunku do oleju Inianego, w poréwnaniu
z olejem rzepakowym, przypisano wilasciwosciom przeciwutleniajagcym komponentéw
kapsutki: chitozanowi oraz olejowi Inianemu. Dowiedziono roéwniez, ze zastosowanie
dodatku przeciwutleniacza do oleju Inianego, przechowywanego w formie kapsulek

chitozanowych moze wywota¢ negatywny efekt proutleniajacy.
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1. CZESC TEORETYCZNA
1.1. Wprowadzenie

W dzisiejszych czasach materialy polimerowe powszechnie wykorzystuje si¢
praktycznie we wszystkich dziedzinach zycia. Wiekszo$¢ tych zastosowan w dalszym
ciggu zwigzana jest z wykorzystaniem tworzyw sztucznych, stanowiacych grupe
materiatow otrzymywanych w wyniku tgczenia polimerow syntetycznych ze zwigzkami
pomocniczymi, takimi jak: wypelniacze, stabilizatory, plastyfikatory, barwniki czy
srodki zmniejszajace palnos¢ (Thakur i Thakur, 2016).

Polimery syntetyczne produkowane sg gtownie z monomeréw pochodzacych
z ropy naftowej 1 procesOw opartych na przetwoOrstwie gazu ziemnego. Wedlug
opublikowanych prognoz w potowie XXI wieku zacznie brakowaé tego rodzaju
surowcoOw, a ich ceny zaczng znacznie wzrasta¢ (Bartosik i in., 2016). Do zalet
polimeréw syntetycznych naleza m.in. wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna w stosunku
do jednostkowej masy czy odporno$¢ na czynniki srodowiskowe. Natomiast do wad
zalicza si¢ problemy zwigzane z procesami wtdrnego ich wykorzystania i1 utylizacji
odpadow zalegajacych na wysypiskach $mieci. Z punku widzenia ci¢zaru wlasciwego,
tworzywa sztuczne stanowig okolo 8% masy wszystkich odpadéw, jednak pod
wzgledem objetosci wartos¢ ta osigga az 30%. Do wad materiatow otrzymywanych
z tworzyw sztucznych zaliczy¢ nalezy takze bardzo dlugi czas ich rozktadu (Mrozinski,
2009; Kijenski i in., 2011).

Aspekt ekologiczny wywotat bardzo duze zainteresowanie mozliwosciami
zastgpienia syntetycznych polimerow ich analogami pochodzenia naturalnego, ktore
uwazane s3 za niemal niewyczerpywalne Zrédlo trwatych materialdbw na $wiecie.
Zazwyczaj sa to biatka, takie jak: Zelatyna, kolagen, kazeina lub polisacharydy, takie
jak: celuloza, skrobia, chityna, chitozan, pektyny. Biodegradowalnym 1 biozgodnym
polimerem, tworzonym jednak drogg polimeryzacji lub polikondensacji, jest tez
polilaktyd - PLA (Thakur i1 Thakur, 2016). Juz dzisiaj w wielu galeziach przemystu
obserwuj¢ si¢ tendencj¢ do wypierania polimerow syntetycznych naturalnymi,
w réznych rozwigzaniach 1 produktach. Co wiecej, niektére z zastosowan bazujg
wylacznie na wykorzystaniu polimeréw naturalnych, np. biozgodne implanty
w inzynierii tkankowej czy jadalne ostonki w przetworstwie migsa. Biopolimery staja
si¢ konkurencyjne nie tylko ze wzglegdu na biodegradowalno$¢, biozgodnose,

bioaktywnos¢, ale takze pod wzgledem kosztow i1 wydajnosci ich produkcji oraz
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poprawy ekonomicznego aspektu zwigzanego z ulatwiong ich utylizacja (Mrozinski,
2009). Niestety, mozliwo$¢ wykorzystania biopolimeréw czgsto niesie ze sobg barierg
technologiczng w postaci np. wolno zachodzacych reakcji sieciowania podczas
formowania produktow, duzej podatnosci na degradacje podczas obrobki, niskiej
trwalo$ci mechanicznej wytworzonych na ich bazie produktéw. Dlatego, aby mozliwe
bylo wypieranie rozwigzan opartych na wykorzystaniu wylacznie polimerow
syntetycznych, konieczne jest ciggle prowadzenie badan nad mozliwos$ciami
aplikacyjnymi, ktore oferujg biopolimery oraz ich modyfikowane pochodne.

Badania nad wykorzystaniem polimeréw coraz czg$ciej dotycza nie tylko
charakterystyki tworzonych z nich materiatéw, ale przede wszystkim mozliwos$ci
nadawania im konkretnych funkcji zmieniajacych si¢ w zalezno$ci od bodzca
zewngetrznego. Tak otrzymane struktury moga by¢é wykorzystywane jako
nanomechanizmy, sensory, warstwy poOtprzewodzace, selektywne membrany czy
katalizatory membranowe (Kotowski, 2008).

W  pracy przedstawiono nowatorskie rozwigzania dotyczace potencjatu
aplikacyjnego  biopolimerow ze  szczegblnym  uwzglednieniem  chitozanu,
ukierunkowane na przemysl spozywczy 1 biomedyczny. W realizacji badan
wykorzystano takze preparaty biatkowe uzyskane z produktéw ubocznych przetworstwa
surowcoOw pochodzenia morskiego, ktorych funkcjonalny potencjat potwierdzono juz
w literaturze (Sadowska, 1992; Sadowska 1 in., 2003; Kotodziejska
1 in., 2004; Sadowska 1 Kotodziejska, 2005; Skierka i Sadowska, 2007; Kotodziejska
iin., 2008; Zelechowska i in., 2010; Gorczyca i Tylingo, 2011; Staroszczyk i in., 2012;
Mania, 2013, Gorczyca i in. 2014; Staroszczyk 1 in., 2014; Mania 1 Tylingo, 2016;
Tylingo 1 in., 2016). Stanowi to dodatkowy atut wskazujacy na mozliwos¢
zagospodarowania rybich skor, czeSciowo wykorzystywanych w produkcji pasz,
a w nadwyzce stanowigcych ucigzliwe odpady na wysypiskach §mieci.

Kolagen 1 zelatyna izolowane ze skor rybich charakteryzuja si¢ odmiennymi
wlasciwos$ciami fizykochemicznymi w stosunku do ich odpowiednikow pozyskiwanych
ze skor wotowych 1 wieprzowych. Wykorzystanie bialek izolowanych z rybich skor,
a takze oddziatywania wynikajace z tadunku biopolimeréow byly podstawa do
charakterystyki tworzonych z nich kompozytow kolagenowo-chitozanowych
1 zelatynowo-chitozanowych, jako potencjalnych kseroZzelowych materiatow

biomedycznych. Otrzymane wyniki badan stanowitly podloze do dalszych prac
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zwigzanych ze stworzeniem chitozanowego homokompozytu o programowalnej
rozpuszczalno$ci. Uzyskanie takiej cechy materialu mozliwe bylo dzigki opracowaniu
modyfikowanej pochodnej chitozanu z wykorzystaniem bezwodnika kwasu
N-propylofosfonowego, stosowanego do tej pory wytacznie w syntezie organicznej jako
odczynnik sprzegajacy.

Druga z koncepcji rozprawy przedstawia mozliwo$¢ wykorzystania chitozanu
w formie hydrozelowej do zastosowan m.in. w przemysle spozywczym, w ochronie
olejow jadalnych. Ze wzglegdu na zywieniowa role olejow oraz inne cechy,
takie jak: wlasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, przeciwzakrzepowe czy
przeciwbakteryjne, wiasnie te sktadniki ZywnoS$ci ostatnimi czasy staty si¢ szczegdlnym
obiektem naukowych zainteresowan (Jeena i in., 2014; Szabo i in., 2014).

Inng niekorzystng cecha opisujaca oleje jadalne jest ich podatno$¢ na
pogarszanie jakosci w wyniku reakcji katalizowanych dziataniem ciepla,
promieniowania ultrafioletowego czy obecnos$cia tlenu z powietrza (Choe i Min, 2006).
W przemysle spozywczym przemiany te s3 szczegolnie istotne. Niektore oleje stanowia
bogate zrodto niezbednych nienasyconych kwasoéw thuszczowych (NNKT), ktére sa
jednak nietrwate 1 tatwo traca swoje funkcjonalne wlasciwosci odzywcze. Odnosi si¢ to
nie tylko do NNKT obecnych w diecie jako sktadnik pokarmowy, ale przede wszystkim
suplementdw zawierajacych olej. Popularng grupa technik stosowanych w ochronie,
dostarczaniu lub maskowaniu zwigzkoéw aktywnych sa obecnie metody kapsutkowania,
ktére polegaja na fizycznym zamykaniu zwigzkéw najczgsciej w polimerowych

no$nikach (Rys. 1) (Poshadri 1 Kuna, 2010).

Rys. 1. Rodzaje struktur mozliwych do uzyskania za pomoca dostgpnych metod kapsutkowania
Mikrokapsutka: A - z wyodrgbnionym rdzeniem i §ciang, B - z nieregularnym ksztattem rdzenia,
C - wielordzeniowa, D - z wielowarstwowa $ciang (ptaszczem), E - mikrosfera (Mania, 2013).

Metody powszechnie stosowane do kapsulkowania to: emulsyfikacja, suszenie
rozpylowe, ekstruzja, koacerwacja, powlekanie zlozem fluidalnym Ilub metody
wspotosiowe (Bakry 1 in., 2016). Wigkszo$¢ z nich obejmuje etapy tworzenia emulsji

oleju z nos$nikiem oraz odparowanie rozpuszczalnika matrycy w wysokiej temperaturze,
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inicjujac lub przyspieszajac reakcje utleniania. Czynnik temperaturowy przyspieszajacy
procesy utleniania tluszczéw jest obecny takze w technologii produkcji szeroko
dostepnych twardych i migkkich kapsut zelatynowo-glicerynowych, w ktorych masa
zelatynowa zawierajaca plastyfikator, w trakcie procesu kapsutkowania ogrzewana jest
nawet do 80°C (Coppola i in., 2008; Glowacz, 2014).

W ostatnich latach w dostepnej literaturze pojawity sie artykuly proponujace
wykorzystanie do ochrony olejow takze techniki wspoétosiowe, w ktérych bardzo
czesto dazy si¢ do jak najwickszej miniaturyzacji formowanych kapsulek, giéwnie
w skali mikro, np. w wyniku zastosowania pola elektrycznego - EAS (ang.
Ellectrostatically Assisted Spring) (Bakry 1 in., 2016). Do tej pory nie
scharakteryzowano jednak metody pozwalajacej na formowanie stabilnych struktur
typu kropla w kropli na bazie samego chitozanu, wykorzystujac jego zdolnos¢ do
przechodzenia w form¢ mikrokrystaliczng. Co wigcej, nie sprecyzowano takze czy
taka forma polimeru jest w stanie wywiera¢ ochronny wptywu w stosunku do olejow
jadalnych.

Badania naukowcow 1 technologdw zywno$ci coraz czesciej prowadza do
wytworzenia nowych produktéw spozywczych, ktore do tej pory nie byly uznawane
za zywno$¢. Tego typu zywnos$¢ przed wprowadzeniem na rynek powinna takze
spetni¢ wymagania bezpiecznej zywnos$ci. Rozporzadzenie (UE) nr 2015/2283 z dnia
25 listopada 2015 stanowi miedzy innymi, Zze nowa zywno$¢ (niestosowana na
szeroka skale przed wejSciem w zZycie rozporzadzenia), zanim zostanie
wprowadzona do obrotu w Unii Europejskiej, musi podlega¢ kontroli oceniajacej jej
bezpieczenstwo.

Chitozan na terenie UE w dalszym ciggu nie jest dopuszczony jako dodatek
do zywnosci lub do bezposredniego kontaktu z zywnos$cig. Jedynie w niektérych
krajach spoza UE jak np. Japonia i Korea chitozan jest zatwierdzony na liscie
naturalnych dodatkow do zywnosci (Japan Food Chemical Research Foundation,
2011; KFDA, 2011). Polimer ten czesto wystgpuje jako sktadnik suplementow diety.
Te jednak podlegaja innym regulacjom prawnym, na mocy tzw. oswiadczen
zdrowotnych, ktorych wykaz dotyczacy zywnosci przedstawia Rozporzadzenie
Komisji (UE) NR432/2012 z dnia 16 maja 2012 roku. W o$wiadczeniu zdrowotnym
chitozanu, polimerowi temu przypisuje si¢ utrzymanie prawidlowego poziomu

cholesterolu we krwi. Os§wiadczenie moze by¢ stosowane wylacznie w odniesieniu
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do zywnos$ci zapewniajacej spozycie 3 g chitozanu dziennie, o czym konsument

musi zosta¢ poinformowany.
1.2. Biopolimery o wysokim potencjalne naukowym i technologicznym

1.2.1. Chityna i chitozan

Chityna jest drugim po celulozie, najbardziej rozpowszechnionym polisacharydem
w przyrodzie. Z chemicznego punktu widzenia jest ona homopolimerem B-(1—4)-2-
acetamido-2-deoksy-D-glukopiranozy lub kopolimerem B-(1—4)-2-acetamido-2-
deoksy-D-glukopiranozy i B-(1—4)-2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozy, o zawartosci
drugiej podjednostki ponizej 50% (Rinaudo, 2006). Chociaz chityna nie wystepuje
w organizmach produkujacych celuloze, to klasyfikuje si¢ ja jako jej pochodna, w ktorej
grupa hydroksylowa jest zastapiona ugrupowaniem acetamidowym -NHCOCHj3 (Rys.
2). Chityna wystepuje w ciele wielu bezkregowcow, takich jak skorupiaki, mieczaki,
owady, bedac glownym sktadnikiem ich egzoszkieletu. Jej zawartos¢ w pancerzach
bezkrggowcodw zalezy m.in. od gatunku zwierzecia, miejsc jego bytowania oraz od tego,
z jakiej cze$ci anatomicznej pochodzi pancerz. Innym zrodiem chityny sg grzyby,
w ktorych polimer ten stanowi glowny skladnik $cian komorkowych, gdzie
w polaczeniu z glukanem i1 mannanem tworzy mikrofibryle nadajace komorce

odpowiednig wytrzymalto$¢ 1 elastycznos$¢ (Shahidi 1 Synowiecki, 1991).

("KTTIT (Y7

Rys. 2. Poréwnanie budowy celulozy, chityny i chitozanu (Rinaudo, 2006).
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Kazdego roku w przemysle przetwarza si¢ 10 miliardow ton chityny
pochodzacej z migczakdw, skorupiakéw, owadow, grzybow i pokrewnych organizmow.
Chityna jest produktem ubocznym charakteryzujagcym si¢ biodost¢pnoscia,
biokompatybilnoscig, biodegradowalnoscia, biofunkcjonalnoscia, a przy tym bedacym
przyjaznym dla $rodowiska (Zargar i in., 2015). Wykorzystanie powyzszych zalet
polimeru w tworzeniu funkcjonalnych materialéw jest utrudnione ze wzglgedu na jego
matg rozpuszczalnosc.

Chityna  jest nierozpuszczalna w  powszechnie  wykorzystywanych
rozpuszczalnikach organicznych, rozcieficzonych roztworach kwaséw i zasad, a takze
w zimnych stezonych zasadach. Rozpuszcza si¢ natomiast w bezwodnym kwasie
mrowkowym i stgzonych kwasach mineralnych (Ravi Kumar, 2000). Powodem niskie;j
podatnosci chityny na dziatanie rozpuszczalnikdéw jest wystepowanie licznych wigzan
wodorowych w jej strukturze, taczacych tancuchy polimeru.

Lancuchy chityny tworza wysoce uporzadkowane struktury krystaliczne,
przejawiajace si¢ w trzech formach polimorficznych: o, B i y. Formy te réznig si¢
utozeniem *lancuchéw polisacharydu. W a-chitynie sg ulozone antyréwnolegle,
w B-chitynie rownolegle, natomiast w formie y dwa z trzech tancuchow sa réwnolegte,
a trzeci antyrownolegly. Rownolegte utozenie w formie B powoduje ich luzniejsze
upakowanie niz w formie o, w ktorej oprocz wigzan pomiedzy tancuchami utozonymi
w tej samej plaszczyZnie wystepuja takze wigzania ,,mi¢dzyptaszczyznowe". Dlatego
tez B-chityna wykazuje wiekszg podatnos¢ w stosunku do lizozymu niz jej forma
a (Struszczyk, 2002). Molekularny uktad chityny zalezy od jej fizjologicznej roli
1 rodzaju tkanki, w ktorej wystepuje. Dla przyktadu, chitynowe kolce szczecioszczgkich
(fac. Sagitta) zbudowane sa wytacznie z formy polimorficznej a, aby zapewni¢ im
odpowiednig sztywno$¢ do chwytania pokarmu (Rinaudo, 2008).

Chitozan otrzymuje si¢ przez traktowanie oczyszczonej chityny roztworami
wodorotlenku sodu lub potasu o stezeniu 40-50% (w/v), w temperaturze 100°C lub
wyzszej. Whasciwosci fizykochemiczne otrzymanego chitozanu zaleza m.in. od st¢Zenia
roztworu wodorotlenku 1 jego stosunku wzgledem surowca, czasu i1 temperatury
procesu, pochodzenia surowca, a nawet atmosfery, w ktérej prowadzona jest reakcja
(Struszeczuk, 2002).

Chitozan, bedacy przedmiotem odkrycia Rougeta z 1859 r., jest

heteropolisacharydem sktadajagcym si¢ dwoéch  rodzajow  podjednostek
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monosacharydowych (Rouget, 1859). Podobnie jak w przypadku chityny sg to
monomery B-(1—4)-2-acetamido-2-deoksy-D-glukopiranozy i B-(1—4)-2-amino-2-
deoksy-D-glukopiranozy, jednak udzial drugiego z nich, w odroznieniu od chityny,
stanowi = 50%. Parametrem ilo$ciowo opisujacym udziat poszczegdlnych grup w obu
polimerach jest stopien deacetylacji (DD). Definiowany jest on jako stosunek liczby
grup glukozaminowych do catkowitej liczby grup N-acetyloglukozaminowych
i glukozaminowych. Dla komercyjnych preparatéw chitozanu warto§¢ DD miesci si¢
przedziale 65 + 95% (Muzzarelli, 2009).

Deacetylacja chityny prowadzi do zmian w rozpuszczalnosci polimeru. Chitozan,
podobnie jak chityna, jest nierozpuszczalny w wodzie, roztworach zasadowych oraz
typowych rozpuszczalnikach organicznych. Mozliwe staje si¢ jednak rozpuszczenie
polimeru w wodnych roztworach kwasow takich jak: kwas octowy, cytrynowy,
mréwkowy, solny, mlekowy, sposrod ktdrych roztwory kwasu octowego sa najczesciej
wykorzystywane. W celu rozpuszczenia chitozanu niezbedne jest obnizenie pH
roztworu ponizej wartosci 6,2 (Leffler i in., 2000). Obecnos¢ wielu wolnych grup
aminowych oraz kwasnego $rodowiska zapewnia chitozanowi unikatowy wsrdd
biopolimerow, polikationowy charakter.

Czynnikami decydujacymi o jako$ci 1 wlasciwosciach uzytkowych chitozanu sa
masa  czgsteczkowa,  struktura  polimorficzna, lepko$¢ jego  roztworow
1 czystos¢ polimeru (Pigtkowski 1 in., 2010).

Chitozan, podobnie jak wiele innych polimeréw naturalnych, ma wiasciwosci
polidyspersyjne. Oznacza to, ze charakteryzuje si¢ niejednorodnym rozktadem mas
czasteczkowych (M,), bedacym rezultatem depolimeryzacji zachodzacej na etapie
deacetylacji chityny. W jej konsekwencji otrzymany chitozan jest mieszaning
czasteczek biopolimeru o roéznych rozmiarach. Otrzymanie preparatow o S$cisle
sprecyzowanej masie czgsteczkowej byloby z jednej strony trudne do osiggniecia,
z drugiej nieoptacalne. Stad dystrybucja preparatow pod wzgledem mas
czasteczkowych, ktore mieszcza si¢ w zakresie 10 + 1000 kDa ogranicza si¢ do
chitozanéw o masie matej, $Sredniej i duzej (Muzzarelli, 2009). Wiekszos¢ metod
stuzacych do wyznaczania $redniej masy czasteczkowej opiera si¢ na technikach
separacji o wysokiej wydajnosci, takich jak chromatografia wykluczania. Do
wyznaczania tej wielko$ci w roztworze najmniej skomplikowang i najszybszg metoda

jest pomiar wiskozymetryczny (Rinaudo, 2006). Oznaczana w ten sposob
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wiskozymetryczna $rednia masa czgsteczkowa (M,) opisana jest rownaniem Marka-
Houwink'a:

] = k (Mv)" (1)
gdzie:
[n] - dynamiczna lepkos$¢ roztworu (mPas),
(M,) - wiskozymetryczna $rednia masa czasteczkowa (Da),
k i a - stale, zalezne od stopnia deacetylacji chitozanu, natomiast niezalezne od masy

molekularnej polimeru w szerokim zakresie mas czasteczkowych.

Dobierajagc parametry oznaczenia masy czasteczkowej chitozanu, nalezy uwzglednic¢
wlasciwosci  wlasne polimeru oraz czynniki eksperymentalne. Czynnikami
eksperymentalnymi, ktére maja znaczacy wptyw na oznaczenie, s3 pH i sita jonowa
badanego roztworu. Cechy rozpuszczalnika wplywaja na jego interakcje
z rozcienczonym biopolimerem, decydujac o jego konformacji i hydrodynamicznych
wilasciwosciach  (Masuelli, 2014). W rozcienczonych roztworach kwasow
makroczasteczki chitozanu o réznych wartosciach DD moga wystepowaé w postaci
zwartych sfer, dla ktorych wyktadnik a réwnania Marka-Houwink'a réwny jest zeru.
Gdy a miesci si¢ w zakresie 0,5 + 0,8, makroczasteczki chitozanu przyjmuja forme
przypadkowych zwojow, a przy o 1,8 makroczasteczki polimeru tworza prety.
Dowiedziono, ze chitozany o masie czgsteczkowej mniejszej od 220 kDa tworza
konformacje przypadkowych zwojow (a > 0,65), a te o masie czasteczkowej wigkszej
od 220 kDa przybieraja ksztalt bardziej zwarty (a < 0,6). Zjawisko to przypisuje si¢
faktowi, ze wysokoczasteczkowy polimer posiada wigcej wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych lub bardziej réwnomierny rozktad tadunku w pordéwnaniu
z polimerem niskoczgsteczkowym (Pigtkowski 1 in., 2010). W zwigzku z tym
w roztworach o niskiej sile jonowej struktura makroczasteczek chitozanu jest
rozciggnigta ze wzgledu na elektrostatyczne odpychanie pomigedzy segmentami
tancucha. Zwigkszenie sity jonowej powoduje, Zze jony soli neutralizujg sprotonowane
grupy biopolimeru. Sity elektrostatycznego odpychania zanikaja, wskutek czego
struktura chitozanu staje si¢ zwartg sferg, bez wzgledu na roznice w masie
czasteczkowej. Migdzyczasteczkowe wigzania wodorowe chitozanu moga zostaé
zniszczone np. przez dodatek mocznika. Struktura polimeru staje si¢ wtedy bardziej

rozciggnigta niezaleznie od jego masy czasteczkowej (Struszczyk, 2002).
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Przestrzenne utozenie tancuchow polisacharydu zalezy takze od temperatury
roztworu, ktorej wzrost powoduje obnizenie lepkos$ci uktadu. Dane dostgpne
w literaturze naukowej potwierdzaja, ze wtasciwosci reologiczne roztwordw chitozanu
silnie zaleza rowniez od stezenia polimeru w roztworze i jego stopnia deacetylacji
(Hwang i Shin, 2000).

Niewielki wptyw na reologi¢ roztworéw chitozanu ma warto$¢ pH. Roztwory te
mozna zatem zaklasyfikowa¢ do ptyndw nienewtonowskich rozrzedzanych $cinaniem.
Cechy zblizone do plynéw Newtona spetniajg jedynie roztwory o niskich stezeniach

1 wysokim stopniu deacetylacji polimeru (Zargar i in., 2015).
1.2.2. Alginian sodu

Alginian sodu jest solg kwasu alginowego naturalnie wystgpujacego jako sktadnik $cian
komoérkowych morskich, bragzowych glonéw (tac. Phaeophyceae), atakze w §luzach
niektorych gatunkéw bakterii. Czasteczka alginianu jest liniowym kopolimerem,
zbudowanym z dwoch typow monomerdéw: kwasu a-L-guluronowego (G) i B-D-
mannuronowego (M) (Bogun, 2010). Czasteczki monomeréw s3 epimerami i majg
odwrotne ulozenie przestrzenne w potozeniu wegla C5. Umozliwia to tworzenie wigzan
1,4-glikozydowych, usytuowanych w przestrzeni w czterech mozliwych pozycjach

(Rys. 3).

G G M M G

Rys. 3. Fragment tancucha czasteczki alginianu (Dembczynski 1 Jankowski, 2004).

Badania prowadzone za pomoca rezonansu magnetycznego, mikroskopii sit atomowych
oraz metodami chemicznymi wykazaty, ze monomery w alginianie utozone sg blokowo.
Bloki M i G moga wystgpowa¢ w rdznych rozmieszczeniach wzdtuz tancucha. Mozliwe
sa rozmieszczenia MMMM, GGGG oraz GMGM (Dembczynski 1 Jankowski, 2004).

Zawarto$¢ poszczeg6lnych monomeréw w czasteczee 1 dtugos$¢ poszczegolnych blokow
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zalezy od rodzaju glonéw 1 tkanek, z ktorych ekstrahowany jest polimer.

Geometria dwoch umieszczonych sasiednie blokéw G pozwala na wytworzenie
pomiedzy nimi pustej przestrzeni, wielko$cig odpowiadajacej kationom wapnia. Stad
wzajemne oddziatlywanie alginianow z dwuwarto$ciowymi kationami, szczegdlnie
z Ca®*, prowadzi do tworzenia zeli. Wyrdzniajaca si¢ struktura molekularna wynikajaca
z tych oddzialywan, okreslona jest jako model ,,jajka w wytlaczance” (ang. egg-box,

Rys. 4) (Pielesz, 2009).

Rys. 4. Schemat tworzenia si¢ struktury typu egg-box (Bogun, 2010).

Udziat poszczegolnych blokow 1 ich rozmieszczenie w alginianach determinuje
wlasciwosci  reologiczne tworzonych z nich zZeli. Zele sztywne, kruche
1 ulegajace synerezie powstaja z alginianu o duzej zawartosci blokéw G, natomiast
alginiany o duzej zawarto$ci blokéw M pozwalaja na uzyskanie zeli stabych,
elastycznych, podatnych na deformacje, ale zatrzymujacych wode (Neau i in., 1993).
Podobnie jak w przypadku innych polisacharydow roznice we wlasciwosciach
alginianbw  uzaleznione s3  réwniez od ich  masy  czasteczkowej

1 polidyspersyjnosci (Bogun, 2010).
1.2.3. Kolagen

Kolagen znany jest jako widkniste biatko, nierozpuszczalne w wodzie, bedace jednym
z glownych skladnikéw tkanek kregowcow i bezkregowcoOw, w tym m.in. skor,

Sciegien, chrzastek, kosci i blon tgcznotkankowych (Sadowska, 1992; Pamfil i in.,
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2015). Kolagen to strukturalne bialko zewnatrzkomorkowe, stanowigce niemal 1/3
catkowite] masy biatka w organizmie ludzkim. Bg¢dac najwazniejszym elementem
macierzy  zewnatrzkomorkowej, jest dla  skory kluczowym  sktadnikiem,
odpowiadajacym za jej elastycznosé i wytrzymatosé (Zelaszezyk i in., 2012).

Do 2017 roku zidentyfikowano 29 typéw tego bialka, zbudowanych z co
najmniej 46 réznych tancuchow polipeptydowych (Krishnamoorthi i in., 2017).
Wspolng cechg wszystkich kolagenow jest ich struktura, bedaca potrojng prawoskretng
helisg, utworzong przez trzy lewoskretne tancuchy polipeptydowe. Lancuchy
w potrojnej helisie moga by¢ identyczne 1 tworzy¢ homotrimery, jak np.
w kolagenie typu III, lub mogg si¢ r6zni¢ tworzac heterotrimery, jak np. w kolagenie
typu VI. Zawarto$¢ helikalnej formy kolagenu w poszczegoélnych typach biatka waha
si¢ od 96% w kolagenie typu I do ponizej 10% w kolagenie typu XII (Shoulders
i Raines, 2009).

Pod wzgledem pierwszorzgdowej struktury, kolagen zbudowany jest wytacznie
z aminokwaséw endogennych, ktére ulozone sg blokowo w postaci powtarzajacych sie
sekwencji -Gly-X-Y-, w ktorych X to zwykle prolina, a Y to 4-hydroksyprolina. Sktad
aminokwasowy wyroznia kolagen spos$rod innych bialek bardzo duza zawarto$cig
glicyny, proliny i alaniny, a takze obecnoscig 3- i 4-hydroksyproliny i hydroksylizyny.
Udziat pierwszych czterech z wymienionych reszt stanowi 60% ogdlnej ilosci
aminokwasow tego biatka (Sadowska, 1992). Obecnos¢ glicyny na co trzecim miejscu
polipeptydowego tancucha, duzej zawartosci proliny i jej hydroksylowanej pochodnej
tworzacych wigzania wodorowe, jest niezbedna do utrzymania prawidlowej
konformacji biatka. Udziat w stabilizacji helisy kolagenu biorg takze oddzialywania
elektrostatyczne miedzy lizyna a kwasem asparaginowym. Inne aminokwasy, takie jak
leucyna, fenyloalanina, zajmuja wylacznie miejsce X, za$ kwas glutaminowy i arginina
wystepuja w potozeniu Y (Fallas 1 in., 2009).

Kolagen przybierajagc dojrzata i usieciowang posta¢ tworzy wiokna i staje si¢
nierozpuszczalny w wodzie, roztworach buforowych oraz rozcienczonych, zimnych
roztworach kwasow. Rozpuszczenie kolagenu staje si¢ mozliwe jedynie w momencie
rozdrobienia tkanki oraz po wstepnej obrobce enzymatycznej lub chemicznej, ktore
powoduja zniszczenie wigzan sieciujacych w biatku (Sadowska i1 Kotodziejska, 2005).
Wyizolowane preparaty kolagenowe o zachowanej natywnej formie biatka rowniez nie

rozpuszczaja si¢ w wodzie. Zastosowanie roztworoOw rozcienczonych kwasow do
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ekstrakcji kolagenu pozwala jednak na rozpuszczenie biatka i tworzenie jego
roztworéw o kilkuprocentowym stezeniu. Rozpuszczalnos$¢ kolagenu zalezy w duzej
mierze od jego pochodzenia oraz rodzaju tkanki wykorzystanej do izolacji.
Efektywno$¢ rozpuszczania, podobnie jak w przypadku bialek mi¢sniowych, zalezy od
stosunku rozpuszczalnika do surowca, pH $rodowiska, pochodzenia surowca, czasu
ekstrakcji czy tez rodzaju kwasu (Sikorski, 1994; Shoulders i Raines, 2009).

Kolagen, podobnie jak wszystkie biatka, podczas ogrzewania ulega denaturacji.
Proces ten zachodzi dwustopniowo. W pierwszym etapie nast¢puje rozerwanie
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych 1 oddziatywan hydrofobowych,
prowadzace do zniszczenia uporzadkowanej struktury potrdjnej helisy oraz dysocjacja
na pojedyncze tancuchy polipeptydowe (a), dimery (B) i trimery (y). Drugi etap polega
na rozpleceniu helikalnych form odseparowanych tancuchow peptydowych do kiebka
statystycznego. Podczas denaturacji kolagenu zwykle powstaje mieszanina wszystkich
wymienionych form peptydowych. Ich zawarto§¢ w mieszaninie zalezy od pochodzenia
kolagenu, czyli udzialu poszczegdlnych typow genetycznych w tkance poddawanej
ekstrakcji. Pierwszy etap denaturacji jest procesem w pelni odwracalnym, gdyz przez
renaturacje¢ udaje si¢ odtworzy¢ prawie w calosci czasteczki tropokolagenu.
Z chwilg osiaggnigcia drugiego etapu denaturacji, renaturacja osigga niewielki poziom

(Heino, 2007).
1.2.4. Zelatyna

Zelatyna nie wystepuje w przyrodzie, ale jest uzyskiwana na drodze przemian kolagenu,
najczesciej przez jego termiczng denaturacje.

Zelatyna jest biopolimerem pochodzenia zwierzecego, tworzonym przez
heterogeniczng mieszaning *tancuchdéw polipeptydowych o masie czasteczkowe)
w zakresie 80 + 250 kDa (Karim 1 Bhat, 2009). Dostepna handlowo zelatyna jest
wytwarzana przy uzyciu metody kwasowej lub zasadowej (Thakur i in., 2011).
W zaleznosci od rodzaju zastosowanego surowca 1 sposobu produkcji, wyrdznia si¢
zelatyne spozywcza, farmaceutyczng i fotograficzng. Zelatyna spozywcza (jadalna)
wytwarzana jest gtownie metoda kwasng - zelatyna typu A, podczas gdy do celow
farmaceutycznych znacznie drozsza metoda alkaliczng - zelatyna typu B. Zelatyna typu
A otrzymywana jest metoda kwasng czeSciowego rozkladu kolagenu, natomiast

zelatyna typu B metoda alkaliczng. W zaleznoSci od zastosowane] metody
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otrzymywania gotowy produkt charakteryzuje si¢ odmiennymi wilasciwosciami (Tab.
1).

W  przypadku tkanki kolagenowej zlozonej w wigkszosci z wigzan
ketoiminowych, wydajnos$¢ ekstrahowanej zelatyny maleje, a uzyskane biatko zawiera
sktadniki o réznych cigzarach czasteczkowych, w konsekwencji tworzac zele
o wysokim stopniu polidyspersyjnosci (Wybdr 1 Zaborski, 2000). Surowcami do
produkcji zelatyny sg gltownie osseina oraz skory i1 kosci $win i bydta. W metodzie
alkalicznej surowiec poddaje si¢ dziataniu tugu sodowego badz nasyconego mleka
wapiennego przez okres od 14 do 60 dni. Etap ten, dla ktorego warto$¢ pH wynosi 12,5,
pozwala na rozluznienie usieciowanej struktury kolagenu, szczegélnie w przypadku
skér pochodzacych ze starego bydta. Proteiny niekolagenowe ulegaja rozpuszczeniu,
a thluszcz resztkowy zmydleniu. Nastgpnie surowiec przemywa si¢ woda w celu
zobojetnienia. W kolejnym etapie surowiec zakwasza si¢ i ponownie przemywa woda
w celu wyptukania powstatych soli 1 rozpuszczonych zanieczyszczen. Kolejnym etapem

procesu jest ekstrakcja woda (Kowalski i in., 2011).

Tab. 1. Poréwnanie niektorych wlasciwosci zelatyn typu A i B (Rutkowski, 1999).

Cecha Zelatyna typu A Zelatyna typu B
Zrodto kolagenu uzytego do skora swinska kosci lub skora
produkcji bydleca
Metoda wytwarzania kwasowa zasadowa
Punkt izoelektryczny 8,0+9,0 48 +54
Zdolnosci pianotwoércze dobre niewielkie
Lepkos¢ niska wysoka
Twardo$¢ w skali Blooma 190 + 220 150 = 175

Sita zelowania wigksza mniejsza
Klarownos¢ roztworu wicksza mniejsza
Stabilno$¢ w §rodowisku kwasowym zasadowym

Metode kwasna wykorzystuje sie gtownie do obrobki skér §win, a takze osseiny,
ze wzgledu na mniejszy stopien usieciowania kolagenu. W przypadku metody kwasne;j
stosuje si¢ jednodniowe, wstepne moczenie surowca W roztworze kwasu
siarkowego(VI) w celu uzyskania odpowiedniej ekstraktywnosci kolagenu. Nastepnie
kwas zobojetnia si¢, a powstate sole wymywa w trakcie ptukania surowca woda, po
ktorym poddaje si¢ go wiasciwej ekstrakcji wodnej] w podwyzszone] temperaturze

(Kowalski 1 in., 2011). Proces powstawania zelu jest rozumiany jako proba powrotu
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pojedynczych tancuchow polipeptydowych zelatyny do postaci natywnego kolagenu.
Moc zelu wzrasta wykladniczo wraz ze zwigkszeniem stgzenia roztworu oraz
z obnizeniem temperatury. Zelatyna w zimnej wodzie pecznieje, a po podgrzaniu do
temperatury powyzej 40°C ulega rozpuszczeniu. W przeciwienstwie do alginianow lub
pektyn, zelatyna nie wymaga obecno$ci aktywatorow do tworzenia zelu. Tworzy si¢ on
bezposrednio po ochlodzeniu roztworu tego biatka (Waszkiewicz-Robak
i Swiderski, 2001).

Preparaty na bazie zelatyny wykazujg umiarkowane witasciwosci mechaniczne
(Krochta i De Mulder-Johnston, 1997). Zastosowanie reakcji sieciowania powoduje
zmiany strukturalne, prowadzace do stabilizacji mechanicznej i termicznej zeli (Thakur

1in., 2011).
1.3. Kserozelowe i hydrozelowe materialy polimerowe
1.3.1. Kserozele

Ze wzgledu na forme koncowa, aplikacyjne produkty na bazie biopolimerow
zaklasyfikowa¢ mozna do dwoéch gtownych grup, materiatow wysuszonych - kserozeli
oraz ich form, w ktérych woda stanowi integralng czg¢s¢ materialu - hydrozeli.

Kserozele sa cialami stalymi uzyskanymi przez delikatne suszenie zelu
1 usunigcie z niego czynnikéw speczniajacych tak, aby zachowana zostata jego
mikrostruktura. Kserozele sa materialami o porowatosci rzedu 15 + 50% 1 duzym
stopniu rozwinigcia powierzchni w zakresie 150 + 900 m*/g. Wielko$¢ poroéw kserozeli
waha si¢ miedzy 1 a 100 nm (Kennedy i Philipps, 2001).

Zgodnie z Miedzynarodowa Unig Chemii Czystej 1 Stosowanej materiaty
porowate dzielg si¢ na 3 grupy roznigce si¢ wielkoscig porow: materialy mikroporowate
o $rednicy < 2 nm, materiaty mezoporowate: 2 + 50 nm oraz materiaty makroporowate,
gdy Srednica poréw przekracza 50 nm (Rouquero i in., 1994). Kolejna klasyfikacja
dotyczy charakterystyki poréw materiatu, ktore moga by¢: zamkniete lub otwarte,
o ksztalcie cylindrycznym otwartym na obu koncach, Slepe, w ksztalcie lejka lub
naciecia (Kumzerov i1 Vakhrushev, 2003). Kserozele okresla¢ mozna takze jako
»~materialy nanoporowate”, poniewaz posiadajac pory o Srednicy mieszczace] si¢

w granicach od 1 do 100 nm, obejmujg wszystkie z wymienionych grup materiatéw.
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Kserozele charakteryzuja si¢ unikalnym zestawem cech, takich jak: wysoka
powierzchnia wlasciwa, przepuszczalno$¢ dla cieczy oraz ksztattoselektywnos¢ (Oszust
1 in., 2012). W postaci odwodnionej polimerowe kserozele maja posta¢ zwinietego
ktebka. Kiebek ten pod wplywem czasteczek wody rozluznia si¢, grupy funkcyjne
ulegaja solwatacji, a nastgpnie dysocjuja. Jony o tadunku dodatnim odlaczaja sie,
natomiast tadunki ujemne odpychaja si¢ na skutek dziatania sil elektrostatycznych.
Powoduje to rozluznienie struktury polimeru, dzigki czemu ma on mozliwos$¢ dalszego
wchtaniania cieczy i tworzenia w ten sposob zelu. Proces konczy si¢, gdy tancuchy
polimerowe tworzace trojwymiarowa sie¢ maksymalnie si¢ wydtuza (Tyliszczak
i Pielichowski, 2007).

Powyzsze cechy sprawily, ze kserozele znalazly szerokie zastosowanie
w przemysle medycznym 1 farmaceutycznym. Stosowane s3a one jako nosniki
pozwalajace na selektywny transport lekéw i substancji biologicznie czynnych.
Wykorzystywane sg do tego m.in. kserozele krzemionkowe (silikazele), wytwarzane
przy uzyciu metody zol-zel opartej na katalizowanej hydrolizie i1 kondensacji
alkoksysilanow, ktorej skutkiem jest otrzymanie usieciowanej struktury zelu. Tego typu
kserozele moga wystepowa¢ np. w postaci nanokapsutek. Metoda zol-zel umozliwia
wlaczenie do matrycy labilnych czastek substancji aktywnej poprzez umieszczenie jej
w porach kserozelu. Pozwala to na opdznienie uwalniania leku, co w niektérych
przypadkach jest bardzo pozadane (da Fonseca i in., 2008). Polimerowe kserozele maja
zdolno$¢ do pochfaniania cieczy, toksyn i innych podobnych substancji, co znalazto
zastosowanie w produkcji materiatdw opatrunkowych. Wykorzystywane sa rowniez
opatrunki z polimerow naturalnych zawierajace krzemionkowe nanoczasteczki
kserozelowe, ktore zapobiegaja problemom zbyt szybkiego uwolnienia leku
z opatrunku, co mogloby by¢ toksyczne dla pacjenta (Costache i in., 2010).

W przeciwienstwie do metod wytwarzania membran hydrozelowych
wytworzenie struktur ggbczastych wymaga wykorzystania dodatkowego etapu, za
ktérego posrednictwem nastgpuje usunigcie wykorzystanego rozpuszczalnika.
Najbardziej powszechne metody wytwarzania struktur gabczastych obejmuja procesy
suszenia sublimacyjnego wczesnie] zamrozonych roztworéw biopolimerowych lub
procesy elektroprzedzenia (Jayakumar 1 in., 2011). Sg to stosunkowo proste, niedrogie

1 wydajne metody wytwarzania.
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W metodzie suszenia sublimacyjnego rozpuszczalnik usuwany jest z wcze$niej
wymrozonego roztworu polimeru, w obnizonej temperaturze i pod zmniejszonym
ci$nieniem. Warunki suszenia sublimacyjnego umozliwiajg zatem suszenie materiatow
zawierajacych sktadniki podatne na degradacj¢ termiczna.

Meotdy elektroprzedzenia polegaja na otrzymywaniu nanowtokien ze
stopionych polimeréw lub z ich roztwordéw za pomoca pola elektrycznego i prowadza
do uzyskania materiatéw gabczastych badz widknistych, o wysokoporowatej strukturze.
Dzigki temu materialy te zdolne s3 do wigzania znacznie wickszych ilosci
cieczy w porownaniu z kserozelami tworzonymi innymi metodami. Jest to wysoce
pozadana wlasciwo$¢ materialow wykorzystywanych np. jako opatrunki, zwtaszcza
w terapiach leczenia obficie saczacych sie ran.

Nieco inng metod¢ otrzymywania wysoko porowatych struktur gabczastych na
bazie chitozanu, a takze innych biopolimeréw, zaproponowali Dehghani i Annabi
(2011) wykorzystujac do tego celu ditlenek wegla w stanie nadkrytycznym (scCOy).
Zgodnie z metoda autorOw materiaty otrzymywane sg na drodze spieniania wcze$niej
przygotowanych roztworéw polimerowych, w obecnosci lub bez udzialu czynnika
sieciujgcego, po uprzednim nasyceniu dyspersji scCO,. Spienienie nast¢puje na drodze
kontrolowanej dekompresji reaktora w jakim przeprowadzany jest proces, co skutkuje
gwaltownym uwolnieniem rozpuszczonego w dyspersji polimerow ditlenku wegla
w postaci gazowej. W wyniku tego procesu tworzg si¢ liczne pegcherzyki gazu, ktére na
skutek rozszczelnienia uktadu wydostaja si¢ z dyspersji polimeru, pozostawiajac sucha,

porowatg strukture.
1.3.2. Hydrozele

Najpowszechniejsza definicja opisuje hydrozel jako spgczniatg woda, polimerycznag sie¢
wytwarzang w wyniku prostej reakcji monomeroéw. Zgodnie z inng definicja, hydrozel
to material polimerowy wykazujacy zdolno$¢ do pecznienia i zatrzymywania wody
w swojej strukturze, nie ulegajac w niej jednoczesnie rozpuszczeniu. Hydrozele mozna
traktowac¢ takze jako uktady koloidalne, w ktoérych woda stanowi osrodek dyspersyjny
(Ahmed, 2015).

Ze wzgledu na sposob sieciowania hydrozeli, materialy te mozna podzieli¢ na
chemiczne 1 fizyczne. Hydrozele chemiczne, o duzej odpornosci chemicznej

1 termicznej, powstaja gdy podczas ich sieciowania tworza si¢ trwale wigzania
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kowalencyjne. Usieciowanie chemiczne moze zachodzi¢ na drodze rodnikowej
polimeryzacji monomerdw o malych masach czgsteczkowych, w obecnosci czynnika
sieciujagcego. Inna metoda tworzenia hydrozeli chemicznych polega na reakcji
komplementarnych grup polimeréw rozpuszczalnych w wodzie, posiadajagcych
ugrupowania hydroksylowe, karboksylowe lub aminowe. Przyktadem tego typu reakcji
jest tworzenie wigzan peptydowych, zasad Schiffa lub reakcja z aldehydem
glutarowym. W innych metodach wykorzystuje si¢ reakcje kondensacji, np. przy uzyciu
N,N-(3-dimetyloaminopropylo)-N-etylokarbodiimidu =~ (EDC) czy  sieciowanie
monomeréw za pomocg promieniowania o wysokiej energii, np. promieniowania Y.
W ten sposéb mozna otrzymac¢ hydrozel z alkoholu poliwinylowego, glikolu
polietylenowego czy kwasu poliakrylowego. Do metod chemicznych sieciowania cze¢sto
zalicza si¢ takze procedury wykorzystujace aktywno$¢ preparatow enzymatycznych jak
np. wykorzystanie enzymu transglutaminazy w tworzeniu wigzan peptydowych
(Hennink i van Nostrum, 2002).

Hydrozele fizyczne powstaja na skutek oddzialywan fizycznych i tworza
przestrzenng strukture, w ktoérej tancuchy polimeru polaczone s3a przez wigzania
wodorowe oraz oddzialywania hydrofobowe 1 elektrostatyczne. Do grupy metod
fizycznych tworzenia hydrozeli zalicza si¢ m.in. krystalizacje. Przykladem
zastosowania tej metody jest tworzenie hydrozeli z polialkoholu winylowego,
w wyniku cyklicznych etapdw zamrazania 1 odmrazania. Wlasciwosci otrzymanego
w taki sposob materiatu zaleza od masy czasteczkowej polimeru, jego stezenia,
temperatury oraz czasu i ilosci cykli zamrazania. Duzego znaczenia nabierajg obecnie
hydrozele na bazie komplekséw polielektrolitowych, w ktérych giéwna role odgrywaja
oddzialywania jonowe pomiedzy przeciwnie natadowanymi polimerami (Gierszewska-
Druzynska i Ostrowska-Czubenko, 2016).

Inna klasyfikacja obejmuje podziatl hydrozeli na dwie kategorie, tzw. hydrozele
konwencjonalne 1 wrazliwe. Pierwsze z nich skladajg si¢ z luzno potaczonych
hydrofilowych, najczesciej niejonowych polimerdw o znacznym stopniu pecznienia
w wodzie. Z kolei hydrozele wrazliwe podatne sa na niewielkie zmiany pH,
temperatury, pola elektrycznego czy zmiany $wiatta. Zele tego typu, np. zele wrazliwe
na zmiany pH, sa powszechnie stosowane w przemysle farmaceutycznym, m.in. do
ochrony lekéw wrazliwych na kwasny odczyn zotadka (Pluta 1 Karolewicz, 2004). Na

wlasciwosci fizyczne hydrozeli ma wptyw wiele czynnikow takich jak rodzaj polimeru,
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z ktorego zostaly wytworzone, ilo$¢ i charakter grup funkcyjnych tego polimeru, jego
stopien usieciowania czy sila jonowa pochtanianej cieczy (Bialik-Was
1 Pielichowski, 2011).

Pojawienie si¢ pierwszego hydrozelu datowane jest na rok 1960 i dotyczy
wykorzystania hydrofilowych sieci z 2-hydroksyetylometakrylanem do produkcji
soczewek kontaktowych (Pluta i Karolewicz, 2004). Wysoka zawartos¢ wody
w hydrozelach sprawia, ze czasteczki roznych zwigzkéw moga dyfundowaé do
wewnatrz 1 na zewnatrz ich struktury, co z powodzeniem wykorzystano
w projektowaniu systemOow kontrolowanego dostarczania lekéw. Dodatkowe cechy
hydrozeli, takie jak migkko$¢ i plastycznos$¢, upodabniajg je do zywych tkanek. W petni
uzasadnione jest wiec wykorzystanie takiej formy polimerowych produktow
szczegblnie w branzy biomedycznej 1 aplikacjach farmaceutycznych (Gupta i in., 2002).

Szczegdlnie uzyteczng grupa hydrozeli s3 te wytworzone z polimerdéw
o charakterze polielektrolitowym, na ktorych tancuchach zgromadzony jest tadunek.
Cecha ta umozliwia wystgpowanie elektrostatycznych oddziatywah z przeciwnie
natadowanymi czasteczkami, co znacznie poszerza mozliwosci aplikacyjne hydrozeli.
Poza zastosowaniami medycznymi wiele uwagi poswigca si¢ m.in. wykorzystaniu
hydrozeli w inteligentnych zaworach, czujnikach bazujacych na wlasciwosci
reagowania materialu na zmian¢ srodowiska zewnetrznego, wskutek czego mozliwa jest
jego zmiana objetosci badz ksztaltu. Hydrozele znalazly takze zastosowanie jako
materiaty codziennego uzytku: opatrunki, $rodki higieny osobistej, uszczelniacze
w budownictwie 1 gornictwie, preparaty do granulacji pasz 1 materiatow pylistych.
W kosmetyce wykorzystuje si¢ je do pielegnacji wlosoéw 1 skory. W uprawie roslin
wprowadzone do gleby stanowig magazyny wody, zapewniajac roslinom wilgo¢
w czasie suszy i1 goracych dni (Kazimierska-Drobny, 2011). Hydrozele z powodzeniem
moga by¢ rowniez wykorzystywane do usuwania organicznych zanieczyszczen ze
srodowiska wodnego. Dzialanie takie mozliwe jest dzigki zastosowaniu termoczutych
polimeréw, ktore powyzej pewnej krytycznej temperatury zmieniaja charakter
chemiczny z hydrofilowego na hydrofobowy, desorbujac wode 1 zatrzymujac
niepozadane zwigzki hydrofobowe (Baranowski, 2006).

W przemysle spozywczym hydrozele moga petni¢ funkcje zywieniowa,
poniewaz uwodnione biopolimery, takie jak np. guma ksantanowa, chitozan czy

alginian sodu, w przewodzie pokarmowym zachowuja si¢ jak wldkno pokarmowe -
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btonnik (Ahmed, 2015). Gléwna $ciezka wykorzystania hydrozeli ukierunkowana jest
jednak na poszukiwanie nowych przyjaznych $rodowisku rozwigzan dotyczacych
opakowan do zywnos$ci. Opracowanie koncepcji dlugoterminowego przechowywania
zywno$ci jest zwigzane z uzyciem polimerdow o roznym sktadzie chemicznym
1 strukturze, determinujacych ich funkcjonalno$¢. Oprocz wymaganych wiasciwosci
uzytkowych takich jak trwato§¢ chemiczna, wiasciwosci fizykochemiczne
1 technologiczne, materialy polimerowe stosowane w bezposrednim Kkontakcie
z zywnoscig powinny spetnia¢ wysokie wymagania higieniczne (Kotodynska i Franus,
2016). Obecnym trendem w projektowaniu opakowan do zywnoS$ci jest stosowanie
mieszanek réznych polimerow jak skrobia-PLA czy skrobia-PCL (polikaprolakton).
Obiecujace zastosowanie hydrozeli w przemyS$le spozywczym obejmuje tworzenie
opakowan o $ciSle okreSlonej barierowosci dla gazow, wlasciwosciach
przeciwbakteryjnych, przedtuzajacych trwatos¢ pakowanej zywnosci, sygnalizujacych
jako$¢ produktu czy wreszcie chronigcych wybrane sktadniki zywnos$ci (Kotodynska
1 Franus, 2016).

Hydrozele na bazie chitozanu sa obiektem szczegdlnego zainteresowania ze
wzgledu na szereg pozytywnych cech tego polimeru, takich jak: bioaktywnos¢,
nietoksyczno$¢, biozgodno$¢é, biodegradowalnos¢, duza pojemnos¢ sorpcyjna
(Muzarelli, 2009). Hydrozele tworzone wylacznie z chitozanu posiadaja réwniez wady
takie jak: stosunkowo niska wytrzymato§¢ mechaniczna i chemiczna. Ograniczaja one
stosowalno$¢ wyrobow formowanych z chitozanu, np. w postaci membran, bton, itp.
W celu podwyzszenia trwatosci mechanicznej tworzonych z chitozanu materialow
hydrozelowych, w wiekszosci zastosowan aplikacyjnych polimer ten poddaje si¢
reakcjom sieciowania chemicznego lub taczy si¢ go z innymi polimerami, najczesciej
polisacharydami lub biatkami o przeciwnym tadunku. Podczas wzajemnego
oddziatywania polielektrolitow o przeciwnych tadunkach, np. chitozanu z alginianem
sodu lub kolagenem/zZelatyna, zachodzi reakcja zelowania badz stracanie osadu.
Mozliwo$¢ wystapienia obu procesOw zalezy od stezenia reagentow oraz sily jonowej

roztworoOw biopolimerdw oraz pH mieszanych roztworéw (Simsek-Ege i in., 2003).
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1.4. Wykorzystanie biopolimerow w kontrukcji kserozelowych materialow

opatrunkowych
1.4.1. Rynek tradycyjnych materialéw opatrunkowych

Rynek materiatow opatrunkowych w ostatnich latach dynamicznie si¢ rozwija. W roku
2014 warto$¢ rynkowa opatrunkéw wyniosta 9,9 miliardow dolaréw. Szacuje sig, ze do
roku 2020 wzro$nie do 14,9 miliardow, z czego wickszo$¢ to warto§¢ rynkow
amerykanskiego 1 europejskiego (Espicom Business Intelligence, 2015). Czynniki takie
jak wprowadzanie nowych, aktywnych produktow do pielegnacji ran wraz z ogromnym
wsparciem w formie funduszy i dotacji z réznych instytucji rzadowych na calym
$wiecie s3 motorem rozwoju tego rynku.
Opatrunkiem nazywa si¢ sterylny materiat lub kompres naktadany na rang
w celu jej ochrony przed dalszym uszkodzeniem i ostony przed $rodowiskiem
zewnetrznym. Opatrunek moze zawiera¢ substancje przeciwbakteryjne i1 lecznicze,
przyspieszajace gojenie (Tian i in., 2014; Ali Hassan, 2016; Levi-Polyachenko i in.,
2016). Tradycyjne opatrunki, takie jak bandaze i1 gazy, maja za zadanie utrzymywac
rany w stanie suchym przez wchionigcie wysicku oraz zapobieganie wnikaniu
drobnoustrojéw do jej wnetrza. Badania Wintera (1962) nad procesem gojenia si¢
wykazaty, ze odbudowe naskorka przyspiesza ciepte 1 wilgotne srodowisko. Na tej
podstawie opracowano model idealnego opatrunku, nazywanego opatrukiem aktywnym.
Opatrunek taki ma:
e zapewnia¢ ranie S$rodowisko gojenia o odpowiedniej termoregulacii,
wilgotnosci, pH oraz wymianie gazowej,
e dziata¢ bakteriostatycznie,
e oczyszcza¢ ran¢ z martwych tkanek poprzez zapoczatkowanie procesu autolizy,
e chtona¢ wysiek 1 wydzieling z rany,
e stanowi¢ barier¢ ochronng przed nadmierng strata plyndéw ustrojowych,
zabrudzeniem lub infekcja,
e nie przywiera¢ do rany, aby umozliwi¢ ltatwa zamian¢ opatrunku bez
uszkodzenia nowopowstatych tanek,

o wykazywac wtasciwosci hipoalergiczne, wspomagajace proces leczenia,
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e Dby¢ przezroczysty, aby mozna bylo kontrolowa¢ stan rany bez potrzeby
zdejmowania opatrunku, gdy nie jest to konieczne (Bialik-Was 1 Pielichowski,

2011).

Do czaso6w obecnych powstaly trzy generacje opatrunkéw opierajacych si¢ na
odkryciu Wintera. Do I generacji materialdw opatrunkowych, pochodzacych z lat
sze$¢dziesigtych XX wieku, nalezg filmy polimerowe wykonane z polietylenu,
polipropylenu i poliestru. Charakteryzuja si¢ one jednak brakiem przepuszczalnosci dla
wilgoci, co wigze si¢ z gromadzeniem plyndéw ustrojowych na powierzchni rany
1 spowolnieniem jej gojenia. Obecnie ich gldwnym zastosowaniem jest wstgpne,
czasowe ostoni¢cie rany przed wilasciwym opatrzeniem jej przez personel medyczny.
Do II generacji opatrunkéw, powstalej w latach siedemdziesigtych XX wieku, naleza
opatrunki z karboksymetylocelulozy lub czystego poliuretanu. Poczatkowo stosowano
je powszechnie do leczenia chronicznych ran, ale przylepialy si¢ do nowopowstatych
tkanek, czesto powodujac ich uszkodzenie. Nie wykazywaty tez dzialania leczniczego.
IIT generacja opatrunkéw obejmuje hydrofilowe filmy poliuretanowe oraz hydrozele,
odznaczajace si¢ wigkszoscia cech idealnego opatrunku aktywnego (Bialik-Was

1 Pielichowski, 2011).
1.4.2. Nowe mozliwosci w tworzeniu kserozelowych materialéw opatrunkowych

Ze wzgledu na znamienne roznice migdzy poszczegdlnymi fazami procesu
leczenia rany, w tym przede wszystkim rozne iloSci wydobywajacego si¢ z niej
wysigku, a takze odmienny stan zdrowia poszczegdlnych pacjentéw, nie jest mozliwe
zaprojektowanie idealnego opatrunku medycznego. Odpowiedzia na brak
uniwersalnosci jednego opatrunku do réznego typu ran jest wypieranie standardowych
materiatow ich odpowiednikami tworzonymi na bazie polimeréw naturalnych.

Zastosowanie biopolimerow do wytwarzania opatrunkéw pozwala na
otrzymywanie materialow o wlasciwosciach zblizonych do matrycy pozakomorkowej -
miegkkiej, mocnej 1 elastycznej sieci zbudowanej z glikoprotein, zapewniajgcej
stabilno$¢ mechaniczng 1 integralnos$¢ strukturalng tkanek i1 narzadow ciata (Oledzka
1 in., 2007). Dodatkowo, zaleta tego rodzaju materialow jest ich biokompatybilnos¢,
brak toksycznosci i mata sktonnos$¢ do wywotywania odczynow alergicznych (Amidi,
2010). Czgsto materiaty biopolimerowe odgrywaja takze bardzo specyficzng role

w procesie odbudowywania tkanek skoéry, np. stanowigc miejsce adhezji komorek
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(Wang 1 in., 2009). Taka charakterystyka a ponadto stosunkowo niska cena, czyni
polimery naturalne atrakcyjnymi surowcami uwzglednianymi w projektowaniu
nowoczesnych materiatow opatrunkowych.

Do produkcji porowatych materiatow opatrunkowych z powodzeniem
wykorzysta¢ mozna biopolimery takie jak: celuloza, skrobia, pektyny, karageny,
alginiany, gumy, kolagen, Zelatyna, chitozan (Singh, 2011). Wigkszo$¢ komercyjnie
wykorzystywanych polisacharydow wykazuje charakter obojetny lub kwasowy,
a jedynie chitozan jest polisacharydem zasadowym.

Literatura naukowa dowodzi, ze chitozan w kontakcie z rang moze aktywowac
elementy uktadu odpornosciowego, przyspiesza¢ koagulacje krwi w miejscu
uszkodzonej tkanki, natomiast w kontakcie z leukocytami intensyfikowa¢ aktywno$¢
monocytow, makrofagdw i fibroblastow w procesach angiogenezy (Uragami i Tokura,
2010). Inng pozytywna funkcja chitozanu jest zdolno$¢ do inhibicji metaloproteinaz
utrudniajacych procesy odbudowy tkanek, m.in. w wyniku kompleksowania jonow
cynku bedacych kofaktorami tych enzyméw (Gorzelanny i in., 2007).

Innym cennym zrédlem naturalnych surowcéw do produkeji materiatow
opatrunkowych mogg by¢ biatka pozyskiwane z produktéw ubocznych przetworstwa
rybnego. Szczegdlne dotyczy to biatek tkanki tacznej izolowanych ze skor tososia,
ktorego wzrost w swiatowej produkcji w ubiegtych dwudziestu latach wyniost ok. 1,13
mln ton (Larsen, 2009). W wyniku jego przetworstwa, w Polsce rocznie powstaje ok. 20
tys. ton odpadow, z czego prawie 20% stanowia skory (Glowacz, 2014). Dodatkowym
atutem wykorzystania rybich skér jest fakt, ze jeden rodzaj surowca moze zostac
wykorzystany do otrzymywania dwoch rodzajéw produktow biatkowych o odmiennych
wlasciwo$ciach fizykochemicznych 1 wuzytkowych, czyli kolagenu 1 Zelatyny.
W badaniach nad membranami chitozanowo-kolagenowymi wykazano, Zze kolagen
bydlecy w testowanych kompozytach moze powodowaé¢ zwigkszong proliferacje
1 adhezj¢ komorek w stosunku do samej matrycy chitozanowej, co wynika
z hydrofilowej natury biatka, uwarunkowanej duza zawartoscia dikarboksylowych reszt
aminokwasowych (Cuy 1 in., 2003). Inng rolg biatka jest odtwarzanie trojwymiarowe;j
sieci przestrzennej, w ktorej kolagen, w naturalnych warunkach, obok elastyny
1 retikuliny zapewnia odpowiednig stabilno$¢ mechaniczng.

Dokonanie przegladu literaturowego pod katem wlasciwosci preparatéw

biatkowych 1 ich wplywu na matryce tworzone z polisacharydami czg¢sto stanowi duze
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wyzwanie, ze wzgledu na réznice w stosowanych przez autorow publikacji metodach
izolacji kolagenu i zelatyny. Uzasadnionym dziataniem w toku badawczym byto wiec
przygotowanie preparatow zelatyny i kolagenu nie tylko z potencjalnego surowca,
jakim sg skory z tososia fatwo dostepnego w regionie potnocnej Polski, ale takze ze skor
dorsza battyckiego i suma afrykanskiego, bytujacych w wodach o odmiennych
temperaturach. Wykonanie charakterystyki porownawczej kolagenow i zZelatyn ze skor
roznych gatunkéw ryb bylo dzialaniem koniecznym. Surowce tego typu moga
wykazywa¢ duzg zmienno$¢ parametrow fizykochemicznych, ktére warunkowane sg
pochodzeniem surowca oraz metodami jego przetwarzania. Dopiero takie dziatanie byto
podstawa do oceny wptywu dodatku wyizolowanych biatek na wlasciwosci uzytkowe
chitozanowo-biatkowych kserozeli.

W wynikach badan przestawiono propozycje wprowadzenia do kserozelu
chitozanowego dodatkowej funkcji w postaci programowalnej rozpuszczalno$ci
materialu, wykorzystujac do tego celu metod¢ chemicznej modyfikacji polimeru za
pomocg bezwodnika kwasu N-propylofosfonowego.

Bezwodnik kwasu N-propylofosfonowego (T3P) jest tagodnym odczynnikiem
pochtaniajagcym wodg (Rys. 5). Charakteryzuje si¢ niskg toksycznos$cig oraz niewielkim
potencjatem alergennym. Dotychczas znalazt zastosowanie wytacznie jako reagent

sprzggajacy peptydy w syntezie organicznej (Augustine i in., 2009).

Rys. 5. Wzdr chemiczny czasteczki bezwodnika kwasu N-propylofosfonowego (T3P).

T3P jest wyjatkowo skutecznym odczynnikiem w procesie tworzenia wigzan
amidowych, ktére w modyfikacji uktadow biopolimerowych odgrywaja kluczowa role.
Jest latwy w uzyciu i1 pozwala osiggna¢ wysoka selektywno$¢ reakcji z duza
wydajnoscig oraz niewielkim stopniem epimeryzacji. Dodatkowo, produkt reakcji

sprzegania z uzyciem T3P charakteryzuje si¢ wysoka czystoscig. Przyktadem
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zastosowania bezwodnika kwasu N-propylofosfonowego jest uzycie go w prostej
reakcji chemiluminescencji lucyferyny $wietlika (D-luc). Metoda ta zostata opisana
przez zespot Kato i wspotpracownikow (2012). Przedstawiona przez autorow procedura
polegala na wytworzeniu fotonu luminescencyjnego w wyniku reakcji obejmujacej
mieszanie substratu (D-luc), T3P, oraz stabej zasady organicznej. Przy odpowiednim
doborze zasady mozna otrzymaé dostateczng intensywno$¢ emitowanego $wiatla.
Otrzymane widma emisyjne przebiegu reakcji chemiluminescencji potwierdzajg wzrost
sygnatu luminescencji z zastosowaniem T3P. Pomimo, iz autorzy nie przedstawili
jeszcze zastosowania dla wynikéw uzyskanych badan podstawowych, system ten moze
by¢ przydatny w celu otrzymania barwnej struktury wigzacej pochodne D-luc i nie
posiada ograniczen zwigzanych ze specyfika substratu lucyferazy $wietlika
w katalizowanych reakcjach bioluminescencji. Dodatkowo, w obecnosci fluoryzujacego
chromoforu, kwas karboksylowy moze emitowaé §wiatto. Wyjasnienie warunkow, ktore
powoduja emisje¢ Swiatla w innym organicznym lub wodnym $rodowisku jest wcigz
w toku.

Innym z dotychczasowych zastosowan T3P jest modyfikacja tiazolidynonow.
4-tiazolidynony stanowig wazng klase zwigzkdéw heterocyklicznych z punktu widzenia
ich szerokiej aktywno$ci biologicznej i dziatania farmakologicznego. Kumar
1 wspotpracownicy (2012) przedstawili alternatywng $ciezke syntezy tych biologicznie
czynnych zwiazkéw z uzyciem T3P 1 dimetyosulfotlenku (DMSO). Okazato sig, ze przy
zastosowaniu lagodnych warunkéw otrzymano wysoka wydajno$¢ syntezy
4-tiazolidynonow, bez wzgledu na rzgdowos$¢ uzytych w reakcji substratow.
Dodatkowymi zaletami tej metody jest prowadzenie jej w jednym naczyniu, krétki czas
reakcji, szeroka tolerancja funkcjonalna grup oraz latwos$¢ oczyszczania produktu
(Kumar i in., 2012). Wykorzystanie T3P w celu otrzymywania biologicznie aktywnych
materialdow biopolimerowych nie zostalo jeszcze poznane 1 opisane. Jedynym
wykazanym do tej pory praktycznym wykorzystaniem T3P byla modyfikacja chitozanu,
przylaczonego w dalszej kolejnosci do membrany polisulfonowej, co miato na celu
poprawe jej hydrofilowosci, chlonnosci, a takze wlasciwosci przeciwporostowych,

zabezpieczajacych przed zarastaniem membran grzybami 1 algami (Kumar i in., 2013).
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1.5. Wykorzystanie biopolimerow w formie hydrozeli do ochrony olejow jadalnych
1.5.1. Wprowadzenie

Ze wzgledu na hydrofilowy charakter hydrozele moga znalez¢ ciekawe zastosowanie
w nowych technikach kapsutkowania, w ktérych nacisk do tej pory kiadziony byt
glownie na mozliwo$ci otrzymywania suchych kapsutek w skali mikro. Roéznice
w charakterze chemicznym hydrozeli i olejéw wykorzysta¢ mozna natomiast jako jedng
z sil napedowych procesu kapsutkowania, ktora wspomaga formowanie si¢ kapsutek
typu kropla w kropli. Brak zdolnos$ci mieszania si¢ rdzenia i ptaszcza tloczonych
koncentrycznie do glowicy kapsulkujacej oraz utwardzanie kapsulek w roztworze

hydrofilowym, stanowi pewng analogi¢ do tworzenia struktur micelarnych.
1.5.2. Przemiany zachodzace w tluszczach

Thuszcze zawarte w diecie przecigtnego dorostego cztowieka dostarczajg nawet do 40%
catkowitej energii dziennej racji pokarmowej, pelniac jednoczesnie trzy podstawowe
funkcje w organizmie cztowieka. Sg one zrédlem niezbednych nienasyconych kwasow
thuszczowych (NNKT), stanowig no$nik witamin rozpuszczalnych w ttuszczach (A, D,
E, K), a takze sa gtownym 1 najbardziej skoncentrowanym zrodtem energii (Sikorski,
2013). Wielonienasycone kwasy thuszczowe obecne w olejach, jak i substancje im
towarzyszace, s3 nietrwate, latwo ulegajg utlenianiu, hydrolizie, degradacji lub
polimeryzacji, przez co tracg swoja aktywno$¢ biologiczng (Scrimgeour, 2005).
Szybko$¢ utleniania tlhuszczéw zalezy od stopnia nienasycenia obecnych w nich
kwasow ttuszczowych. W wyniku utleniania thuszczéw tworza si¢ w nich zwiazki, ktore
wpltywaja na obnizenie wartosci odzywczej, a takze majg istotny wplyw na
bezpieczenstwo zywnosci. Te niekorzystne procesy zachodza w obecnosci enzymow
lub sa wynikiem przemian nieenzymatycznych. Utlenianie tluszczow to zespot
ztozonych reakcji o roznym podtozu, ktdre w zaleznosci od mechanizmu prowadza do
roznych produktow wtornych. Wyrdézni¢ mozna dwa zasadnicze mechanizmy utleniania
nieenzymatycznego: autooksydacje i utlenianie fotosensybilizowane (Gray, 1978).
Autooksydacja jest to rodnikowa reakcja tafcuchowa. Rodniki moga by¢
generowane z réznych zrodet, gtownie w wyniku dziatania wysokiej temperatury

podczas procesu przetwarzania thuszczéw, w wyniku dziatania promieniowania UV,
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przez jony metali czy utleniacze (Gaonkar i in., 2014). Autooksydacja nalezy do
wyjatkowo skomplikowanych i wcigz nie w pelni poznanych proceséw. Mechanizm
autooksydacji wynika z labilnos$ci produktéw posrednich oraz zlozonego wplywu
katalizatorow 1 przeciwutleniaczy biorgcych udzial w tych reakcjach utleniania
(Sikorski, 2013). Mozna wyr6zni¢ trzy zasadnicze etapy tego procesu: inicjacje,
propagacje¢ i terminacj¢ (Rys. 6) (Choe i Min, 2006; Sikorski, 2013). Zapoczatkowanie
autooksydacji nazywane jest inicjacja. Jest to etap obejmujacy homolityczne oderwanie
atomu wodoru i utworzeniu rodnika alkilowego (Sikorski, 2013). Poczatkowo inicjacja
przebiega wolno, ze stala szybkoscig charakterystyczng dla oleju, ktora zalezy od
sktadu wielonienasyconych kwaséw tluszczowych. Oderwanie atomu wodoru
w wielonienasyconych kwasach tluszczowych wymaga mniejszego naktadu energii ze

wzgledu na stabilizujaca powstajacy rodnik alkilowy migracje wiazania podwojnego.
gle jacq p ]aCy Yy migracje wig. p jncg

e inicjator
Inicjacja: LH— L"+H" (2)
— L+ 0, - LOO* 3)
Propagacja: LOO*+LH - LOOH + L’ 4)
L'+ L > LL (5)
Terminacja: L*+ LO0* - LOOL (6)
LOO* + LOO* - LOOL + 0, (7)

Rys. 6. Schemat mechanizmu autooksydacji (Sikorski, 2013).

Po przekroczeniu krytycznego stezenia rodnikdéw, utlenianie wchodzi
w kolejna faze zwang propagacja. Podczas propagacji zachodza dwie gtowne reakcje:
reakcja rodnika alkilowego z tlenem trypletowym (0,) oraz reakcja utworzenia rodnika
nadtlenkowego, ktory nastgpnie moze reagowaé z nienasyconym lipidem tworzac
wodoronadtlenek 1 rodnik lipidowy (Choe i in., 2006). Powstale wodoronadtlenki sg
charakter rodnikowej reakcji tancuchowej o duzej predkosci. W momencie, gdy ilo$§¢
rodnikéw w oleju staje si¢ coraz wigksza, istnieje szansa, ze zajda reakcje pomigdzy

samymi rodnikami, w wyniku ktérych powstang produkty niebedace ani inicjatorami,
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ani propagatorami. Oznacza to rozpoczecie terminacji reakcji autooksydacji. Reakcja
fancuchowa zostaje przerwana, co nie oznacza zaprzestania procesu utleniania oleju.
Gdy autooksydacja wchodzi w faz¢ terminacji, utlenianie ulega jedynie spowolnieniu.
Analizujgc zmian¢ liczby nadtlenkéw podczas utleniania, w fazie terminacji widac
spowolnienie wzrostu ilo$ci nadtlenkdéw, a nastepnie obnizenie ich stezenia, wynikajace
z przewagi procesOw rozpadu pierwotnych produktéw utlenienia nad ich generowaniem
(Dobarganes i Velasco, 2002).

Drugim potencjalnym mechanizmem utleniania  jest utlenianie
fotosensybilizowane. Zaktada on wystepowanie rozpuszczonego w thuszczu uczulacza
(sensybilizatora), czyli naturalnego barwnika, jak: chlorofil a, feofityna a, mioglobina
lub hemoglobina (Sikorski, 2013). Sensybilizatory pod wptywem S$wiatta powoduja
transformacje stabilnej czasteczki tlenu trypletowego (°0,) w reaktywny tlen
singletowy ('0,) (Choe i in., 2006). Tlen w stanie singletowym reaguje z podwojnym
wigzaniem wielonienasyconych kwasoéw thuszczowych prowadzac do powstania
wodoronadtlenkow.

Utlenianie fotosensybilizowane jest znacznie szybsze od autooksydacji. Uwaza
si¢ ponadto, ze powstate wedtug tego mechanizmu wodoronadtlenki, rozpadajac si¢ na
rodniki, moga by¢ inicjatorami reakcji autooksydacji. Wodoronadtlenki sg nietrwate
1 moga ulega¢ rdéznym przemianom w szereg produktow  wtornych.
W skutek rozerwania tancucha weglowego powstaja zardwno nasycone, jak
1 nienasycone produkty krotkotancuchowe: weglowodory, ketony, aldehydy, estry,
laktony, alkohole, etery (Sikorski, 2013). W wyniku przytaczenia czasteczki tlenu do
wigzania podwojnego kwasu tluszczowego nastepuje jego przegrupowanie, natomiast
produkty rozpadu nadtlenkéw, rodniki, posiadajg formy mezomeryczne. Skutkiem tych
zjawisk jest powstanie uktadow sprz¢zonych cis-trans lub nawet trans-trans (Choe 1 in.,
2006). Moga tworzy¢ sie takze dimery, oligomery, zwiazki cykliczne, cykliczne
nadtlenki, w tym tez aromatyczne zwigzki pierScieniowe (Frankel, 2005). Wtorne
produkty utleniania lipidow nadaja tluszczom charakterystyczny zjetczaty zapach.
Szczegodlnie niskim progiem wrazliwo$ci sensorycznej charakteryzujg si¢ nienasycone
aldehydy (Sikorski, 2013).

Rozpad wodoronadtlenkow moze by¢ przySpieszany przez promieniowanie
o duzej energii, energi¢ cieplng lub katalityczne dzialanie metali ciezkich, np.: Cu, Fe,

Co, Mn, Cr. (Frankel, 2005). Metale te nawet w ilosciach §ladowych bardzo silnie
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przyspieszaja rozpad wodoronadtlenkow, ponadto katalizuja wszystkie reakcje
utleniania (Sikorski, 2013).

Procesy biochemiczne, ktore zachodza w thuszczach pod wptywem dziatania
enzymow, prowadza do hydrolizy triacylogliceroli tzw. jetczenia hydrolitycznego.
Enzymy te naleza do klasy hydrolaz i nazywane sg lipazami triacyloglicerolowymi
(Drozdowski, 2007). Reakcja hydrolizy enzymatycznej przebiega na granicy faz —
wodnej, w ktorej rozpuszczone sag lipazy, 1 lipidowej. Produktem reakcji sg
diacyloglicerole (DAG), monoacyloglicerole (MAG), glicerol oraz wolne kwasy
tlhuszczowe (WKT), ktére uwalniane s3 na kazdym etapie reakcji. Reakcja
enzymatyczna wplywa na pogorszenie waloréw sensorycznych. Wrynika to
z tworzacych si¢ wolnych kwaséw thuszczowych (WKT), dla ktorych typowy jest
nieprzyjemny smak i zapach. WKT charakteryzuja si¢ takze wyzsza podatno$cig na
utlenianie niz zestryfikowane kwasy tluszczowe. Wedhug niektorych autoréw wolne
kwasy tluszczowe dziataja takze jako prooksydanty olejéw jadalnych (Sielicka, 2014).
Dzieje si¢ tak, poniewaz zawieraja one w czasteczce zarOwno grupy hydrofilowe jak
1 hydrofobowe. Hydrofilowe grupy karboksylowe nie rozpuszczaja si¢ w oleju jadalnym
1 s3 obecne na powierzchni oleju. Przyczynia si¢ to do zwigkszenia szybkosci dyfuz;ji
tlenu z fazy gazowej znajdujacej si¢ nad olejem 1 przyspieszenia procesu utleniania

(Choe i in., 2006).

1.5.3. Sposoby spowolnienia procesow utlenienia w thuszczach

W tluszczach nastepuja procesy, ktoére powodujg pogarszanie si¢ ich jakosci, potocznie
nazywane jelczeniem. W normalnych warunkach, procesu tego nie da si¢ zatrzymac, ale
mozna go znacznie spowolni¢ i1 dzigki temu nawet kilkukrotnie wydluzy¢ termin
przydatnosci uzytkowej tluszczu. Wedlug badan przynajmniej 40% olejow
spozywczych znajdujacych si¢ w sprzedazy detalicznej nie spetnia norm pod wzgledem
wskaznikoOw stopnia ich utlenienia (Sielicka, 2014). Dopuszczalne wartosci liczb
charakterystycznych olejow, determinujace ich przydatno$¢ do spozycia, czgsto sa
przekraczane, mimo tego Ze olej ma jeszcze bardzo dilugi termin wazno$ci. Data
przydatno$ci nie zawsze jest wiec rzetelng informacja, ktéra potwierdzataby $wiezos¢
1 jakos$¢ oleju (Czechowska-Liszka, 2006).

Efektem poprawy stabilnosci oksydacyjnej thuszczow jest wydtuzenie okresu

indukcyjnego, pierwszego etapu, w ktorym zachodza zmiany inicjujace procesy
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autooksydacji. Najprostszym sposobem spowolnienia tych proceséw jest obnizenie
temperatury przechowywania, ograniczenie dostgpu $wiatta oraz zastosowanie
odpowiedniego systemu pakowania tluszczow, np. zastosowanie opakowan
prézniowych lub wprowadzenie do opakowan gazdow obojetnych np. azotu (Goérska
i Krupa, 2013). Inng metodg wydluzania czasu indukcji olejow jest stosowanie
dodatkéw, naturalnych badz syntetycznych przeciwutleniaczy lub ich mieszanin (He$
iin., 2001).

Przeciwutleniaczem moze by¢ zwigzek chemiczny, ktory stosowany w niskim
stezeniu rzedu 0,001+ 0,1% opdznia reakcje utleniania lipidow (Zawirska-Wojtasiak,
2005). Ze wzgledu na mechanizm dzialania wyrdznia si¢ dwie grupy przeciwutleniaczy,
tj. pierwotne 1 wtorne. Pierwotne przerywaja reakcje tancuchowa poprzez dostarczenie
wodoru lub elektrondéw 1 przemiane rodnikow do bardziej stabilnych chemicznie
zwigzkow. Zazwyczaj sg to zwigzki z ugrupowaniem fenolowym lub zawierajace grupy
aminowe, np. naturalne i syntetyczne tokoferole, galusany propylu (PG) lub oktylu
(OG), butylohydroksytoulen (BHT) oraz zwiazki polifenolowe i kwas rozmarynowy
(Sledzinski i in., 2013). Wtérne przeciwutleniacze, obejmuja substancje, ktorych
mechanizm dzialania polega na opdznieniu procesOw utleniania w inny sposéb niz
przerwanie tancucha autooksydacji m.in. poprzez tworzenie kompleksow z jonami
metali, ktére katalizuja procesy autooksydacji tzw. $rodki chelatujace, np. kwas
cytrynowy, kwas fosforanowy(V) i jego pochodne, EDTA. Innym sposobem op6znienia
procesOw utleniania jest tworzenie granicznej powierzchni pomigdzy olejem
a powietrzem, np. przez fosfolipidy lub rozklad nadtlenkow do produktow
nierodnikowych, a takze tzw. gaszenie tlenu singletowego np. przez [-karoten
(Sledzinski i in., 2013). Aktywno$¢ wtoérnych przeciwutleniaczy polega na
przywrdceniu pierwotnej aktywnosci przeciwutleniajacej. Zaliczamy do nich m.in. kwas
askorbinowy, witaming A, flawonoidy, selen (Grajek, 2004).

Ostatnimi czasy obserwuje si¢ coraz wigksze zainteresowanie konsumentéw
zywnoscia, ktora jest minimalnie przetworzona. W branzy tluszczowej dotyczy to
szczegOlnie olejow ttoczonych na zimno, wzbogacajacych diete w kwasy tluszczowe
z rodziny n-3. Czestym sposobem poprawy stabilnosci oksydacyjnej takich produktow
jest tworzenie mieszanek olejow z roéznych surowcow roslinnych np. oleju Inianego
1 oleju z rokitnika, ktéry wykazuje wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca, ze wzgledu

na obecne w nim tokoferole (139 mg/100 g oleju), karotenoidy (35 mg/100 g oleju),
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a takze fitosterole. Pachotek i wspotpracownicy (2014) w testach przyspieszonego
starzenia oleju Inianego w temperaturze 40°C, prowadzonych przez dwa tygodnie
w otwartych naczyniach i w obecnosci dodatkow oleju z rokitnika wykazali, ze
najnizszg zawarto$¢ nadtlenkéw charakteryzowata si¢ mieszanka zawierajaca 5%
dodatek oleju z rokitnika w stosunku do proby kontrolnej, czyli oleju Inianego bez
zadnego dodatku.

W literaturze naukowej wiele uwagi na temat ochrony olejow jadalnych
poswiecono metodom kapsutkowania (Bakry 1 in., 2016). Ogdlna zasada tych metod
polega na tworzeniu fizycznej bariery pomigdzy kapsutkowanym zwigzkiem
a Srodowiskiem zewnetrznym. Hipotezy stawiane w artykutach dotyczacych powyzszej
tematyki z reguly zakladaja, Zze otoczenie oleju odpowiednim materiatem pozwoli
ograniczy¢ przepuszczalnos$¢ tlenu do wnetrza kapsutki 1 w ten sposob przedtuzy¢ jego
jakos$¢é. Na przestrzeni ostatnich 60 lat, w praktyce zwigzanej z kapsulkowaniem
zwigzkow aktywnych mozna spotka¢ si¢ z problemami takimi jak: dobor
odpowiedniego nos$nika wzgledem substancji kapsutkowanej, ksztatt i wielko$¢
kapsutki, sposdb umieszczenia rdzenia w kapsulce, liczba rdzeni w kapsulce, itd. Stad
w kolejnym rozdziale dokonano przegladu technik kapsutkowania wykorzystanych do
tej pory jako alternatywne rozwigzanie problemu wysokiej podatnosci olejow

jadalnych, szczegolnie tych bogatych w nienasycone kwasy thuszczowe, na utlenianie.

1.5.4. Metody kapsulkowania olejow jadalnych

Kapsutkowanie stanowi jedng z kilku podstawowych metod prowadzacych do
czesciowego lub catkowitego ograniczenia mobilnosci zamykanych zwigzkow, dzigki
zastosowaniu odpowiedniego nosnika oraz na drodze okreslonych operacji fizycznych
lub reakcji chemicznych (Renken i Hunkeler, 1998).

Kapsulki stanowig obecnie wazne narzedzie w dostarczaniu zwigzkow
aktywnych, zapewniajac jednoczesnie ochrong¢ tym niestabilnym. Wszechstronnos¢
metod kapsutkowania umozliwia ich wykorzystanie w wielu gat¢ziach przemystu,
m.in. w przemysle farmaceutycznym, biomedycznym, spozywczym, kosmetycznym,
ochronie ro$lin, a nawet w budownictwie (Bartkowiak 1 Brylak, 2006; Kontturi i in.,
2011; Masuda, 2011; Yang 1 in., 2011, Nazzaro i in., 2012; Azizia i in., 2014).
Najprostszy model mikrokapsutki stanowi struktura, w ktorej wyr6zni¢ mozna dwie

odrebne sktadowe: rdzen, zawierajacy immobilizowang substancje¢ oraz otaczajacy
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go plaszcz, okreslany w literaturze takze mianem membrany, no$nika, otoczki lub
powloki. Rozmiary czasteczek klasyfikowanych jako mikrokapsulki nie majg $cisle
ustalonych granic, jednak w doniesieniach literaturowych nazwa ta stosowana jest
w przypadku mikroczastek o rozmiarze w zakresie 1 = 1000 um lub nawet kilku
milimetrow (Bakry i in., 2016). Obecnie ilos¢ metod stosowanych do produkcji
mikrokapsulek jest bardzo duza. Wybor jednej z nich nie jest tatwym zadaniem,
gdyz zagadnienie mikrokapsutkowania jest typowym przyktadem
interdyscyplinarnego wykorzystania teoretycznej i praktycznej wiedzy, obejmujace;j
podstawy nauk takich jak chemia materialéw (polimerow, biopolimeroéw), chemia
lekow, biochemia zwigzkéw spozywczych i biologicznych, inzynieria procesowa
oraz specjalistyczne metody i1 sposoby analizy jakos$ci surowcow i1 produktow
procesu. W literaturze naukowej opublikowanych zostato wiele prac poswigeconych
metodom kapsutkowania stanowigcych rozwigzanie dla réznych grup zwiazkow,
w tym skladnikéw zywnos$ci. Najpopularniejszymi metodami, ktére do tej pory
poddano testom w stosunku do kapsutkowania olejow jadalnych sa: koacerwacja,
polimeryzacja mi¢dzyfazowa, inkluzja w liposomach Ilub cyklodekstrynach,
ekstruzja, suszenie rozpylowe, powlekanie zlozem fluidalnym, tworzenie emuls;ji
oraz metody wspolosiowe (Barbosa-Canovas, 2005). Zalety i wady wymienionych
metod przedstawiono w tabeli 2.

Szczegdlnym uznaniem w ostatnich latach cieszy si¢ wytwarzanie kapsulek
metodami wkraplania, wykorzystujacymi wspotosiowy transport roztworéw nosnika
1 zwiazku kapsutkowanego. Wspolng cechg tych metod jest sposob formowania
kapsutek. Polega on na wytworzeniu strumienia cieczy, ktory przeptywajac przez
cienkg kapilar¢ fragmentowany jest na krople. Oddzielane krople, grawitacyjnie lub
dzieki zastosowaniu dodatkowego pola silowego, spadaja do roztworu
utwardzajacego/sieciujagcego, w ktorym szybka reakcja chemiczna pozwala
zachowac sferyczng strukture zwigzku unieruchamianego w danym nos$niku. Krople
moga by¢ tez rozpylane w komorze zapewniajacej szybkie odparowanie roztworu,
w ktorym rozpuszczony byl nosnik (Kontturi i in., 2011; Wen i in., 2013; Liu i in.,
2014).

Systemem wspodtosiowym testowanym dotychczas w kapsutkowaniu olejow
jadalnych jest metoda EAS (ang. FEllectrostatically Assisted Spring), w ktorej

formowanie kropli kontrolowane jest za pomoca pola elektrycznego (Li 1 in., 2014).
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W metodzie tej pomiedzy dysze dostarczajaca roztwdr/emulsje no$nika z substancja
aktywng a roztwdr utwardzajacy przykladane jest napigcie. Wymusza ono
spadek kropli, zanim zdazy ona nabra¢ wickszych rozmiarow 1 spas¢ pod
wpltywem wlasnego ci¢zaru. Metoda ta pozwala na otrzymywanie kapsulek
charakteryzujacych si¢ jednakowym rozktadem wielkosci (rzgdu kilku pm), wysoka
wydajno$cig i potwierdzong skutecznoscia w ochronie zwiazkéw bioaktywnych (Bakry
1 in., 2016). Wickszo$¢ metod kapsutkowania charakteryzuje si¢ laczeniem substancji
aktywnej zroztworem nosnika przed wkropleniem do roztworu utwardzajacego
/sieciujacego lub przed rozpyleniem stosowanym w celu wysuszenia. W ten sposob
mozliwe jest otrzymanie jedynie struktur zwanych sferami, w ktorych zwigzek aktywny
inkorporowany jest w catej objetosci nosnika (Dobarganes 1 Velasco, 2002; Gades 1
Stern, 2004; Domian i Wasak, 2008; Kontturi i in., 2011; Gallardo i1 in., 2013;
Kruszewski i in., 2013; Przybysz i in., 2014).

Ze wzgledu na duzg porowato$¢ wykorzystywanych nos$nikéw, szybkie
utlenianie si¢ olejow jest nadal nieuniknione, zwlaszcza w warstwie sfery graniczacej
z jej zewnetrznym otoczeniem zawierajagcym tlen. W literaturze brakuje informacji
dotyczacych metod wspolosiowych tworzenia kapsutek charakteryzujacych si¢
rdzeniem i ptaszczem jako dwiema odrgbnymi sktadowymi o rozmiarze wigkszym niz
kilkaset mikrometrow.

Czgsto wykorzystywanym w roznych metodach kapsutkowania etapem jest
tworzenie emulsji oleju z no$nikiem. Wykazano, ze utlenianie tluszczoOw podczas
suszenia rozpylowego 1 dalszego przechowywania gotowego produktu przypisuje si¢
w gldwnej mierze dostepnosci tlenu wprowadzanego z powietrzem podczas tworzenia
emulsji, a dopiero w dalszej kolejnosci z obecnoscia tlenu w komorze suszarni, w ktorej
dodatkowym czynnikiem przyspieszajacym utlenianie jest wysoka temperatura - ok.
200°C (Nazzaro 1 in., 2012). Niektorzy autorzy potwierdzili, ze nosniki uzyskane
poprzez wytlaczanie metoda ekstruzji charakteryzujg si¢ nizsza porowatoscig, moga
wigc lepiej chronié oleje przed dziataniem niekorzystnych czynnikow (Saleeb 1 Arora,
1999; Kaushik i in.,2014). Koszty zastosowania tej metody sa jednak dwukrotnie

wieksze w pordwnaniu z suszeniem rozpytowym.
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Tab. 2. Poréwnanie cech roznych metod kapsutkowania oraz rozmiaré6w tworzonych za ich pomoca kapsutek.

Metoda kapsulkowania Zalety metody Wady metody Rozmiar Wydajnosé Literatura
(Forma gotowego produktu) kapsulek kapsulkowania
[nm] [%o]

Tworzenie emulsji - tania - produkty o czasowej 0,1+100 do 88 Fang i Bhandari,
(Ciecz - emulsja) - nieskomplikowana, stabilno$ci podatne na 2010

zmiany temperatury i pH Chan i in., 2000
Polimeryzacja - polimeryzacja - koniecznos¢ stosowania <2 do 87 Bakry i in., 2016
miedzyfazowa/in situ na granicy faz, rozpuszczalnikow Hwang i in., 2006
(Kapsutki z rdzeniem - zadne reagenty nie sa organicznych i tworzenia
olejowym otoczone np. wprowadzane do oleju emulsji oleju w wodzie
produktem reakcji melaminy z uzyciem sonikacji

i formaldehydu)

Ekstruzja - dtuzszy okres przydatnosci - kosztowna, 150 +2000 do 94 Desai i Jin Park,
(Olej rozproszony oleju do spozycia - konieczno$¢ stosowania 2005
w polimerowej masie, w poroOwnaniu z metoda wysokiej temperatury Soliman i in., 2013
przettoczony i wysuszony) susz. rozpylowego i wysokiego ci$nienia
Suszenie rozpylowe - tania, - wysoka temperatura 5+150 do 99 Bakry i in., 2016
(Mikrosfery w postaci proszku) - szybka, w komorze suszarni, Sanguansri i in.,

- tatwa do przeskalowania, - koniecznos¢ tworzenia emulsji 2013

- praca w sposob ciagly i stosowania emulgatorow,

- niewielka liczba materialow
dobrze rozpuszczalnych
w wodzie do tworzenia otoczki

A\ MOST
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Tab. 2 cd. Porownanie cech ré6znych metod kapsutkowania oraz rozmiarow tworzonych za ich pomoca kapsutek.

Metoda kapsulkowania Zalety metody Wady metody Rozmiar Wydajnosé Literatura
(Forma gotowego produktu) kapsulek kapsulkowania
[nm] [%o]

Liofilizacja - nadaje si¢ do - kosztowna, 600 do 99 Anwar i Kuntz,
(Suche pellety) termolabilnych - czasochtonna, 2011

Zwigzkow - wysoka porowatos¢ Karaca i in., 2013a

nos$nika po suszeniu

Powlekanie zlozem - niskie koszty, - podwyzszona temperatura 300 + do 98 Madene i in., 2006
fluidalnym - intensywna podczas immobilizacji 10000 Anwar i in, 2010
(Suche kapsuiki z powtoka wymiana masy,
zawierajacg olej w nosniku) - duzy wybor nosnikow

do powlekania
Koacerwacja - nieskomplikowana, - wysokie koszty procesowe, 10+250 do99 Lason i
(Kapsutki z rdzeniem - tania, - czasochtonnos¢, Ogonowski, 2012

olejowym, powstate
w wyniku osadzenia
si¢ na nim czasteczek
koloidu w roztworze)

- wolna od rozpuszczalnikéw
organicznych,

- kapsutki o mniejszej
powierzchni
miedzyfazowej oleju
z otoczeniem 1 wigkszej
zawartos$ci oleju
w pordéwnaniu z suszeniem
rozpylowym (olej stanowi
do 99% masy kapsutki)

- tendencja do agregacji
mikrokapsutek, szczegdlnie
w skali techniczne;j

Agnihotri, 2012

A\ MOST

43


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

1.5.5. Nowe mozliwosci ochrony olejow jadalnych z wykorzystaniem hydrozeli

Podsumowujac powyzsze informacje, w podjetym toku badawczym zaproponowano
szybka  metode  wspoOlosiowa  pozwalajaca na  otrzymywanie  kapsulek
z olejem o $rednicy kilku milimetréw, ktérych ptaszcz stanowi chitozan w formie
hydrozelowej. Takie rozwigzanie jak dotad nie bylo przedmiotem badan naukowych
w probie przedluzania stabilnosci olejow jadalnych. Kluczowym czynnikiem zasady
dziatania proponowanej techniki jest wykorzystanie wtasciwosci fizykochemicznych
polimeru do szybkiego formowania zeli, jak dotad poznane i prezentowane najczesciej
na przykladzie oddziatywania alginianéw z dwuwarto$ciowymi kationami Ca®" (Pielesz,
2009). W dalszym ciggu nie zostal rozwigzany problem mozliwosci szybkiego
formowana hydrozeli zelatynowych pod wplywem wybranego bodzca, nawet
z udzialem odczynnikéw sieciujacych. Stad w technologii produkcji kapsulek
zelatynowych w dalszym ciggu stosuje si¢ tgczenie tego polimeru z plastyfikatorem,
gléwnie glicerolem, a nastepnie zgrzewanie dwoch wsteg materialu z umieszczonym
wewnatrz olejem.

Przeprowadzone przeze mnie wstepne badania nad mozliwoscig stosowania
dodatkow zelatyny rybnej w kompozytach z alginianem jako ptaszczem kapsulek
zawierajacych oleje jadalne wypadly negatywnie ze wzgledu na zelatyn¢ ulegajaca
rozpuszczeniu podczas przechowywania kapsutek w srodowisku wodnym. Zdolno$¢ do
szybkiego tworzenia zelu przez chitozan w prezentowanej metodzie kapsutkowania
osiggnigto wykorzystujac jego zdolnos¢ do przechodzenia w forme¢ mikrokrystaliczna,
czyli stracenie w postaci uwodnionego osadu z kwasnego roztworu, po umieszczeniu
uformowanej kapsutki z olejowym rdzeniem w zasadowym roztworze alkoholu
etylowego. Etanol wykorzystano jako dodatkowy czynnik desolwatujgcy tancuchy
polisacharydowe chitozanu. Dodatkowym atutem wykorzystanym podczas formowania
si¢ struktur typu kropla w kropli zawierajacych olej jest wykorzystanie oddziatywan
wynikajacych z hydrofobowej natury oleju 1 hydrofilowego charakteru chitozanowe;j
otoczki, co stabilizuje kapsutke nie tylko podczas formowania, ale takze w pierwszych
sekundach po jej zanurzeniu w rozworze utwardzajacym.

W badaniach nad wptywem kapsulkowania w otoczce chitozanowej na stabilnos¢
zamykanych olejow jadalnych jako model wykorzystano olej Iniany, ktéry jest

bardzo dobrym zrodlem niezbednych nienasyconych kwaséw tluszczowych n-3,
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zawierajacym ponad 50% kwasu a-linolenowego (ALA), ok. 21% jednonienasyconego
kwasu oleinowego oraz ok. 14% kwasu linolowego (LA). Sktad taki czyni olej Iniany
produktem szczeg6lnie podatnym na wczesne rozpoczecie procesOw utlenienia (Rubilar
1 in., 2012a). Ponadto olej ten wykazuje dziatanie przeciwutleniajace 1 przeciwzapalne
(Dagani 1 in., 2008). Wplywa tez pozytywnie na gospodarke lipidowa, obnizenie
stezenia cholesterolu catkowitego w surowicy krwi, niweluje choroby zapalne poprzez
zahamowanie prostaglandyny PGE2, a takze czynnikow, ktore sg uzyskiwane w wyniku
odpowiedzi na stan zapalny (Dzig¢ciat i Przystawski, 2013).

W celu poréwnania uzyskanych wynikéw testom poddano takze kapsuitki
formowane z wykorzystaniem alginianu sodu oraz rdzeniem z oleju rzepakowego

0 znacznie nizszej zawartosci wielonienasyconych kwasow  tluszczowych.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byla ocena mozliwosci wykorzystania chitozanu w nowatorskich
zastosowaniach ukierunkowanych na przemyst medyczny i1 spozywczy w postaci
materialow ksero- i hydrozelowych.

Oceniono mozliwos¢ konstruowania uniwersalnych kserozelowych matryc
chitozanowych o strukturze 1 wlasciwosciach wymaganych dla nowoczesnych
materiatlow opatrunkowych 1 programowalnej rozpuszczalnosci. Jako sktadniki
dodatkowe determinujace rozpuszczalno§¢ opatrunku na bazie chitozanu
zaproponowano: kolagen 1 zelatyn¢ otrzymane ze skoér dorsza, lososia i suma
afrykanskiego, a takze fosforylowang pochodng chitozanu.

Realizacja powyzszego celu posredniego obejmowata:

e izolacje kolagenu i zelatyny ze skor dorsza, tososia i suma afrykanskiego,
bedacych  produktem  ubocznym  przetworstwa  rybnego, dokonania
charakterystyki wtasciwosci fizykochemicznych otrzymanych biatek, a na tej
podstawie ocen¢ ich przydatnosci technologicznej do tworzenia kompozytow
z chitozanem jako potencjalnych materiatow opatrunkowych,

e ocen¢ mozliwo$ci modyfikacji wiasciwosci fizykochemicznych i bioaktywnych
kserozeli chitozanowych poprzez tworzenie kompozytéw tego polimeru
z kolagenami 1 Zelatynami otrzymanymi ze skor ryb,

e ocen¢ mozliwosci  modyfikacji  chitozanu = bezwodnikiem  kwasu
N-propylofosfonowego w celu otrzymania pochodnej polimeru rozpuszczalnej
w srodowisku wodnym o pH 7,

e ocen¢ mozliwos$ci modyfikacji wiasciwosci fizykochemicznych i1 bioaktywnych
kserozeli chitozanowych poprzez tworzenie kompozytéw tego polimeru
z fosforylowang pochodng chitozanu.

Oceniono mozliwo$¢ wykorzystania chitozanu w postaci hydrozelowej
membrany w pelnieniu funkcji ochronnej w stosunku do sktadnikoéw Zywno$ci na
przyktadzie olejow jadalnych. Zgodnie =z hipotezg badawczg zaproponowane
rozwigzanie techniczne ma na celu wykorzystanie nowatorskiej techniki kapsutkowania
wspotosiowego w przedtuzaniu stabilnosci oksydatywnej olejéw jadalnych, ze
szczegblnym uwzglednieniem wysokolinolenowego oleju Inianego tloczonego na
zimno. W badaniach tych chitozan wykorzystano jako ptaszcz kapsutek, tworzacy

barier¢ dla zamykanego wewnatrz oleju Inianego oraz rzepakowego o znacznie
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mniejszej zawartosci wielonienasyconych kwaséw thuszczonych. Do tej pory nie

sprawdzono jednak efektu ochronnego chitozanu w formie hydrozelowe; w takim

rozwigzaniu. Realizacja powyzszego celu posredniego obejmowala:

stworzenie prototypu aparatury stuzacej do kapsutkowania metodg wspotosiowa
1 ocena mozliwos$ci formowania struktur typu kropla w kropli o hydrofobowym
rdzeniu,

dobdr optymalnych warunkéw przeplywu poszczegdlnych mediow podczas
kapsutkowania,

ocena wpltywu wilgotnosci wzglednej na stopien zatrzymania oleju
w kapsutkach,

ocena wptywu podstawowych zmiennych kapsutkowania na stabilno$¢ olejow
Inianego 1 rzepakowego w tescie przechowywania,

ocena ochronnej roli ptaszcza chitozanowego i alginianowego na stabilno$¢
oksydacyjna olejow Inianego i1 rzepakowego podczas testu przyspieszonego
starzenia,

ocena ochronnej roli ptaszcza chitozanowego 1 alginianowego na stabilno$¢
oksydacyjng olejow Inianego 1 rzepakowego zawierajacych dodatek

przeciwutleniacza podczas testu przyspieszonego starzenia.
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3. CZESC EKSPERYMENTALNA
3.1. Materialy

Wykaz surowcow i1 odczynnikéw wykorzystanych do realizacji badan przedstawiono

w tabeli 3.

Tab. 3. Wykaz surowcow i odczynnikow wykorzystywanych podczas badan laboratoryjnych.

Nazwa odczynnika Pochodzenie

Kolagen z

dorsza battyckiego (Gadus morhua)

tososia atlantyckiego (Salmo salar)

suma afrykanskiego (Clarias gariepinus) Wytworzone z surowca - skory
Zelatyna z Morpol S.A.

dorsza battyckiego (Gadus morhua)

tososia atlantyckiego (Salmo salar)

suma afrykanskiego (Clarias gariepinus)

Olej rzepakowy rafinowany Kujawski ZT Kruszwica S.A.
Olej Iniany wysokolinolenowy Wielkopolski SemCo

Chlorek sodu

Chlorek wapnia
Chloroform

Etanol (96 % v/v)

Eter dietylowy

Eter naftowy

Kwas borowy(III)
Kwas chlorowy(VI)
Kwas mlekowy

Kwas octowy, lodowaty

Kwas siarkowy(VI) Avantor Performance Materials

Pol AL
Kwas solny oland 8

Metanol

Nadsiarczan amonu
n-propanol

Octan sodu

Perhydrol

Siarczan (VI) sodu
Skrobia rozpuszczalna
Trimetyloamina
Wodorotlenek potasu
Wodorotlenek sodu

Membrany do dializy Bionovo
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Benzyna ekstrakcyjna

Fenoloftaleina Chempur

Wegiel aktywny
Wskaznik Tashiro

Rozmaryn (Rosmarini folium) Flos

Azot (gaz)
Ditlenek wegla (gaz).

Linde Gaz Polska Sp. z o.0.

Bezwodnik kwasu N-propylofosfonowego (T3P)

) . . Merck
Mieszanina selenowa (katalizator)

Woda demineralizowana Mili-Q Mili-Q

Kwas cytrynowy P.P.H. Stanlab sp. z o.0.

ABTS

Alginian sodu

B-merkaptoetanol

Blekit bromofenolowy

Bufor fosforanowy

Chitozan MMW

Chloramina T

Chlorek zelaza (II)

Comassie Brilliant Blue R-250

DPPH

Ferrozyna

Glicyna

Hydroksybenzotriazol
Hydroksyprolina

Izooktan Sigma-Aldrich
Izopropanol

Jodek potasu

MTT

Nadsiarczan potasu

p-anizydyna

PBS

p-dimetyloaminobeznaldehyd (DABA)
PITC

SDS

TEA

TEMED

Tiosiarczan sodu

Tris

Zelatyna ze skory bydlecej 75, 175, 225, 300°Bloom

Akryloamid
R
Bisakryloamid vW
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Wykaz szczepdéw bakteryjnych i1 drozdzowych oraz linii komorkowych 1 pozywek

wykorzystanych do realizacji badan przedstawiono w tabeli 4.

Tab. 4. Wykaz szczepow 1 podlozy bakteryjnych wykorzystywanych w badaniach laboratoryjnych.
Pozywki po przygotowaniu sterylizowano w autoklawie w 120°C, przy ci$nieniu 1,5 atm przez 30 minut.

Dodatki dodawano do sterylnych pozywek przed przygotowaniem podtoza.

Nazwa podloza/szczepu

Producent

E. coli ATCC 25922
S. aureus ATCC 29213
C. albicans ATCC 10231

TCS Bioscience Ltd., Botolph
Claydon, Buck UK

Komoérki L-929 (NCTC clone 929: CCL 1,

American Type Culture Collection

ECACC No. 88102702, European
Collection of Cell Cultures, Salisbury,
Wiltshire SP4 0JG, UK

Bulion kazeinowo-sojowy (TSB)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Plodowa surowica cielgca (FCS)
Podloze Sabourauda

Pozywka Triptic Soy Agar (TSA)

Sigma-Aldrich

3.2. Aparatura

Wykaz aparatury laboratoryjnej wykorzystanej do realizacji badan przedstawiono

w tabeli 5.

Tab. 5. Wykaz aparatury wykorzystywanej podczas badan laboratoryjnych.

Nazwa

Producent

Aparatura do kapsulkowania metoda
wspotosiowa

Katedra Chemii, Technologii i
Biotechnologii Zywnosci WCH PG

Autoklaw Systec VB De Ville
Blender Omega 8004 BOSCH
Czytnik mikroptytek Hercules Bio-Rad
Destylarka z para wodna K-350 BUCHI
HPLC Agilent 1200 Series* Agilent
Inkubator z atmosterg CO, Binder
Inkubatory z wytrzasarkg KS 3000 Equimed
Komora laminarna BioTectum 1.2 ALCHEM
ADVANTAGE

Komora termostatyczna ST 1 BASIC Pol-Eko
Komora wilgotnosciowa HCP 108 Memmert
Lampa analityczna UV 254 nm 2x 6 W Merazet
Liofilizator CHRIST Alpha 1-4 LD Plus, CHRIST
Laznia wodna TC-502 Brookfield
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Maszyna wytrzymato$ciowa Instron model

Instron

5543

Mieszadlo magnetyczne MR Hei-Mix S Heidolph
Mieszadto magnetyczne z ptyta grzejng MR Heidolph
Hei-Tec

Mieszadlo mechaniczne RZR 2020 Heidolph
Mieszadlo mechaniczne specjalnej konstrukcji BIOMIX
BMX 10s (z wydragzonym watem)

Mikroskop optyczny EVOLUTION 100 z DELTA optical
przystawka HDCE-50B

Mikroskop optyczny odwrocony TELAVAL 3 Carl Zeiss
pH-metr (CP-315M) Elmetron

Piec do mineralizacji

Foss Tecator

Piec muflowy

MULTISERW-Morek

Pompa prozniowa KNF N811KN.18

Merck

Skaningowy kalorymetr roznicowy CSC 6300

Nano — DSC III*

Calorimetry Sciences Corp.

Skaningowy kalorymetr r6znicowy TA 3000

Mettler

Skaningowy mikroskop elektronowy Dual
Beam Versa 3D, FEI, wyposazony w dziato
elektronowe z emisja polowa tzw. FEG**

Labsoft

Spektrofotometr Helios o

Thermo Spectronic

Spektrometr FTIR Nicolet 8700%** Thermo Electron Corp
Suszarka laboratoryjna BINDER

Termoblok Grant

Urzadzenie do destylacji wody Mili-Q Milipore

Waga elektroniczna RADWAG
Wiskozymetr Brookfield’a — model DV-III+  Brookfield

Wiréwka laboratoryjna MPW-350R MPW Med Instruments
Wyparka prézniowa BiichiRotavapor R-134 ~ BUCHI

Vortex WL-1 DHN

Zestaw do ekstrakcji metoda Soxhleta Chemland

Zestaw do elektroforezy w zelu Syngen

poliakrylamidowym

* aparatura stanowigca wyposazenie laboratorium badawczego Centrum Doskonatosci ,,ChemBioFarm",
ktorego zakup zostal czeSciowo sfinansowany z funduszy strukturalnych Unii Europejskiej w ramach
Sektorowego Programu Operacyjnego — Wzrost Konkurencyjnosci Przedsigbiorstw (Wydziat Chemiczny

Politechniki Gdanskiej)

** aparatura stanowigca wyposazenie Akademickiego Centrum Materialow 1 Nanotechnologii,

AGH w Krakowie.

*#*% aparatura stanowigca wyposazenie Katedry Chemii Fizycznej PG.
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3.3. Postepowanie doswiadczalne

3.3.1. Przygotowanie i charakterystyka preparatow bialkowych
3.3.1.1. Izolacja kolagenu i zelatyny

Do izolacji kolagenu i zelatyny wykorzystano skory z suma afrykanskiego, tososia
i dorsza. Srednia dlugo$¢ ciata i masa ryb wynosita dla suma, odpowiednio, 0,7 m i 1
kg, dla tososia 0,8 m i 2,5 kg oraz dla dorsza 0,5 m 1 1 kg. Skory wykorzystane
do badan pochodzity od §wiezych ryb i zostaly od ich cial oddzielone mechanicznie.
W taki sam sposob ze skor oddzielono pozostatosci tkanki migsniowej. W dalszym
kroku skory zamrozono 1 wysuszono sublimacyjnie (0,94 mbar, temp. proby: 5°C, temp.
kondensatora: - 50°C). Z wysuszonych skor usunigto thuszcz zgodnie z metodyka
zaproponowang przez Tynek 1 wspdlpracownikow (2010), skoéry wyptukano,
a nastgpnie wyizolowano biatko zgodnie z przedstawionymi ponizej schematami
ideowymi.

Do izolacji kolagenu (Rys. 7) zastosowano metode -ekstrakcji kwasem
organicznym poprzedzong obrobka chemiczng, w celu usunigcia barwnikow 1 biatek
niekolagenowych oraz rozluznienia struktury wtokien izolowanego biatka (Sadowska,
1992). W pierwszym etapie mokre skory rozdrobniono nozyczkami chirurgicznymi
tworzac kwadraty o boku 3 cm. Pocigte skory poddano dziataniu wodorotlenku sodu
w celu rozpuszczenia biatek niekolagenowych. Supernatant z niepozadanymi biatkami
oddzielono od skor za pomocg sita, a skory przemyto zimng wodg destylowang (4°C)
do osiggniecia neutralnego odczynu. W kolejnym etapie surowiec poddano
wybarwianiu stosujac 3% roztwor perhydrolu w czasie 24 godzin i ponownie przemyto
woda destylowang do calkowitego wymycia rozpuszczonych barwnikow. Ekstrakcje
kolagenu prowadzono rozcienczonym roztworem kwasu octowego w warunkach
chlodniczych. Specznialg frakcje rozpuszczonego kolagenu oddzielono od
nierozpuszczonych pozostalo$ci za pomoca wirowania (2400 x g, 4°C, 30 min.).
Oddzielony  kolagen poddano  dializie @~w  celu  oczyszczenia  biatka
z matoczasteczkowych zwigzkow obecnych w preparacie z poprzednich etapow izolacji,
zamrozono 1 wysuszono sublimacyjnie. We wszystkich etapach izolacji zachowano
odpowiednio niska temperature - 4°C aby nie dopusci¢ do denaturacji biatkka. W celu
izolacji zelatyny (Rys. 8) skory ryb do momentu pierwszego etapu rozdrobnienia

przygotowano zgodnie z opisang powyzej metodyka izolacji kolagenu. Pocigte skory
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SKORY RYBIE

|

ROZDRABNIANIE
4°C
0,1 M NaOH, TRAWIENIE
(6:1, v/iw) 48 godz., 4°C
v
roztwor
SEPARACJA NaOH z biatkami
sito @ 3 mm, 4°C . .
niekolagenowymi
y
PRZEMYWANIE roztwor zwiazkow
H,0 5 godz., 4°C rozpuszczalnych
i w NaOH
WYBARWIANIE
3% H,0, 24 godz., 4°C
PRZEMYWANIE wodny roztwor
H,O ) o . .
godz., 4°C pigmentow
A\ 4
EKSTRAKCJA
0,5 M CH;COOH 7 godz,, 4°C
Y kolagen
SEPARACIJA nierozpuszczalny
30 min., 2400 x g, 4°C w 0,5 M kwasie
octowym

DIALIZA
7 dni. 2400 x g. 6°C

v

ZAMRAZANIE
24 godz., -20°C

!

LIOFILIZACJA
48 godz., 0,94 mbar

'

roztwor zwigzkow
0 matej masie
czasteczkowej

H,O

SUCHY KOLAGEN RYBI

Rys. 7. Schemat ideowy procesu otrzymywania kolagenu ze skor rybich (Sadowska, 2003).
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0,1 M NaCl
(6:1, v/iw)

2x

SKORY RYBIE

¢

ROZDRABNIANIE
4°C

v

—>

TRAWIENIE
48 godz., 4°C

v

SEPARACIJA
sito @ 3 mm, 4°C

v

H,O0 —

3 % H,0,

PRZEMYWANIE
5 godz., 4°C

A 4

—_—

WYBARWIANIE
24 godz., 4°

v

PRZEMY WANIE
1 godz., 4°C

A\ 4

H,0 (6:1, viw) ——»

*optymalna temperatura dla ekstrakcji zelatyny ze skér suma afrykanskiego

MIESZANIE
60 min., 45°C, (60°C*)

!

WIROWANIE
30 min. 10000 x g. 15°C

'

ZAMRAZANIE
24 godz., -20°C

LIOFILIZACJA
48 godz., 0,94 mbar

'

ZELATYNA RYBIA

roztwor
NaCl z biatkami
niekolagenowymi

roztwor zwigzkéw
rozpuszczalnych
w NaOH

wodny roztwor
pigmentow

biatkowa frakcja
nierozpuszczalna

H,O

Rys. 8. Schemat ideowy procesu otrzymywania zelatyny ze skor rybich (Kotodziejska i in., 2008).
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poddano dwom cyklom ptukania w roztworze chlorku sodu, a nast¢pnie
w wodzie destylowanej. W kolejnym etapie skory odbarwiono i ponownie wyptukano.
Ekstrakcje zelatyny prowadzono przez 60 minut, a nastgpnie zelatyn¢ oddzielano
W postaci supernatantu po etapie wirowania. Roztwor zelatyny zamrozono 1 wysuszono
sublimacyjnie. W charakterystyce zelatyn uwzgledniono takze preparaty uzyskane
poprzez cieplng denaturacje kolagenu uzyskanego zgodnie z metodyka przedstawiong
w rozdz. 3.2.1.1. Czas i temperatura denaturacji odpowiadaly warunkom ekstrakcji

zelatyny w wodzie bezposrednio z wstepnie przygotowanego surowca.
3.3.1.2. Wydajnos$¢ ekstrakcji kolagenu i zelatyny

Wydajnos¢ otrzymywania suchych preparatow zelatyny 1 kolagenu obliczono na
podstawie ponizszego rownania:
Mg
W (%) =—=- 100 (®)
Mp

gdzie:

M; - masa suchego surowca wykorzystanego do izolacji kolagenu/zelatyny po
odtluszczeniu (o sktadzie podstawowym zgodnym z danymi w tab. 7, rozdz. 4.1.1) [g],

Mp - masa suchego gotowego preparatu kolagenu/zelatyny [g].
3.3.1.3. Oznaczenie skladu podstawowego surowca

Do oznaczen sktadu podstawowego surowca do produkcji kolagenu/zelatyny
wykorzystano metody zawarte w Official Methods of Analysis of AOAC Internatonal
(Helrich, 1990). Sucha mas¢ oznaczono metoda suszarkowa w temperaturze 105°C.
Zawarto$¢ tluszczu oznaczono metoda Soxhleta, prowadzac ekstrakcje eterem
naftowym przez 6 godzin. Popidl oznaczono metoda wagowa polegajaca na spaleniu
probek w kwarcowych tyglach w ptomieniu palnika gazowego, a nastepnie ich
spopieleniu w piecu muflowym w temperaturze 650°C. Zawarto$§¢ azotu ogodtem

oznaczono metoda Kjeldahla wg PN-75/A-04018.

3.3.1.4. Oznaczanie zawartosci hydroksyproliny i wyznaczenie wspolczynnikow

przeliczeniowych azotu na bialko

Zawarto$¢ hydroksyproliny (Hyp) w surowcu oraz preparatach biatkowych oznaczono

na podstawie normy PN ISO 3496:2000. Hydroliz¢ znanej masy probki kolagenu

55


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

przeprowadzono w szczelnie zamknietych szklanych amputkach z teflonowymi
nakretkami w $rodowisku 6 M kwasu solnego w temp. 105°C przez 6 godzin. Po tym
czasie ostudzone probki przesgczono przez karbowany saczek z weglem aktywnym do
kolbek miarowych. Objetos¢ kolbek nalezato dobra¢ adekwatnie do zawartoSci
kolagenu w probce, tak aby koncowe stezenie Hyp znalazto si¢ w zakresie 0,5 + 2,0
ng/mL. Nastepnie klarowne roztwory zneutralizowano wodorotlenkiem sodu wobec
fenoloftaleiny.

W 500 mL wody destylowanej rozpuszczono 26 g kwasu cytrynowego
monowodnego, 14 g wodorotlenku sodu i 78 g bezwodnego octanu sodu w celu
sporzadzenia roztworu buforowego. Roztwdr przeniesiono do kolby miarowej
o pojemnosci 1000 mL, dodano 250 mL n-propanolu i uzupetniono do kreski woda
destylowana. W gotowym buforze rozpuszczono chloraming T w ilosci 0,141 g na 10
mL roztworu. Nastepnie przygotowano roztwodr barwigcy: 1 g DABA rozpuszczono
w 6,5 mL 60% kwasu chlorowego(VII) 60% 1 sukcesywnie dodawano 3,5 mL
izopropanolu.

W szklanej wialce o pojemnosci 20 mL umieszczono 2 mL badanego roztworu,
a nastepnie dodano 1 mL roztworu chloraminy T. Reakcj¢ utleniania Hyp prowadzono
przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Do roztworu utlenionej Hyp, otrzymanego
w poprzednim etapie, dodano 1 mL roztworu barwigcego. Wialki szczelnie zamknigto
1 umieszczono w tazni o temperaturze 60°C na 20 minut. Stezenie Hyp wyznaczono na
podstawie pomiaru absorbancji barwne] pochodnej aminokwasu, proby odniesienia
(przygotowanej w ten sam sposob, ale bez dodatku wzorca) oraz obliczeniu st¢zenia na
podstawie przygotowanej wczesniej zaleznoSci warto$ci absorbancji od stezenia Hyp.
Pomiar absorbancji prowadzono przy dtugosci fali rownej 558 nm.

Przeliczniki azotu na biatko dla kazdego z surowcdéw wyznaczono na podstawie
skladu aminokwasowego oraz na podstawie roéznicy w zawartosci Hyp
W surowcu 1 otrzymanym preparacie biatkowym oczyszczanym z wykorzystaniem

dializy.
3.3.1.5. Oznaczenie skladu aminokwasowego preparatow bialkowych

Suche preparaty kolagenowe poddano hydrolizie w atmosferze pozbawionej tlenu
z uzyciem 6 M kwasu solnego, w temp. 110°C przez 24 godziny. Uwolnione

aminokwasy przeksztalono nastgpnie w fenylotiokarbamidowe (PTC) pochodne
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(McClung 1 Frankenberger, 1988) 1 analizowano technika wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z wykorzystaniem kolumny PicoTag 3,9 x 300 mm. Analize
prowadzono w systemie elucji gradientowej. Jako eluent A zastosowano 0,14 M octan
sodu zawierajacy 0,5 mL/L TEA o pH 6,35. Eluentem B byt 60% roztwoér acetonitrylu
w wodzie destylowanej. Podczas 10 minutowego rozdzialu chromatograficznego
zastosowano gradient eluentu B w zakresie 10% + 50%. Objetos¢ probki dozowanej na
kolumne wynosita 8 plL, a przeptyw eluentu przez kolumng wynosit 1 mL/min.
Detekcje aminokwasow prowadzono przy dlugosci fali rownej 254 nm. Proces
rozdzialu monitorowano za pomocg oprogramowania Waters Millenium 32

Chromatography Software v. 4,0.
3.3.1.6. Analiza struktury chemicznej kolagenow

Analizg¢ struktury chemicznej preparatow wykonano stosujac  spektroskopig
w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR). Do przeprowadzenia pomiarow
zastosowano spektrometr FTIR Nicolet 8700; Thermo Electron Corp., Waltham, MA,
wyposazony w  przystawke GoldenGate ATR z krysztalem diamentu
o pojedynczym odbiciu. Temperatura krysztalu byta utrzymywana na poziomie 25,0 +
0,1°C za pomocg automatycznego regulatora temperatury, potaczonego z elementem
ATR. W kazdym pomiarze zbierano 64 skany przy rozdzielczosci 4 cm™
i zakresie dhugosci fali 4000 + 750 cm™. Do pomiaru wykorzystano suche probki
preparatow. Po uzyskaniu wszystkich widm FTIR dla kazdego powtdrzenia badanych

probek 1 odjeciu tta, obliczono $rednig wartos¢ widma. Préby przed wykonaniem

pomiaréw kondycjonowano w eksykatorze w obecnosci P>Os przez 5 dni.
3.3.1.7. Elektroforeza SDS-PAGE

Elektroforeze prowadzono w zelu poliakrylamidowym nieciggtym, ztozonym z warstwy
8% zelu rozdzielajacego i 5% zelu zageszczajacego. Zel rozdzielajacy przygotowano
przez zmieszanie 4,6 mL wody destylowanej, 2,7 mL 30% roztworu akrylamidu, 2,5
mL buforu 1,5M Tris-HCI o pH 8,8, 0,1 mL 10% SDSu, 0,1 mL 10% roztworu
nadsiarczanu amonu i 0,006 mL TEMEDu. Zel zaggszczajacy przygotowano przez
zmieszanie 5,5 mL wody destylowanej, 1,3 mL 30% roztworu akrylamidu, 1 mL 0,5M
buforu Tris-HCI o pH 6,8, 0,08 mL 10% SDSu, 0,08 mL 10% roztworu nadsiarczanu
amonu 1 0,008 mL TEMEDu. Pobki kolagendow o stezeniu 10 mg/mL przygotowano
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przez rozpuszczenie biatek w 1,5M buforze Tris-HCl o pH 6,8, zawierajacym 2% SDSu
1 5% B-merkaptoetanolu, 25% glicerolu 1 0,5 % biekitu bromofenolowego. Nastgpnie
probki inkubowano przez 10 minut w 50°C w celu denaturacji biatek. Prébki nanoszono
do studzieneck w objetosci po 10 pL. Elektroforeze prowadzono w buforze
zawierajacym 25 mM Tris-HCl, 192 mM glicyne 1 0,1% SDS w temperaturze
pokojowej przy natezeniu pradu 50 mA. Po zakonczeniu elektroforezy, zel barwiono
przez 1 godzing odczynnikiem barwiagcym o stezeniu 0,1% rozpuszczonym
w mieszaninic wody destylowanej, metanolu 1 kwasu octowego w stosunku
objetosciowym 4:5:1. W celu odbarwienia tla, zel przemywano mieszaning wody
destylowanej, metanolu i kwasu octowego w stosunku obje¢tosciowym 1:8:1 (Laemmli,

1970; Eckert, 2013).
3.3.1.8. Oznaczanie temperatury denaturacji, skurczu i topnienia kolagenu

Temperature denaturacji kolagenu wyznaczono metodami wiskozymetryczng oraz
skaningowej kalorymetrii roznicowe;.

Wiskozymetryczng temperature denaturacji kolagenu oznaczono na podstawie
pomiaru lepkosci wiskozymetrem Brookfield’a, przy uzyciu wrzeciona LV SC4 — 27
i szybkosci $cinania 33,00 s™'. Wysuszone sublimacyjnie proby kolagenu o stezeniu 20
mg/mL rozpuszczono w 0,5 M kwasie octowym, w temp. 4°C. Roztwor mieszano
mieszadtem magnetycznym przez 2 godziny. Pomiar wykonano w zakresie temperatur
18 = 38°C, 5 + 25°C 1 20 + 22°C, odpowiednio, dla kolagenéw ze skér suma, tososia
1 dorsza. Przyrost temperatury wynosit 0,5°C/minute. Objetos¢ proby uzytej do
oznaczen wynosita 10,4 mL.

Do oznaczenia temperatury denaturacji metoda kalorymetryczng wykorzystano
roznicowy kalorymetr skaningowy (N — DSC III) CSC. Proby kolagenu o st¢zeniu 10
mg/mL rozpuszczono w temperaturze 4°C. Po rozpuszczeniu biatka przeprowadzono
dialize, wykorzystujac jako rozpuszczalnik 0,5 M kwas octowy. Dialize¢ prowadzono 96
godzin w 4°C. W kolejnym etapie proby odwirowano w celu oddzielenia frakcji
rozpuszczalne] od nierozpuszczalnej. Pomiar temperatury denaturacji prowadzono
w zakresie temperatur 2 + 60°C, z szybko$cig ogrzewania 1°C/minutg.

Temperatury topnienia 1 skurczu widkien kolagenowych wyznaczono przy
uzyciu skaningowej kalorymetrii réznicowej, z zastosowaniem kalorymetru TA 3000

firmy Mettler. W celu wykonania pomiaru, suche preparaty nawazano do aluminiowych
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tygielkéw w ilosci 1 = 2 mg. Pomiar temperatury topnienia wykonano w zakresie
temperatur 25 + 140°C, z szybkoscig grzania 5°C/minut¢. Pomiar temperatury skurczu
wykonano w zakresie temperatur 25 + 50°C, z szybko$cig grzania 1°C/minute.
W drugim przypadku biatka zawieszano w 20 pL 0,05 M kwasu octowego

1 szczelnie zamykano tygle.
3.3.1.9. Oznaczanie twardosci zZeli zelatynowych

Twardo$¢ zeli zelatynowych oznaczono za pomoca uniwersalnej maszyny
wytrzymatoéciowej Instron. Zelatyny z trzech surowcow uzyskane metoda ekstrakcji
wodg oraz denaturacji kolagenu odwazono w ilosci potrzebnej do przygotowania
roztworu o stezeniu 6,67%, w standardowych butelkach Bloom zaopatrzonych
w zatyczki. Otrzymane zawiesiny wymieszano 1 pozostawiono do spgcznienia przez 3
godziny w temperaturze pokojowej. Butelki ze specznialy zelatyng umieszczono w tazni
o temp. 65°C na czas 20 minut, od czasu do czasu mieszajac ich zawartosé¢
w celu catkowitego rozpuszczenia biatka. Po wyciagnigciu naczyn z zelatynami z tazni,
pozostawiono je przez 15 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie
kondycjonowano w tazni wodnej o temp. 10°C przez 16 godzin. W taki sam sposob
przygotowano zele z zelatyn wzorcowych o znanych twardosciach: 75, 175, 225
1 300°Bloom. Nastepnie przygotowane zele poddano $ciskaniu trzpieniem aparatu
o $rednicy 0,5" z predkoscig 0,5 mm/s na glgboko$¢ 4 mm. Twardos$¢ zelu wyznaczono
w oparciu o rownanie krzywej zaleznosci twardosci w skali Bloom od warto$ci
przypisane] maksimum piku zarejestrowanego podczas pierwszego cyklu Sciskania

proby.
3.3.1.10. Oznaczanie temperatury topnienia zelatyny

Temperaturg topnienia zelatyny wyznaczono w oparciu o metod¢ Wainewrighta (1977).
W pierwsze] kolejnosci przygotowano zele zgodnie z metodyka opisang w rozdz.
3.2.1.9. Nastgpnie na powierzchni¢ Zelu naniesiono kilka kropli mieszaniny
zawierajacej 75% chloroformu i 25% czerwonego barwnika, zel umieszczono w tazni
wodnej w temp. 10°C 1 zwigkszano temperatur¢ tazni z predkoscig 0,2°C/min. Za
temperature topnienia przyjeto temperature, dla ktorej krople barwnika zaczety

swobodnie poruszac si¢ w objetosci badanego zelu (Ninan 1 in., 2014).
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3.3.1.11. Ocena zdolnoSci zelowania Zelatyny

Ocen¢ zdolno$ci zelatowania otrzymanych zelatyn dokonano na postawie metodyki
zaproponowanej przez Muyonga 1 wspotpracownikow (2004). Roztwor zelatyny
o stezeniu 10% (w/w) przygotowano w cienko$ciennej probdwce o wymiarach 12 x 75
mm, zgodnie z metodyka opisang w rozdz. 3.2.1.9. Rozpuszczong probke umieszczono
w tazni wodnej o temperaturze 40°C 1 rozpoczeto jej chtodzenie z predkoscig
0,2°C/min. W probce umieszczono termometr, ktory wyjmowano z roztworu zelatyny
w 30 sekundowych odstepach w celu okreslenia czasu przejscia roztworu w zel.
Temperatur¢ mieszaniny, w ktorej roztwor zelatyny przestat sptywaé¢ z konca
termometru rejestrowano jako temperatur¢ zelowania biatka. Czas zelowania zelatyn
okreslono wykorzystujac te¢ sama procedure analityczng. Rozpuszczong probke zelatyny
umieszczano w lazni wodnej o temp. 10°C, a nastgpnie do roztworu biatka
wprowadzono cienkg bagietke, ktéra wyciggano z roztworu co 15 sekund. Czas,
w ktorym bagietka nie mogta odlaczy¢ si¢ od roztworu zelatyny rejestrowano jako czas
zelowania. Na podstawie uzyskanych punktéw pomiarowych dla kazdego z badanych
biatek stworzono wykres zalezno$ci temperatury zelowania od czasu zelowania.
Pozwala to na wyznaczenie czasu potrzebnego do zzelowania bialtka w okreslonej

temperaturze.
3.3.2. Przygotowanie i charakterystyka chitozanowych materialow kserozelowych
3.3.2.1. Modyfikacja chitozanu

Modyfikacje chitozanu przeprowadzono zgodnie z metodyka zaproponowang przez
Kumara 1 wspodlpracownikow (2013). Do mieszaniny 15,89 g bezwodnika
N-propylofosfonowego 1 3,72 g hydroksybenzotriazolu dodano 3,68 g trimetyloaminy.
Reagenty mieszano przez 2 godziny w temp. 30°C, po czym do mieszaniny dodano 20 g
wody destylowanej 1 5 g chitozanu przez 24 godz. utrzymujac temp. 30°C.
Modyfikowany chitozan oczyszczono z mieszaniny reakcyjnej nadmiarem acetonu
1 przemyto mieszaning metanol:aceton uZzyta w stosunku objetosciowym 1:1,
wykorzystujagc do tego celu zestaw do s3aczenia pod zmniejszonym cisnieniem.
Przemywanie zakonczono w momencie, kiedy kolejna objetos¢ mieszaniny

rozpuszczalnikéw nie ulegata zabarwieniu przez mieszaning poreakcyjna.
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3.3.2.2. Przygotowanie roztworu chitozanu niemodyfikowanego

Roztwér chitozanu niemodyfikowanego przygotowywano wykorzystujac metode
rozpuszczania polimeru w wodzie destylowanej nasycanej ditenkiem wegla (Gorezyca
iin., 2014). W tym celu 1,5 g chitozanu rozpuszczano w 100 mL 0,1 M roztworu kwasu
mlekowego, po czym dodawano stopniowo 0,5 M roztworu wodorotlenku sodu, przy
cigglym mieszaniu, do momentu osiaggnigcia pH 8,5, w ktorym nastepuje catkowite
stragcenie chitozanu z roztworu. Osad odwirowano (9000 x g, 30 min), trzykrotnie
przemyto woda destylowang i ponownie odwirowano. Uzyskany osad wazono
1 zawieszano w wodzie destylowanej, tak aby catkowita masa roztworu wraz z osadem
wynosita 150 g. Przygotowang zawiesing osadu mieszano z wykorzystaniem mieszadia
mechanicznego wyposazonego w dyfuzor, nasycajac jednoczesnie ditlenkiem wegla do

momentu catkowitego rozpuszczenia osadu.
3.3.2.3. Otrzymywanie kompozytéw chitozanowych

Sktad  kompozytow chitozanowych ~ poddanych  testom  przedstawiono

w tabeli 6.

Tab. 6. Zestawienie testow wykonanych do oceny wtasciwos$ci otrzymanych kompozytéw chitozanowych
oraz odpowiadajgce im warianty prob .

Zawartos$¢é chitozanu

Material modyfikowanego w Badane wlasciwos$¢ materiatlu
suchym kompozycie [%]
CHI (kontrola) 0 morfologia (SEM*, porowato$¢)

struktura chemiczna (FTIR)**

p—CHIz5 25 ;. ;s .
wlasciwosci mechaniczne

p-CHlsg 50 (twardos¢, elastycznosc)

p-CHIs 75 wlasciwosci cytotoksyczne®**
wlasciwosci

p-CHlI g0 100 przeciwutleniajace™®**

CHI (kontrola) 0 chionnogé

p-CHI;s 15 rozpuszczalno$é

p-CHI,s 25 wlasciwosci

p-CHIy 40 przeciwdrobnoustrojowe

* z wyjatkiem proby p-CHIs,
** z wyjatkiem prob p-CHI,s 1 p-CHIys,
*#%* 7z wyjatkiem prob p-CHl,s, p-CHIso 1 p-CHIs.
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Materialty wykonane wytacznie z chitozanu niemodyfikowanego oznaczono skrotem
CHI, natomiast materialy zawierajace okreslony dodatek modyfikowanej pochodnej
chitozanu jako p-CHI;, w ktoérych indeks ,.x” oznacza procentowy udzial masowy
fosforylowanej pochodnej w kompozycie.

Chitozan modyfikowany odczynnikiem T3P rozpuszczono w odpowiedniej
ilosci wody do uzyskania stezenia 2%, wykorzystujac w tym celu mieszadto
mechaniczne. 1% roztwor chitozanu niemodyfikowanego przygotowywano zgodnie
z metodyka opisang w rozdz. 3.2.2.2. Tak przygotowane roztwory chitozanow laczono
ze sobg za pomocg mieszadta mechanicznego wedtug ustalonych stosunkéw masowych
(Tab. 6), a nastgpnie przelewano do ptytek 12-dotkowych, zamrazano i suszono

sublimacyjnie (0,94 mbar, temp. proby: 20°C, temp. kondensatora: - 50°C.

3.3.2.4. Morfologia materialow kserozelowych

Zmiany w morfologii powierzchni materialdw powstate na skutek modyfikacji
chitozanu  grupami  fosforowymi  pochodzacymi z  bezwodnika  kwasu
N-propylofosfonowego zbadano technika skaningowej mikroskopii elektronowe;j
(SEM). Badane proby obrazowano skaningowym mikroskopem elektronowym,
wyposazonym w dzialo elektronowe z emisja polowa tzw. FEG w trybie wysokiej

proézni przy napigciu przyspieszajacym wiazki 5 kV oraz pradzie 1,6 lub 3,3 pA.
3.3.2.5. Porowatos$¢ kserozeli

Porowato$¢  kserozeli  chitozanowych  wyznaczono na podstawie metody
zaprezentowanej przez Yang'a i wspotpracownikow (2010). Przygotowane wczesniej
roztwory chitozanéw w odpowiednim stosunku masowym (wg. 3.2.2.3), przelano do
form w ksztalcie walca o S$rednicy podstawy 2,5 cm 1 wysokosci 2 cm, zamrozono
1 wysuszono sublimacyjnie. Suche proby zwazono, a nastgpnie umieszczono w ptytkach
dotkowych 1 zalano etanolem w taki sposob, aby w calosci byly one zanurzone
w alkoholu. Ptytki z prébami zamknigto, aby zapobiec parowaniu etanolu
1 przechowywano w temperaturze 25°C przez 24 godz., a nastgpnie ponownie zwazono.
Porowato$¢ obliczono na podstawie rownania:

P (%) = % 100 9)

gdzie:
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P — porowato$¢ materiatu [%],
W»4 — masa materiatu po 24 godz. inkubacji w etanolu [g],
W — masa poczatkowa materiatu [g],

p — gestos¢ etanolu w 25°C [0,803 g/mL].
3.3.2.6. Opis struktury chemicznej

Do wykonania analizy struktury chemicznej materiatow wykorzystano spektroskopi¢
w podczerwieni z transformacja Fouriera. Pomiary wykonano zgodnie z metodyka

opisang w rozdz. 3.2.1.6.
3.3.2.7. Wlasciwos$ci mechaniczne kserozeli

Wtlasciwosci mechaniczne materiatow chitozanowych badano z wykorzystaniem
uniwersalnej maszyny wytrzymatosciowej Instron, zgodnie z powszechnie stosowang
metodologia (Bi1in., 2011; Hoyer i in. 2012).

Cylindryczne formy materiatéw poddawano dwukrotnemu $ciskaniu do 50%
odksztalcenia. Site powstajaca w trakcie $Sciskania mierzono przy szybkosci przesuwu
glowicy 0,5 mm/s. W oparciu o uzyskane wyniki wyznaczono warto$ci parametrow
profilu tekstury: twardo$¢ oraz elastyczno$¢ - szybko$¢ odzyskiwania ksztaltu po
$ci$nieciu. Wyniki pomiardw stanowig warto$¢ §rednig uzyskang z 5 pieciu powtorzen

niezaleznych prob.
3.3.2.8. Chlonnos¢ materialow

Do badania chtonnosci chitozanowych gabek wykorzystano metode grawimetryczng
zgodng z normg PN-EN 13726-1:2005. Chtonno$¢ mierzono poprzez dwukrotne
wazenie materiatow: przed zanurzeniem oraz po inkubacji w wodnym roztworze soli,
imitujacym ptyn fizjologiczny. Roztwor ten przygotowano poprzez rozpuszczenie 8,298
g NaCl 1 0,368 g CaCl,-2H,O w 1000 mL wody destylowanej. Probki zwazono,
a nastepnie inkubowano przez 24 godz. w 37°C w roztworze soli, w szczelnie
zamknietych falkonach. Po inkubacji kazda z gabek powtornie wazono, poprzedzajac
ten etap 30-sekundowa przerwa po wyciagnieciu materiatu z roztworu, w celu usunigcia

jego niewchtonietego nadmiaru. Chtonno$¢ materiatu obliczono wedtug réwnania:

S(g/g) = == (10)

Wo
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gdzie:
S — chtonnos$¢ materiatu [g/g],
w1 — masa materialu po 24 godz. inkubacji w roztworze soli [g],

Wwo — masa poczatkowa materiatu [g].
3.3.2.9. Rozpuszczalno$¢ materialow w roztworze imitujacym plyn fizjologiczny

Rozpuszczalno$¢ materiatow zbadano wykorzystujac metodg grawimetryczng z norma
PN-EN 13726-1:2005. Gabki zanurzono w wodnym roztworze soli imitujagcym ptyn
fizjologiczny. Roztwdr ten przygotowano poprzez rozpuszczenie 8,298 g NaCl i 0,368 g
CaCl,-2H,O w 1000 mL wody destylowanej. Probki zwazono i poddano inkubacji
w 37°C. Badane materialy wyjmowano po jednym 1 siedmiu dniach inkubacji
z roztworu soli, zamrazano 1 suszono, po czym ponownie wazono. Rozpuszczalnosé

w roztworze imitujacym ptyn fizjologiczny obliczono wedtug rownania:

w0—w2

D(%) - w0

- 100 (11)

gdzie:
D — rozpuszczalno$¢ materiatu [%],
Wy - masa poczatkowa materiatu [g],

W, — masa materiatu po suszeniu sublimacyjnym [g].
3.3.3. Oznaczanie wlasciwosci przeciwutleniajacych kserozeli

Zdolnos¢ otrzymanych materialdow do neutralizacji kationo-rodnikow ABTS i1 wolnych
rodnikow tlenowych DPPH badano wedlug zmodyfikowanej metody zaproponowane;j
przez Re 1 wspoOtpracownikdéw (1999). W tym celu probki o réznej masie testowych
materiatlow zawieszano w 5 mL przygotowanego uprzednio roztworu ABTS,
rozcienczonego metanolem do warto$ci absorbancji réwnej 1,00 + 0,01 przy dtugosci
fali 734 nm i roztworu DPPH rozcienczonego metanolem do wartosci absorbancji
réwnej 1,00 = 0,01przy dlugosci fali 540 nm, a nastgpnie inkubowano przez 2 godz.
w ciemnosci, w temp. 37°C przy cigglym delikatnym wytrzgsaniu. Roztwér ABTS
przygotowywano przez rozpuszczenie 3,48 g soli ABTS 1 0,66 g nadsiarczanu potasu
w 0,01 M buforze fosforanowym o pH 7,4 i inkubacje w ciemnos$ci przez 15 godz.

w temperaturze pokojowej. Roztwor DPPH przygotowano przez bezposrednie
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rozpuszczenie odczynnika w metanolu. Stopien neutralizacji (SN) kationo-rodnika

ABTS i rodnika DPPH wyznaczano wedtug rownania:
—[1 = 2e].
SN =1 Ak] 100 (12)

gdzie:

SN - stopien neutralizacji kationo-rodnika ABTS lub rodnika DPPH [%],
A, - absorbancja proby badane;j,

A - absorbancja proby kontrolne;.

W oparciu o réwnanie regresji liniowej wyznaczano wartos¢ ECsy, jako masg
proby materialu potrzebna do neutralizacji 50% rodnika zawartego w 1 mL roztworu
ABTS Iub DPPH po 2 godzinach inkubacji. Kontrolg stanowit odpowiednio roztwor
kationo-rodnika ABTS lub roztwor rodnika DPPH. Kazdy eksperyment powtarzano trzy

razy.
3.3.4. Oznaczanie zdolnosci kserozeli do sorpcji jonéw metali

Zdolnos$¢ sorpcji jonoOw metali przez materiaty kserozelowe oceniono na podstawie
zdolnos$ci do chelatowania jonoéw Fe’™ w oparciu o metode opisana przez Yen
1 wspolpracownikow (2008). W tym celu probki o réznej masie testowych materiatow
zawieszano w 4 mL roztworu stanowiacego kompleks ferrozyny z jonami Fe®',
inkubowano w ciemnos$ci przez 2 godz. w temp. 37°C, przy cigglym delikatnym
wytrzasaniu. Roztwor ferrozyny z jonami Fe*" otrzymywano przez zmieszanie 3,7 mL
metanolu, 0,1 mL 2mM metanolowego roztworu FeCl, i 0,2 mL 5mM wodnego
roztworu ferrozyny. Roztwor rozcienczano metanolem do wartosci absorbancji rowne;j
1,00 £ 0,01 przy dlugosci fali 540 nm. Stopien chelatowania (SC) jondéw Fe*"

wyznaczano wedtug rownania:

sc=[1- i—i] - 100 (13)

gdzie:

SC - stopien chelatowania jonow Fe** [%],
A, - absorbancja proby badanej,

A - absorbancja proby kontrolne;.
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W oparciu o réwnanie regresji liniowej wyznaczano wartos¢ ECsy, jako masg
proby materiatu potrzebng do chelatowania 50% kationow Fe** zawartych w 1 mL ich
roztworu po 2 godz. inkubacji. Kontrole stanowit roztwoér kompleksu jonow Fe**

z ferrozyng. Kazdy eksperyment powtarzano trzy razy.
3.3.4.1. Oznaczanie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych kserozeli

Wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe materiatbw wykonano zgodnie z normg JIS L
1902 z drobnymi modyfikacjami. W pierwszym etapie od$wiezono hodowle bakterii
Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli na ptytkach z podlozem TSB oraz drozdzy
C. albicans na podtozu Sabourauda. W tym celu jedno oczko ezy przesiano na podtoze
state i inkubowano w cieplarce w temp. 37 C przez 24 godz. Z hodowli na ptytce
przygotowano zawiesiny komorek w roztworze PBS o liczebnosci w przedziale od 1,5 x
10" do 5x 10’ CFU/ ml w przypadku bakterii oraz 0,5 x 10° do 2 x 10° CFU/ml
w przypadku drozdzy. Liczebno$¢ komoérek w zawiesinie okreslano na podstawie
spektrofotometrycznego pomiaru gestosci (OD), ktéra mierzona dla zawiesiny bakterii
przy dtugosci fali 600 nm wynosita 0,08 + 0,1, natomiast dla drozdzy mierzona przy
dhugosci fali 660 nm wynosita 0,1. Z testowanych materialdéw wycieto kwadraty o boku
2,5 cm i grubosci 0,5 cm i jalowiono je $wiattem UV przez 30 minut. Kwadraty
umieszczano w jatlowej wodzie destylowanej, a po czasie 1 godz. przenoszono na plytki
Petriego. Na kazdym z kwadratow umieszczonych na ptytkach Petriego rozprowadzono
rownomiernie po 0,2 mL inokulum. Bezposrednio po inokulacji materialy kontrolne
przenoszono do 10 mL roztworu PBS i1 wytrzasano pigciokrotnie po 5 sekund przy
uzyciu worteksa. Wykonano seryjne dziesigciokrotne rozcienczenia oraz posiewy na
podtozu TSA. Plytki inkubowano w cieplarce 24 godz. w temp. 37 C. Materiaty badane
inkubowano z inokulum w cieplarce przez 24 godz. w temp. 37 C, a nastepnie
wykonywano dla nich takg samg procedure jak dla prob. Po inkubacji zliczano kolonie
bakteryjne 1 drozdzowe, ktore wyrosty na ptytkach Petriego z odpowiednimi podtozami.
Do obliczenia liczby komodrek przypadajacej na mL zawiesiny wyjSciowej
wykorzystano wyniki zliczen kolonii, ktorych ilos¢ po inkubacji na ptytkach miescita
si¢ w zakresie 30 + 300 jednostek. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa w skali

logarytmicznej obliczono wedtug rownania:

R =log? (14)
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gdzie:
R - warto$¢ aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w skali logarytmicznej,
B - $rednia liczba zywych komorek w probee kontrolnej po 24 godzinach,

C - $rednia liczba zywych komorek w probce badanej po 24 godzinach.

Aktywno$¢  przeciwdrobnoustrojowa, okre§long jako procent redukcji
bakterii/drozdzy przez kompozyty chitozanowe w stosunku do materiatu kontrolnego,
obliczono wiedzac, ze redukcja o jeden dwa i trzy stopnie logarytmiczne powoduje

odpowiednio 90, 99 i1 99,9% redukcj¢ wzrostu drobnoustrojow w skali procentowe;.
3.3.4.2. Oznaczanie cytotoksycznosci kserozeli wzgledem komorek 1.929

Cytotoksyczno§¢ otrzymanych materiatéw chitozanowych oceniano za pomoca
testu  redukcji  soli  tetrazolowej bromku = 3-(4,5-dimetylo-tiazol-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazolu (MTT) zgodnie z norma PN-EN ISO 10993-5:2009. Komorki
fibroblastéw mysich 1929 wysiano do 96-dotkowej plytki do hodowli tkankowe;,
w ilosci 1x10* komorek/studzienkg. Do studzienek peryferyjnych wprowadzono
wylacznie po 100 pL pozywki hodowlanej jako odniesienie. Komorki inkubowano
przez 24 godziny w temp. 37°C przy wilgotno$ci wzglednej >90%, w atmosferze
o stezeniu 5% CO,, w celu wytworzenia potpltynnej monowarstwy komorek (Coecke
1 in., 2005). Po 24-godzinnej inkubacji pozywke hodowlang usunigto znad komorek
1 dodano do nich po 100 pL pozywki, zawierajacej odpowiednie stezenie probek lub
pozytywna kontrolg, wywotujacg efekt cytotoksyczny. Jako kontrole pozytywna
wykorzystano 0,1% roztwor fenolu. Testowane materialty podawano do komorek
w postaci ekstraktow uzyskanych zgodnie z normg BS-EN ISO 10993—12:2004. Probki
materiatéw chitozanowych wykonanych w 100% z polimeru modyfikowanego oraz
niemodyfikowanego zawieszono w soli fizjologiczne; w ilosci 0,2 g/mL. Ekstrakcje
prowadzono w sterylnych pojemnikach z zamknigciem w temp. 37 = 1°C przez 24
godziny. Zamknigte probki po zakonczonej ekstrakcji poddawano wirowaniu (1000 x g,
3 min.) w celu ufatwienia poboru probki podawanej komorkom. Po kolejnych 24
godzinach inkubacji zbadano zywotno$¢ 1 morfologie komorek. Zdjecia komorek
wykonano mikroskopem optycznym przy powigkszeniu 125x. Znad hodowli usunigto
pozywki zawierajace dodatek ekstraktow, a nastepnie do dotkoéw plytki naniesiono po
50 pL roztworu MTT. Ptytke inkubowano przez 2 godziny w temp. 37°C w atmosferze
o stezeniu 5% CO,. Po inkubacji roztwor MTT usunigto z dotkow, a krysztaty
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formazanu w kazdej studzience zawieszono w 100 pL izopropanolu. Plytke
z komorkami wytrzgsano przez 10 minut, a nastgpnie zmierzono absorbcj¢ za pomocg
czytnika ptytek przy dlugosci fali 570 nm. Eksperyment wykonano w trzech
powtdrzeniach. Ilos¢ powstalego niebieskofioletowego formazanu, mierzonego
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 570 nm byla zalezna od liczby zywych
komoérek po zakonczonej inkubacji. Zywotno$¢ komorek poddanych dzialaniu
ekstraktow chitozanu modyfikowanego w rozcienczeniach 1:1, 1:51 1:10 w stosunku do
ilosci dodawanej pozywki hodowlanej i w odniesieniu do préby $lepej obliczono

wedtug rownania:

Zywotno$¢ komérek (%) = 100 x ODs7g. / ODs7gp. (15)
gdzie:

ODs7(. - $rednia warto$¢ gestosci optycznej probek,
ODs70pc - $rednia warto$¢ gestosci optycznej pozytywnej kontroli (komorki 1.929)

w pozywce hodowlane;.
3.3.5. Przygotowanie i charakterystyka chitozanowych materialow hydrozelowych
3.3.5.1. Przygotowanie roztworu plaszcza kapsulek

Do formowania ptaszcza kapsutki stosowano 2% roztwor chitozanu lub 4% roztwor
alginianu sodu. Odpowiedniag mas¢ chitozanu, o DD réwnym 75 + 85%,
rozpuszczano w 0,1M roztworze kwasu mlekowego z wykorzystaniem mieszadta
mechanicznego do momentu uzyskania klarownego roztworu.

4% roztwor alginianu sodu przygotowywano wprowadzajac suskcesywnie
odpowiednia mas¢ polimeru do wody destylowanej mieszanej z wykorzystaniem
mieszadta mechanicznego. W celu rozbicia tworzacych si¢ nierozpuszczonych
aglomeratow alginianu, roztwor homogenizowano trzykrotnie po 5 sekund.
Roztwory polimeréw byly gotowe do wuzycia po 3 godzinach inkubacji
w temperaturze pokojowej, ktéra miata na celu usunigcie pecherzykéw powietrza

uwiezionych w roztworze podczas intensywnego mieszania.
3.3.5.2. Przygotowanie rdzenia olejowego

Jako rdzen kapsutek w badaniach wykorzystano oleje rzepakowy rafinowany

1 wysokolinolenowy lniany tloczony na zimno, ktére nie byly poddawane Zadnej
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obrobce przed zakapsutkowaniem. Wyjatek stanowily proby oleju wykorzystane
w teScie opisanym w rozdz. 3.3.13, w ktérym kapsutkowaniu poddano oba
wymienione oleje z 0,03% dodatkiem ekstraktu z rozmarynu (Rozporzadzenie
Ministra Zdrowia z dnia 22 kwietnia 2011 r.). Ekstrakt w olejach rozprowadzano
przy uzyciu mieszadta magnetycznego przez 20 minut, bezposrednio przed ich
kapsutkowaniem.

Ekstrakt rozmarynu przygotowano w nastepujacy sposéb: do kolby
okragtodennej o pojemnosci 250 mL odwazono 15 g rozmarynu i dodano 150 mL
80% etanolu. Kolb¢ umieszczono w lazni wodnej o temperaturze 80°C, a jej
zawarto$¢ ekstrahowano 3-krotnie po godzinie. Pomiedzy kolejnymi ekstrakcjami
zawarto$¢ kolby energicznie wytrzasano (Sielicka, 2014). W celu oddzielenia
wytloku od rozpuszczalnika po przeprowadzonej ekstrakcji probki przesaczono,
a otrzymane wyciagi zageszczono za pomocd wyparki rotacyjnej. Zageszczone
ekstrakty umieszczono w kolbach miarowych o pojemnos$ci 25 mL i dopetniono do
kreski  96%  alkoholem etylowym. Przygotowane roztwory ekstraktow
przechowywano w temperaturze -20°C do czasu analizy (Malecka i in., 2003). W tak
przygotowanych ekstraktach oznaczano zawarto$¢ suchej masy. Oznaczenie
polegatlo na wysuszeniu 1 mL probki ekstraktu do stalej masy w suszarce
laboratoryjnej w temperaturze 105°C i zwazeniu pozostalo$ci. Aby wprowadzié¢
ekstrakt do oleju, rozpuszczono go w odpowiedniej objetosci 80% etanolu. Probki
olejow z dodatkiem ekstraktu z rozmarynu otrzymano poprzez wymieszanie ich
w odpowiednim stosunku objetosciowym oleju do roztworu ekstraktu przy uzyciu
mieszadta magnetycznego, jednoczesnie przedmuchujac azotem do catkowitego
zaniku zapachu etanolu. Taka samg procedurg zastosowano rowniez dla prébek
kontrolnych. Ilo$¢ ekstraktu dodanego do olejéw wynosita 30 mg suchego ekstraktu

na 1 kg oleju.
3.3.5.3. Przygotowanie roztworow utwardzajacych

Formujace si¢ kapsulki chitozanowe zbierano do roztworu utwardzajacego, ktory
przygotowano przez zmieszanie 173,6 g 96% alkoholu etylowego, 206,4 wody
destylowanej oraz 20 g wodorotlenku sodu. Podczas przygotowywania roztworu
utwardzajacego w pierwszej kolejnosci rozpuszczano wodorotlenek sodu w wodzie

destylowanej, a dopiero po ochtodzeniu mieszaniny dodawano do tego odpowiednig
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mas¢ czystego etanolu. Zjawisko kontrakcji podczas mieszania etanolu z wodg
uwzgledniono postugujac sie stezeniami masowymi tak, aby finalne objetosciowe
stezenie alkoholu etylowego wynosito 50% (Sano i in., 1999). Formujace si¢ kapsutki

alginianowe zbierano do 4% wodnego roztworu mleczanu wapnia.
3.3.6. Kapsulkowanie oleju

W celu zamknigcia oleju w hydrozelowych kapsutkach postuzono si¢ wspotosiowsa
metodg enkapsulacji, opracowang w Katedrze Chemii, Technologii i Biotechnologii
Zywno$ci Politechniki Gdanskiej (Kat. ChTiBZ). W metodzie tej przeptyw
poszczegolnych medidw przez gtowice odbywa si¢ w sposob uniemozliwiajgcy ich
wzajemne mieszanie si¢ (Tylingo i in., 2016).

Ze wzgledu na fakt, ze projekt aparatury do kapsutkowania i jego realizacja
stanowig jeden z wynikow pracy, doktadny opis aparatury umieszczono w czesci
rozprawy dotyczacej wynikow i ich dyskusji (rozdz. 4.3).

W celu wyprodukowania hydrozelowych kapsutek o strukturze kropla
w kropli, olej i roztwor chitozanu lub alginianu sodu umieszczono w odpowiednich
kolbach ssawkowych. Instalacje uruchamiano przez odkrgcenie zaworow butli
z azotem, a nastepnie regulacje predkosci przeptywu roztworu chitozanu i oleju za
pomocg rotametréw do momentu uzyskania struktury kropla w kropli. W dalszej
kolejnosci pod gltowica aparatury umieszczano szklany krystalizator o §rednicy 150
mm, wypetniony 250 mL roztworu utwardzajacego. Krystalizator umieszczony byt
na ptycie mieszadla magnetycznego, poniewaz mieszanie roztworu podczas
kapsutkowania zapobiegalo zlepianiu si¢ wpadajacych do roztworu utwardzajacego
kapsutek. Odlegtos¢ miedzy lustrem roztworu utwardzajacego a wylotem igiet
glowicy wynosita 5 cm. Spadek kropli do roztworu nastgpowal grawitacyjnie lub
wspomagany byt strumieniem gazu inertnego, w zaleznosci od zamierzonego celu
eksperymentu. Gotowe kapsutki chitozanowe utwardzano w tym samym roztworze
przez kolejne 2 godziny, nastgpnie przemywano woda destylowang do momentu
osiggniecia pH 7,0. Kapsulki alginianowe utwardzano takze przez 2 godziny,
a nastepnie plukano wodg destylowang w objetosci 10-krotnie wigkszej w stosunku

do masy uformowanych kapsutek. Czynno$¢ powtarzano  3-krotnie.
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3.3.7. Dobor optymalnych warunkow przeplywu mediow przez glowice aparatury

Dobor optymalnych warunkéw przeptywu roztwordéw plaszcza i rdzenia dokonano na
podstawie kapsutkowania oleju rzepakowego w plaszczu chitozanowym. Ze wzgledu na
brak istotnych réznic w lepkosciach oleju rzepakowego i Inianego w tych samych
warunkach temperatury i szybkosci §cinania wykonanie oddzielnych pomiaréw nie byto
konieczne. Stgzenie roztworu alginianu dobrano w taki sposéb, aby jego lepkos¢

w warunkach kapsutkowania odpowiadata 2% roztworowi chitozanu.

3.3.7.1. Wplyw predkosci przeplywu roztworu plaszcza na zawartos¢ oleju

w kapsulkach i ich Srednice

Wplyw predkosci przeptywu roztworu chitozanowego plaszcza na $rednice kapsutek
oraz ilo$¢ zamknigtego w nich oleju okreslono stosujac metodyke tworzenia
kapsutek zgodng z rozdz. 3.3.6. Do pomiarow zebrano sze$¢ partii kapsutek, dla
utworzenia ktoérych zastosowano nastgpujace predkosci przeptywu gazu tloczacego
roztwor ptaszcza: 0,6 L/godz., 1,2 L/godz., 1,8 L/godz., 2,4 L/godz., 3,0 L/godz., 3,6
L/godz. Wartoscig stala podczas trwania testu byla predko$¢ przeptywu gazu
tloczacego olej wynoszaca 0,2 L/godz. Podczas doswiadczenia monitorowano mase
kapsutek wpadajacych do roztworu utwardzajacego. Pomiar ten umozliwit

okreslenie masowych predkosci przepltywu mediow przez gltowicg.

3.3.7.2. Wplyw predkosci przeplywu gazu zrywajacego krople na zawartos¢ oleju

w kapsulkach i ich Srednice

Wptyw predkosci przepltywu roztworu zrywajacego krople do roztworu
utwardzajacego na $rednice kapsutek oraz ilo$¢ zamknietego w ich wnetrzu oleju
okreslono stosujac metodyke tworzenia kapsutek zgodna z rozdz. 3.3.6. Do
pomiaroOw zebrano pi¢¢ partii kapsutek, dla utworzenia ktorych zastosowano
nastepujace predkosci przepltywu gazu zrywajacego krople: 0 L/godz., 200 L/godz.,
400 L/godz., 600 L/godz. i 800 L/godz. Warto$ciag stala podczas trwania testu byla
predkos$¢ przeptywu gazu ttoczacego olej wynoszaca 0,2 L/godz. oraz optymalna
warto$¢ przeplywu roztworu plaszcza wyznaczona na podstawie dos$wiadczenia

opisanego w rozdz. 3.2.7.1. Podczas doswiadczenia monitorowano mas¢ kapsulek
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wpadajacych do roztworu utwardzajacego. Pomiar ten umozliwil okreslenie

masowych predkosci przeptywu medidow przez glowicg.
3.3.8. Wyznaczanie srednicy kapsulek

Srednice hydrozelowych kapsutek zmierzono za pomoca mikroskopu optycznego
z przystawka do zapisywania obrazu. Do pomiaru wybierano kapsutki w sposob
losowy. Kazda kapsutke bezposrednio przed pomiarem pobierano ze zlewki z woda
destylowang. Osuszano z nadmiaru wody na sgczku filtracyjnym, umieszczano na
szkietku podstawowym, ktore wprowadzano pod obiektyw mikroskopu i po
wykonaniu zdjecia dokonywano pomiaru srednicy wykorzystujgc funkcj¢ programu
Scope Image Advanced. Wynik pomiaru $rednicy stanowila warto$¢ $rednia

z dwudziestu odczytow sporzadzonych z tej samej partii kapsutek.
3.3.9. Wyznaczanie zawartoS$ci oleju w kapsulkach

Zawarto$¢ oleju w kapsutkach oznaczono wykorzystujac metode ekstrakcji na
goraco z eterem naftowym. Ok. 5 g hydrozelowych kapsutek wazono z doktadnos$cia
do 0,001 g, zamrozono i poddano suszeniu sublimacyjnemu. Suche kapsuiki
ponownie wazono, niszczono i przenoszono ilosciowo do gilzy ekstrakcyjnej. Kolbe
okragtodenng o pojemnosci 250 mL wazono, a nastgpnie uzupetniano 50 mL eteru
naftowego. Kolbg umieszczono pod chlodnicag zwrotng oraz w plaszczu grzejnym.
Gilz¢ z kapsutkami zawieszono w kolbie nad lustrem cieczy i uruchamiono ptaszcz
grzejny. Ekstrakcje prowadzono 60 minut od momentu rozpoczg¢cia wrzenia
rozpuszczalnika. W kolejnym etapie eter odparowywano z uzyciem obrotowe]
wyparki prézniowej. W celu usunigcia ewentualnych pozostatosci rozpuszczalnika,
wnetrze kolby z olejem osuszano strumieniem azotu, a nastg¢pnie ponownie wazono.
Zawarto$¢ oleju dla kazdej partii kapsulek oznaczano w trzech powtdérzeniach.

Zawarto$¢ oleju w odniesieniu do hydrozelowych kapsutek obliczono wedtug

rownania:
0C (%) = =201 - 100 (16)
k
gdzie:
OC - zawarto$¢ oleju w hydrozelowych kapsutkach [%],
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Moz — masa oleju w kolbie okragtodennej po ekstrakeji i odparowaniu rozpuszczalnika
[e],

Mj— masa pustej kolby okragtodennej z kaolinem [g],

My — masa kapsulek przed suszeniem [g].

Warunki oznaczania zawarto$ci oleju zgodnie z powyzsza metodg ustalono
w odniesieniu do standardowej metody ekstrakcji w aparacie Soxhleta (Manirakiza i in.,
2001)

Porownania wydajnos$ci kapsutkowania oleju we wszystkich otrzymanych
rodzajach kapsulek dokonano na podstawie stosunku masy oleju przypadajacej na suchg
mase¢ polimeru potrzebng do jego zakapsutkowania (M/Mp). Wprowadzenie takiego
parametru bylo konieczne ze wzgledu na fakt wystepowania dwoch zmiennych:
predkos$ci przeptywu roztworu plaszcza i predkosci gazu zrywajacego krople. Stosunek
M,/Mp obliczono dzielagc wynik réwnania 18 przez wynik réwnania 19 dla danego

rodzaju kapsulek. Parametry M, i Mp wyznaczono wedtug ponizszych rownan:

47cD\3
— = .n—.pO.OC
MO — 3( 2 )1000 (17)
47cD\3 47cD\3
(i) _ 3(7) ‘mpooc _
Mp _< 1000 1000 0,02 (18)
gdzie:
CD

- - promien kapsutki [mm],

po - gestos¢ oleju rzepakowego w temperaturze 25°C [0,915 g/mL],
OC — zawartos¢ oleju w kapsutkach [%] (wg rozdz. 3.3.9),

0,02 — stezenie chitozanu w roztworze ptaszcza [%)].
3.3.10. Wplyw wilgotnosci wzglednej na stopien zatrzymania oleju w kapsultkach

W celu okre$lenia wptywu wilgotnos$ci wzglednej otoczenia na stopien zatrzymania
oleju, kapsutki wytworzone metoda wspdtosiowa zgodnie z procedurg opisang w rozdz.
3.3.6 rozmieszczono po 100 sztuk, w 3 powtorzeniach, na szalkach Petriego
o srednicy 100 mm, dla wilgotnosci wzglednych: 30, 40, 50, 60, 70 %. Szalki pokryto
materiatem zapobiegajacym przywieraniu proéb do podtoza. Kapsutki w szalkach

umieszczono w komorze wilgotno$ciowej z wymuszonym obiegiem powietrza
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w temp. 40°C na czas 48 godzin. Po zakonczonej inkubacji obliczano procentowg ilo$¢

kapsutek, ktore w dalszym ciggu utrzymymaty olej w swoim wngtrzu.

3.3.11. Wplyw  podstawowych zmiennych kapsulkowania na stabilnos¢

modelowych olejow jadalnych w tescie krotkotrwalego przechowywania

Stabilno$¢ rafinowanego oleju rzepakowego oraz tloczonego na zimno oleju Inianego
badano na podstawie pomiaru liczby nadtlenkowej oraz anizydynowej, §wiadczacych
o zawarto$ci pierwotnych i wtornych produktow utleniania. W te$cie pordwnano
szybko$¢ utleniania si¢ oleju po zakapsutkowaniu go za pomoca glowicy szklanej
oraz glowicy wykonanej ze stali. Dla kazdej z glowic sprawdzono nastepujace
3 warianty: olej przetloczony wewngtrzng igla bez tworzenia otoczki, olej
kapsutkowany w no$niku chitozanowym oraz olej kapsutkowany w no$niku
alginianowym. Oznaczenia charakterystycznych liczb wykonano bezposrednio po
kazdej operacji obrobki, a takze po tygodniowym przechowywania prob
w temp. 4, 25 i 40°C. Kapsulki z olejem zamknicte byly w szklanych butelkach
zawierajacych wode destylowana, niezbedng do utrzymania struktury hydrozelu. Probe
kontrolng stanowit olej termostatowany w doktadnie takich samych warunkach, jak

opisane powyzej proby oleju w postaci kapsutek.

3.3.12. Ocena ochronnej roli plaszcza kapsulki na stabilno$¢ oksydacyjna olejow

jadalnych podczas testow przyspieszonego starzenia

Oceng ochronnej roli ptaszcza kapsutek na stabilno$¢ oksydacyjng olejow jadalnych
zamykanych w hydrozelowych otoczkach z chitozanu lub alginianu sodu
przeprowadzono stosujac testy przyspieszonego starzenia. Kapsulki chitozanowe oraz
alginianowe zawierajace olej rzepakowy lub Iniany przygotowano zgodnie z procedura
opisang w rozdz. 3.3.6. Préby wszystkich rodzajow kapsutek umieszczono w komorze
termostatycznej, w temp. 40°C i przechowywano je przez 4 tygodnie. Kapsutki
z olejem zamknigte byly w szklanych butelkach zawierajacych wod¢ destylowana,
niezbedng do utrzymania struktury hydrozelu. Termostatowaniu poddano takze oleje
niekapsutkowane, stanowigce proby odniesienia i zamknigte w identycznych szklanych
butlach. Zmiany oksydacyjne olejow zmierzono na podstawie liczby nadtlenkowej,
anizydynowej, wskaznika TOTOX oraz liczby kwasowej. Pomiary dla prob kontrolnych

wykonano bezposrednio po otwarciu olejow. Pomiary dla olejow kapsutkowanych
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wykonano bezposrednio po zakapsutkowaniu oraz po 2 i1 4 tygodniach przechowywania
w temp. 40°C.
3.3.13. Ocena dodatku przeciwutleniacza na ochron¢ olejow kapsulkowanych

metoda wspolosiowg w testach przyspieszonego starzenia

Ocen¢ wplywu dodatku przeciwutleniacza do oleju Inianego i rzepakowego, obu
kapsutkowanych metoda wspodtosiowa, na przedtuzenie ich stabilnosci dokonano
zgodnie z metodyka przedstawiong w rozdziale (3.2.12). Roznica w doswiadczeniu
polegata na wprowadzeniu do kazdego z kapsutkowanych olejow 0,03% dodatku

ekstraktu z rozmarynu, zgodnie z rozdziatem 3.2.5.2.
3.3.14. Pomiar liczb charakterystycznych olejow
3.3.14.1. Oznaczanie liczby nadtlenkowej

Pomiar liczby nadtlenkowej wykonano zgodnie z metodyka zawarta w farmakopei
polskiej (Farmakopea Polska, 2006).

Ok. 5 g oleju odwazono z doktadnoscig do 0,001 g do kolby stozkowej ze
szlifem 1 rozpuszczono w 12 mL chloroformu.

W celu oznaczenia liczby nadtlenkowej zakapsutkowanego oleju, ok. 15 g
hydrozelowych kapsutek nawazono z doktadnoscig do 0,001 g, a nastgpnie niszczono
w mozdzierzu i ekstrahowano 3-krotnie sumaryczng objgtoscig chloroformu rowng 12
mL. Chloroform z rozpuszczonym olejem przeniesiono do kolby stozkowej ze szlifem.
Kolejne etapy procedury oznaczania liczby nadtlenkowej przeprowadzono w jednakowy
sposob.

Do rozpuszczonego w chloroformie oleju dodano 18 mL lodowatego kwasu
octowego, a nastgpnie 0,5 mL nasyconego roztworu jodku potasu. Kolbg zamykano
korkiem ze szlifem, mieszano przez 1 minute, dodawano 30 mL wody destylowanej 1 5
mL 0,5% roztworu skrobi. Calo$¢ po wymieszaniu miareczkowano mianowanym
roztworem tiosiarczanu sodu. Rownoczes$nie przeprowadzono pomiar proby Slepe;j.
Warto$¢ liczby nadtlenkowej [meqO,/kg] dla badanych prébek obliczano wedtug
roéwnania:

M-(V1=V3) - 1000

m

LOO = (19)
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gdzie:

M - miano roztworu Na,S,03 (0,002N),

V- objetos¢ roztworu Na,S,03 zuzyta do miareczkowania analizowanej proby [mL],
V- objetos¢ roztworu Na,S,0; zuzyta do miareczkowania proby $lepej [mL],

m - masa analizowanej proby oleju, w przypadku oleju kapsutkowanego wyznaczona
doswiadczalnie jako masa przemnozona przez $rednig procentowg zawarto$¢ oleju

w badanej partii kapsulek, wyznaczona zgodnie z rozdz. 3.3.9 [g].
3.3.14.2. Oznaczanie liczby anizydynowej

Liczbe anizydynowg w badanych olejach oznaczono zgodnie z normg PN-EN ISO
6885:2016-04.

Ok. 4 g oleju odwazono do kolby miarowej o pojemnosci 25 mL
z doktadno$cig do 0,001 g, a nastgpnie rozpuszczono w izooktanie i dopetlniono do
kreski.

W celu wyznaczenia liczby anizydynowej zakapsutkowanego oleju, ok. 12 g
probki kapsutek nawazono z doktadnoscia do 0,001 g, a nastgpnie niszczono
w mozdzierzu i ekstrahowano 3-krotnie sumaryczng objetoscig izooktanu rowng 12 mL.
Nastepnie probke przeniesiono do kolby miarowej o pojemnosci 25 mL i dopelniano
izooktanem do kreski. Kolejne etapy procedury oznaczania liczby anizydynowe;j
przeprowadzono w jednakowy sposob.

Nastepnie z tak przygotowanej mieszaniny pobrano do dwdch probowek po 5
mL, kolejno wprowadzajac do jednej 1 mL odczynnika anizydynowego, a drugiej 1 mL
lodowatego kwasu octowego. Probe Slepa przygotowano przez zmieszanie 5 mL
izooktanu 1 1 mL odczynnika anizydynowego. Wszystkie probki zamknigto korkiem
1 wymieszano z uzyciem vorteksa. W kolejnym kroku, probki inkubowano
w temperaturze 23 + 1°C przez 8 minut. Po tym czasie przeprowadzano pomiar
spektrofotmetryczny wobec izooktanu jako tta przy dlugosci fali 350 nm. Liczbe

anizydynowa obliczono wedtug rownania:

LA = loev

[1,2- (A1 — Az — Ap)] (20)
gdzie:
V - objetos¢, w jakiej zostata rozpuszczona probka oleju do badan [mL],

Q - stezenie p-anizydyny w mierzonych roztworach oleju [0,01 g/mL],
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m - masa analizowanej proby, w przypadku oleju kapsulkowanego wyznaczona
doswiadczalnie jako masa przemnozona przez $rednig procentowg zawarto$¢ oleju
w badanej partii kapsulek, wyznaczona zgodnie z rozdz. 3.3.9 [g],

Ay - absorbancja nieprzereagowanego roztworu do badan,

A - absorbancja przereagowanego roztworu do badan,

A, - absorbancja proby slepe;,

1,2 - wspotczynnik korekcyjny wynikajacy z rozcienczenia roztworu do badan za

pomoca 1 ml odczynnika anizydynowego lub lodowatego kwasu octowego.
3.3.14.3. Wyznaczanie wskaznika oksydacji ttuszczu TOTOX

Wskaznik oksydacji thuszczu TOTOX wyraza catkowity stopien utlenienia tluszczow
1 zgodnie z normg PN-EN ISO 6885:2016-04 obliczany jest jako suma dwukrotnej
warto$ci liczby nadtlenkowej (wyrazonej jako meq O,/kg) oraz liczby anizydynowe;j

wedtug rownania:

TOTOX =2 -LOO + LA 1)

w ktérym:
LOO - liczba nadtlenkowa [meq O, /kg),
LA — liczba anizydynowa.

3.3.14.4. Oznaczanie liczby kwasowej

Liczb¢ kwasowa w badanych olejach oznaczono zgodnie z norma PN-EN ISO
660:2010.

Ok. 10 g probki oleju odwazano z doktadnoscia do 0,001 g do kolby stozkowe;j
ze szlifem 1 rozpuszczono w 50 mL mieszaniny rozpuszczalnikow etanol : eter etylowy
w stosunku 1:1 v/v.

W celu oznaczenia liczby kwasowej zakapsutkowanego oleju ok. 30 g probki
kapsutek nawazono z dokladnoscig do 0,001g, a nastgpnie niszczono w mozdzierzu
1 ekstrahowano 3-krotnie sumaryczng objetoscia mieszaniny rozpuszczalnikow
etanol : eter etylowy w stosunku 1:1 v/v réwnag 50 mL. Kolejne etapy procedury
oznaczania liczby anizydynowej przeprowadzono w jednakowy sposob.

Uzyskany roztwor miareczkowano 0,IN KOH wobec fenoloftaleiny do

momentu pojawienia si¢ jasnorézowego zabarwienia utrzymujacego si¢ przez co
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najmniej 15 sekund. Rownoczes$nie przeprowadzono pomiar proby Slepej. Wartos¢

liczby kwasowej (mg KOH/g oleju) dla badanych probek obliczano wedtug rownania:

56,1 (V1 —V3)-C

m

LK = (22)

gdzie:

V - objetos¢ roztworu wodorotlenku potasu uzytego na zmiareczkowanie proby oleju
[mL],

V, - objetos¢ roztworu wodorotlenku potasu uzytego na zmiareczkowanie proby Slepej
[mL],

C - stezenie roztworu KOH (0,1N),

m - masa thuszczu, w przypadku oleju kapsutkowanego wyznaczona do$wiadczalnie
jako  masa  przemnozona przez S$rednig  procentowag  zawarto$¢  oleju

w badanej partii kapsulek, wyznaczona zgodnie z rozdz. 3.3.9 [g].
3.3.15. Analiza statystyczna wynikow

Wyniki przedstawione w tabelach lub rysunkach sg warto$cig $rednig z trzech do pigciu
oddzielnych prob + odchylenie standardowe. W wybranych wariantach zastosowano
jednoczynnikowg analize wariacyjng. Istotno$¢ roéznic oceniono testem t-Studenta dla

przedziatu ufnosci p< 0,05.
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4. WYNIKI I DYSKUSJA WYNIKOW

4.1. Otrzymywanie i charakterystyka kserozeli chitozanowych
4.1.1. Otrzymywanie i charakterystyka kolagenu i zelatyny
4.1.1.1. Sklad podstawowy skor rybich

Surowcem do produkcji preparatow kolagenowych i zelatynowych byly skéry z suma
afrykanskiego (tac. Clarias gariepinus), tososia atlantyckiego (tac. Salmo salar) oraz
dorsza baltyckiego (tac. Gadus morhua), ryb o rdznej zawartosci ttuszczu, bytujacych
w wodach o r6znych temperaturach. Surowce scharakteryzowano w celu pdzniejszego
zbadania wptywu ich dodatku w kserozelowych kompozytach z chitozanem.

Wydajnos$¢ izolacji kolagenu rozpuszczalnego w kwasie octowym (ang. Acid
Soluble Collagen) ze skér suma afrykanskiego, tososia i dorsza, obliczona na podstawie
roéznicy suchych mas kolagenu w produkcie i1 surowcu uzytym do ekstrakcji, wyniosta
odpowiednio: 75%, 73% 1 68% (Tylingo 1 in., 2016). Wydajnos¢ izolacji zelatyny ze
skor tych samych gatunkow ryb wyniosta odpowiednio: 85%, 80% i 75%.

Tab. 7. Sklad podstawowy skoér z suma afrykanskiego, lososia i dorsza baltyckiego. Wartosci
w poszczegdlnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ znaczaco (p<0,05; n=3).

Proba Sucha masa [%)] Bialko [%] Thaszcz [%o] Popiol [%]
Dorsz 30,0 +0,7° 28,12 +0,08" 1,03+0,18" 2,2+0,03*
E.0so$ 31,0+0,7° 26,94 + 0,09 0,91 +£0,23° 3,1 +0,04°
Sum 29,2 +0,6" 29,50 +0,11° 1,01 £0,15° 2,3+0,01°

Wszystkie badane surowce charakteryzowaty si¢ podobng zawartos$cia suchej
masy (Tab. 7). Najwigksza zawarto$§¢ biatka miaty skéry suma afrykanskiego, zas
najwickszg zawarto$¢ popiotu zanotowano dla skor tososia. Skory uzyte do ekstrakcji
kolagenu 1 zelatyny pozyskano jako surowiec oczyszczony z pozostalosci tkanki
mig$niowe] oraz wstepnie odtluszczony. Zawarto$¢ tluszczu w surowcu réznita sig
nawet w obrebie roznych partii skér pochodzacych z tego samego gatunku. Z tego
wzgledu konieczne bylo zastosowanie dodatkowej procedury odtluszczania (rozdz.
3.3.1.1, str. 52), ktora umozliwila obnizenie zawarto$ci tluszczu w wybranych
surowcach do wartos$ci ok. 1%, niezaleznie od jego pochodzenia. Dane zebrane w tabeli

7 $wiadcza o dobrej wydajno$ci metody wstepnego przygotowywania surowcow do
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izolacji biatek, natomiast uzyskane réznice, istotne statystycznie, np. zawarto$¢ popiotu,
moga by¢ spowodowane m.in. mniej doktadnym oddzieleniem tusek ze skor tososia niz
ze skor dwoch pozostatych gatunkéw ryb.

Oznaczenia zawartosci Hyp wykazaty, ze najwigkszg i zarazem porownywalng
zawarto$cig tego aminokwasu w przypadku surowca charakteryzowaly si¢ skory

z tososia i suma, natomiast najnizszg skory z dorsza (Tab. 8).

Tab. 8. Wydajnos¢ ekstrakeji kolagenu oraz warto$ci wyznaczonych wspotczynnikow przeliczeniowych
azotu na biatko. Wartosci w poszczego6lnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢
znaczaco (p<0,05; n=3).

Zawartos¢ Hyp w [%]

Proba SKbrze preparacie P-Dia* P-AAC**
kolagenowym

Dorsz 1,41 +0,032° 6,50 +0,142° 15,38 15,41

Loso$ 1,71 +£0,032° 8,03 +0,151° 12,45 12,66

Sum 1,61 +0,04° 8,25+ 0,173° 12,12 12,01

*P-Dia - wspoélczynnik przeliczeniowy azotu na biatko obliczony na podstawie rdznicy zawartosci Hyp
W surowcu i gotowym preparacie kolagenowym, oczyszczanym z wykorzystaniem dializy.

**P-AAC - wspotczynnik przeliczeniowy azotu na biatko obliczony na podstawie réznicy w zawartosci
Hyp w surowcu, oznaczonej metoda HPLC i wyizolowanym biatku, na podstawie jego profilu
aminokwasowego.

Réznice w zawartosci Hyp w skorach suma afrykanskiego i tososia wykazano
dopiero na podstawie profilu aminokwasowego surowcoéw (Tab. 9), oznaczonego
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej o wigkszej czulo$ci niz metoda
spektrofotometryczna.

Jedng z najczeSciej stosowanych metod w oznaczaniu zawarto$ci biatka
w surowcu jest metoda Kjeldahla. Polega ona na okresleniu zawarto$ci azotu og6lnego,
a nastgpnie przeliczeniu go na biatko przy uzyciu odpowiednich wspolczynnikow
przeliczeniowych. Przecigtna zawarto$¢ azotu w biatkach wynosi ok. 16%, stad wartos¢
uniwersalnego wspotczynnika przeliczeniowego rowna jest 6,25 (100:16 = 6,25). Bialka
wybranych produktow roznig si¢ sktadem jakosciowym i ilosciowym, dlatego r6zna jest
w nich takze zawarto$¢ azotu. Dla poszczegdlnych produktow konieczne jest zatem
stosowanie wyznaczonych doswiadczalnie wskaznikéw przeliczeniowych (PN-75/A
04018).

W tabeli 8 zamieszczono wspolczynniki przeliczeniowe azotu na biatko dla skor

suma afrykanskiego, lososia i dorsza. Wspotczynniki te wyznaczono na podstawie
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réznicy w zawarto$ci azotu mierzonej w surowcu oraz gotowym, oczyszczonym
preparacie biatkowym (P-Dia) oraz na podstawie roznicy w zawarto$ci Hyp w surowcu,
oznaczonej metoda HPLC 1 wyizolowanym biatku, na podstawie jego profilu
aminokwasowego (P-AAC). Wartosci obliczonych wspotczynnikéw dla kazdego
z surowcow nie r6znig si¢ wigcej niz o 0,2 jednostki i s3 od 1,9 do 2,5 razy wyzsze od
uniwersalnego wspotczynnika przeliczeniowego. Swiadczy to o wysokiej zawartosci
biatka w skorach, ktore stanowi okoto jednej trzeciej ich masy (Tylingo i in., 2016).

W tabeli 9 przedstawiono sktad aminokwasowy wyizolowanych preparatow
biatkowych, jako liczbe poszczegodlnych reszt aminokwasowych obecnych w danym
biatku w przeliczeniu na 1000 aminokwaséw. Biorac pod uwage fakt, ze
pierwszorzgdowa struktura zelatyny i1 kolagenu izolowanych z tego samego surowca sg
identyczne, wyniki przedstawiono w odniesieniu jedynie do rodzaju uzytego surowca.

Kazdy z oznaczanych preparatow charakteryzowal si¢ najwigksza zawartos$cig
glicyny, ktoéra stanowita $rednio okoto 35% wszystkich oznaczonych aminokwasow.
Ilo$¢ ta wynika z regularnosci triad aminokwasowych biatka: Gly-X-Y, bedacych cecha
charakterystyczng budowy kolagenu (Cheng i in., 2017). Innymi aminokwasami
wystepujacymi w  wigkszosci byly kolejno prolina, alanina, kwas glutaminowy
1 hydroksyprolina, ktore stanowity odpowiednio 9,6 +~ 12,3%, 10,1 +~ 10,9%, 7,1 + 7,8%
15,4 +7,0% profilu aminokwasowego preparatow biatkowych (Tab. 9).

Najwigksza  zawarto§¢  iminokwasow, proliny 1  hydroksyproliny,
charakteryzowal si¢ kolagen ze skor suma afrykanskiego bytujacego w wodach
cieplych, natomiast najnizsza zawartos¢ wspomnianych reszt aminokwasowych
zanotowano dla kolagenu ze skor dorsza battyckiego, ryby zyjacej w wodach zimnych.
W dalszym ciagu s3a to warto$ci nizsze niz w przypadku kolagendw izolowanych ze
skor ssakow lub tropikalnych gatunkéw ryb, co ttumaczy réznice w ich stabilno$ci
termicznej (Foegeding 1 in., 1996).

Iminokwasy przyczyniaja si¢ do trwalosci kolagenu, poniewaz jego potrojne
helisy utrzymywane sa m.in. dzigki wigzaniom wodorowym wystepujacym pomigdzy
atomami  wodoru, a pierScieniami  pirolidynowymi  wspomnianych  reszt
aminokwasowych (Shoulders 1 Raines, 2009). Poprzez tworzenie wigzan
kowalencyjnych wewnatrz- 1 miedzyczasteczkowych typu aldiminowego lub estrowego,
na stabilno$¢ struktury kolagenu wpltyw maja takze takie reszty aminokwasowe jak:
lizyna, hydroksylizyna czy histydyna (Sadowska, 1992). Najwigksza zawarto$¢ tych

aminokwasow zidentyfikowano w kolagenie ze skor dorsza (Tab. 9). W tym przypadku
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potwierdzenie stabilizujacej roli tworzacych si¢ wigzan kowalencyjnych na strukturg
kolagenu nie jest jednak mozliwe, gdyz temperatura denaturacji preparatu ze skor

dorsza bylta najnizsza (Tab. 10).

Tab. 9. Sktad aminokwasowy kolagenow/zelatyn wyizolowanych ze skor dorsza, lososia i suma
afrykanskiego. Wartosci w poszczegdlnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie ro6znig si¢
znaczaco (p<0,05).

Liczba reszt aminokwasowych/1000 reszt

Aminokwas aminokwasowych
Dorsz Y.osos Sum

Hydroksyprolina 54,1 +0,5 65,0+0,4 70,0 £ 0,5
Kwas asparaginowy 493+ 0,6 56,0+ 0,3 472 +0,2
Treonina 22,3+0,2 20,4 +0,2 29,3+0,3
Seryna 65,4+0,4 51,0+£0,2 33,4+0,2
Kwas glutaminowy 71,0+£0,5 71,9 +£0,5 78,1 £0,1
Glicyna 3479 +0,2 370,7+ 1,0 321,6 £0,2
Alanina 101,4+£0,1 101,6 £0,9 109,6 £ 0,4
Cysteina 0 0 0
Walina 15,2+0,1 13,6 £0,5 22,1+0,3
Metionina 19,2 +0,2 17,1+ 0,6 14,0+ 0,1
Izoleucyna 10,5+ 0,1 10,2+ 0,4 12,1 +0,3
Leucyna 23,6 £0,5 21,0+0,1 27,8+ 0,4
Tyrozyna 5,0+£0,2 2,0£0,1 5,5+£0,1
Fenyloalanina 19,3+0,3 12,2+0,4 19,2 +0,2
Lizyna 27,3+0,3 20,1 £0,1 31,2+ 0,6
Histydyna 6,0+0,1 12,5+0,6 7,5+0,1
Arginina 53,2+0,7 55,9 £0,2 489 +0,3
Prolina 102,2+0,8 95,8 +0,1 122,5+0,2
Hydroksylizyna 7,1 +£0,1 3,0+£0,1 0
Tryptofan 0 0 0

Masa czgsteczkowa [Da] 109027 £ 11 107809 £ 15 110146 £ 13

Zaden z charakteryzowanych kolagenéw nie zawieral cysteiny, co oznacza, Ze
wigzania disulfidowe nie braty udziatu w stabilizacji trzeciorzedowej struktury biatka
(Ali 1 1., 2017). Zawarto$¢ pozostatych zidentyfikowanych aminokwaséw byla

zblizona do ich zawarto$ci w innych biatkach kolagenowych izolowanych z rybich skor
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metoda ekstrakcji rozcienczonymi roztworami kwasow (Senaratne i in., 2006; Liu i in.,

2007; Thuy i in., 2014).
4.1.1.2. Genetyczny typ kolagenu

Do tej pory wyodrgbniono 29 genetycznych typoéw kolagenu (Krishnamoorthi
i in., 2017). R6znig si¢ one parametrami takimi jak: masa i dlugos$¢ czasteczki, sktad
1 sekwencja aminokwasowa, stopien hydroksylacji reszt lizyny i proliny, struktura
przestrzenna, lokalizacja  tkankowa czy  wreszcie specyfika  biosyntezy
1 posttranslacyjnej modyfikacji (Sadowska, 1992; Hulmes, 2008). Jedng z metod
pozwalajacych na klasyfikacje kolagenu do danego typu genetycznego jest analiza

sktadu podjednostkowego z wykorzystaniem rozdziatu elektroforetycznego.

1 2 3 4

3 _-P.- - s =—— 200 kDa

o - g <— 150 kDa
|

[ ..—4—1201(]321

—'*. e <— 100 kDa

(12— e — 85 kDa

e <— 70 kDa

e <— 60 kDa

Rys. 9. Elektroforetyczna charakterystyka uzyskanych bialek kolagenowych wyizolowanych z rybich
skor (1 - Sum afrykanski, 2 - £0sos, 3 - Dorsz, 4 - Wzorzec masy czasteczkowej).

Na podstawie otrzymanego elektroforegramu stwierdzono, ze wszystkie
z badanych preparatow kolagenowych skladaly si¢ z co najmniej dwoch réznych
podjednostek a: a; 1 0, ktérych masa czagsteczkowa wyniosta odpowiednio 118 1 106
kDa, oraz podjednostki B o masie czasteczkowej 215 kDa (Rys. 9).

Uzyskany na elektroforegramie rozklad mas odpowiada kolagenowi typu I,

bedacemu heterotrimerem zlozonym z dwoch identycznych podjednostek o, 1 jednej
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podjednostki o, (Wu 1 in., 2011). W powyzszym typie genetycznym kolagenu
podjednostki te moga przyjmowac strukture [a,], o, zwang y-kolagenem lub tworzy¢
tzw. B-frakcj¢ ztozong z dimerdéw np. a;0,, o0 (Deyl i Miksik, 2000).

Podobne do uzyskanych wartosci mas czasteczkowych podjednostek
a w kolagenie izolowanym z rybich skor, deklarowaty w swoich pracach takze inne
zespoty badawcze (Sudrez i in., 2015; Koztowska i in., 2015). Pierwszy etap denaturacji
kolagenu moze prowadzi¢ do powstania nie tylko polipeptydow w postaci monometrow
(o) 1 dimerow (), moga one wystgpowac takze w postaci trimeréw (y). Sktadniki y
powstaja, gdy wszystkie tancuchy kolagenu polaczone sg ze sobg kowalencyjnymi
wigzaniami sieciujgcymi (Skierka, 2008). Na elektroforegramie nie zaobserwowano
pasma pochodzacego od tej podjednostki, co oznacza, ze wigzanie kowalencyjne

wystepuje tylko miedzy dwoma tancuchami polipeptydowymi.
4.1.1.3. Drugorzedowa struktura bialek kolagenowych

Strukture¢  drugorzedowa kolagenéw zbadano wykorzystujac technike
spektroskopii w podczerwieni z transformacja Furiera. Samo wigzanie peptydowe jest
zrodlem dziewieciu pasm spektralnych, z ktoérych najwicksze znaczenie w analizie
struktury drugorzedowej maja tzw. pasma amidowe (Silverstein i in., 2007).

Na trzech przedstawionych ponizej widmach kolagenu wykryto pasmo amidowe
A, ktéremu dla kolagenu ze skoér suma afrykanskiego odpowiadata liczba falowa 3300
cm’™, a ze skor tososia i dorsza odpowiednio: 3295 cm™ i 3290 cm™ (Rys. 10) (Tylingo
11n., 2016). Pasmo to zwigzane jest z wystgpowaniem drgan rozciagajacych grupy -NH,
bioragcej udzial w tworzeniu wigzan wodorowych wystepujacych w kolagenie. Drgania
rozciagajace tej samej grupy nieuczestniczacej w tworzeniu wigzan wodorowych
wystepuja w zakresie liczb falowych 3400 + 3440 cm™ (Doyle i in., 1975).

Wystgpienie w widmie pasma amidowego B w kolagenie ze skor suma: 2924
ecm™, tososia: 2920 cm” i dorsza: 2925 cm’ $wiadczy o pojawiajacych sie
rozciagajacych drganiach asymetrycznych grup alkilowych. Zblizone wartosci liczb
falowych dla wszystkich charakteryzowanych kolagenéw dowodza, ze drgania te
pochodzg od jednakowych grup funkcyjnych.

Pasmo amidowe I wystepujace w widmie w zakresie liczb falowych 1600 +
1700 cm™ i zarejestrowane dla kolagenu ze skor suma, lososia i dorsza, odpowiednio

przy liczbie falowej: 1633cm™, 1637 cm™ i 1649 cm™ zwiazane jest z obecnoscia drgan
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rozciggajacych grup karbonylowych wzdhuz tancucha polipeptydowego czasteczki

kolagenu i stanowi marker drugorzgedowej struktury biatka (Surewicz i Mantch, 1988).
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Rys. 10. Widma FTIR kolagenow otrzymanych z rybich skor (A - sum afrykanski, B - toso$, C - dorsz).
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Pasma drgania amidowego I na kazdym z widm charakteryzuja si¢ roézng
intensywnos$cig. Wynika to z heterogenicznej natury grup karbonylowych wigzania
peptydowego iminokwaséw. Pasmo o najwickszej intensywnos$ci zarejestrowano na
widmie kolagenu wyizolowanego ze skor suma afrykanskiego. Wedtug de Campo Vidal
i Mello (2011) intensywno$¢ pasma aminowego [ jest tym wigksza, im wigcej
w kolagenie obecnych jest reszt iminokwasowych. W kolagenie ze skor dorsza i tososia
wystepuje mniej iminokwasow, wiec intensywnos$¢ pasma amidowego I jest mniejsza
niz dla kolagenu ze skoér suma afrykanskiego.

Wszystkie widma przedstawiaja takze sygnaly charakterystyczne dla pasma
amidowego II i II (Silverstein, 2007), ktore odpowiadaja drganiom deformacyjnym
wigzania N-H 1 rozciggajacym C-N. Wartosci liczb falowych pasma amidowego II dla
kolagenu ze skor suma, lososia i dorsza wyniosty odpowiednio: 1540 cm™, 1539 cm™
i 1543 cm™, natomiast dla pasma amidowego III odpowiednio: 1250 cm™, 1248 cm™,
i 1245 cm™ (Rys. 10). Wymienione wyzej pasma amidowe (I, II i III) w literaturze
naukowej opisywane sg mianem "odcisku palca" (ang. fingerprint) kolagenu typu I
(Silva 1 in., 2015). Trzy piki w zakresie liczb falowych 1450-1350 cm’ odpowiadaja
stereochemii pierscieni pirolidynowych proliny i hydroksyproliny (dasCH3) (Silva i in.,

2015).
4.1.1.4. Stabilnos$¢ termiczna bialek kolagenowych

Stabilnos¢ termiczng kolagendw okreslono na podstawie temperatury denaturacji
biatka (T4) 1 temperatury skurczu (T) witokien kolagenowych. Na wartosci tych
temperatur wptyw majg takie czynniki jak: pH roztworu biatka, obecnos¢ elektrolitow
1 ich rodzaj, szybko$¢ ogrzewania, naturalna temperatura zycia organizmu, zawarto$¢
wody w kolagenie, stopien jego usieciowania oraz zawarto$¢ iminokwasow (Sadowska,
1992).

Temperature denaturacji kolagenu otrzymanego ze skor suma afrykanskiego,
lososia 1 dorsza baltyckiego oznaczono na podstawie pomiaru wiskozymetrycznego
1 kalorymetrycznego (Tab. 10).

Temperatura denaturacji kolagenu kregowcdéw miesci si¢ w zakresie 5 + 50°C
(Privalov, 1982). Najwyzsza wartos¢ temperatury denaturacji badanych prob
odnotowano dla kolagenu ze skér suma afrykanskiego, natomiast najnizsza

odpowiadata kolagenowi ze skor dorsza, niezaleznie od zastosowanej metody
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oznaczenia. Wyzsze temperatury denaturacji zwigzane sg z wigksza zawartoscig

iminokwasow, co znajduje potwierdzenie w przedstawionych w tabeli 10 wynikach.

Tab. 10. Poréwnanie temperatur denaturacji kolagenu suma afrykanskiego, tososia, dorsza battyckiego
uzyskane na podstawie pomiaru wiskozymetrycznego i kalorymetrycznego oraz temperatura skurczu
wiokien kolagenowych wuzyskana przy uzyciu skaningowej kalorymetrii réznicowej. Warto$ci
poszczegolnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05; n=3).

Temperatura denaturacji [°C]

Temperatura

Kolagen Kk oC
pomiar wiskozymetryczny pomiar kalorymetryczny SKUrczu [°Cl
Dorsz 14,10 £0,11° 15,17 £ 0,08 32,11 +0,09°
100§ 20,05 =+ 0,09° 20,58 +0,07° 26,03 £ 0,06°
Sum 28,61 +0,07° 29,28 +0,09° 25,50 +0,10°

Warto§¢ T4 kolagenu ze skor dorsza jest charakterystyczna dla ryb bytujacych
w zimnych wodach i jest poréwnywalna do wartosci uzyskanych dla kolagenu ze skor
mintaja Theragra chalcogramma - 17°C (Zhang 1 in., 2007). Z kolei T4 kolagenu ze
skér suma afrykanskiego jest porownywalna z T4 kolagenu ze skor ryby z rodziny
rozdymkowatych Diodon holocanthus, zyjacych w cieptych wodach - 29°C (Huang
iin., 2011). Dla kolagenu ze skor tososia uzyskano wynik posredni miedzy T4 kolagenu
suma afrykanskiego, a T4 kolagenu dorsza.

Zardwno temperatury denaturacji jak 1 skurczu widkien prezentowanych
kolagenéw sa znacznie nizsze niz odpowiednie temperatury kolagenu zwierzat
stalocieplnych. Ty kolagenu otrzymanego ze skor §wini wynosi 37°C (Rodziewicz-
Motowidto 1 in., 2007), a kolagenu wotowego 40,8°C (Yan i in., 2008). Temperatura
skurczu  witokien kolagenu bydlgcego waha sie¢ od 61°C do 67°C,
w zalezno$ci od rodzaju tkanki (Sadowska, 1992). Kolagen ryb tropikalnych
charakteryzuje si¢ wyzsza temperaturg denaturacji niz tych, ktére zyja
w zimnych wodach. Tropikalna ryba Aluterus monocerous charakteryzuje si¢
denaturacja kolagenu w temperaturze 32°C (Ahmad i Benjakul, 2011), a kolagen
pozyskany ze skory wieloryba, ktory jest zwierzgciem statocieplnym, denaturuje
w temperaturze 31,5°C (Nagai i in., 2008).

Znajac temperatury denaturacji badanych ryb, mozliwe jest wprowadzanie
chemicznych 1 enzymatycznych modyfikacji w celu otrzymania kompozytow

o pozadanych wlasciwosciach fizykochemicznych. Aby podwyzszy¢ stabilno$¢
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kolagenu tososia czy dorsza baltyckiego mozliwy jest dodatek kolagenu suma
afrykanskiego, ktory ma wyzsza temperatur¢ denaturacji.

Wyniki pomiarow temperatury topnienia wilokien kolagenu wolowego
wykazaty, ze jest on semikrystalicznym, wysokoczasteczkowym polimerem,
zbudowanym z trzech regiondw o roznej strukturze. Struktury te topig si¢ w roéznych
temperaturach. Region o stabo uporzadkowanej strukturze charakteryzuje si¢ zakresem
topnienia w granicach 80-100°C, a krystaliczny obszar topi si¢ w poblizu 120°C
(Sadowska,1992).

Tab. 11. Poréwnanie temperatur topnienia wiokien kolagenowych suma afrykanskiego, tososia i dorsza
baltyckiego uzyskanych przy uzyciu skaningowej kalorymetrii réznicowej. Wartosci w poszczegdlnych
kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05; n=3).

Kolagen Temperatura topnienia [°C]
Sum afrykanski 100,01 + 0,09*
Eosos 90,46 + 0,10°
Dorsz battycki 86,67 £ 0,10°

Poréwnujac dane literaturowe i1 wyniki przedstawione w tabeli mozna
stwierdzi¢, iz kolagen ryb sktada si¢ glownie z regionu o slabo uporzadkowanej
strukturze, gdyz temperatury topnienia widkien kolagenowych omawianych ryb
mieszczg si¢ w zakresie 80-100°C. Podczas endotermicznego procesu na termogramie
obserwuje si¢ odparowanie zaadsorbowanej wody oraz przemiany odpowiedzialne za
termiczny skurcz kolagenu. Temperatury topnienia witokien kolagenowych ryb sg nizsze
niz zwierzat statocieplnych (Sadowska, 1992). W przypadku kolagenu ryb mozna
obserwowa¢ jedno wyrazne przejscie fazowe, co wskazuje na inng budowe tych biatek
niz biatek zwierzat statocieplnych.

Otrzymane wyniki wskazuja, i1z helisa kolagenu skor suma afrykanskiego,
lososia 1 dorsza baltyckiego jest mniej stabilna od kolagenu ssakow. Wigze sie to
z zawarto$cig hydroksyproliny w czasteczce biatka. Zadaniem tego specyficznego
aminokwasu jest stabilizacja trojniciowe] helisy kolagenu. Stabilizacja ta zachodzi na
skutek tworzenia wigzan wodorowych pomigdzy poszczegdlnymi helisami, z ktorych
zbudowane jest bialko. W przypadku wyzszej zawarto$ci hydroksyproliny niezbedne
jest dostarczenie wigkszej ilo$ci energii, w celu rozerwania duzej ilosci wigzan
wodorowych powstalych pomiedzy grupami —OH hydroksyproliny a tlenem grupy

karbonylowej z wigzania peptydowego.
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4.1.1.5. Twardos¢ zelatyny

Przydatno$¢ technologiczng zelatyn rybich jako skladnika do tworzenia
funkcjonalnych kompozytéw z chitozanem oceniono na podstawie parametrow takich
jak: temperatura topnienia i twardo$¢ zelu, zalezno$¢ temperatury zelowania od czasu
zelowania. Do testéw wykorzystano zelatyny otrzymane w wyniku ekstrakcji woda,
a takze bedace produktem cieplnej denaturacji kolagendw.

Twardos¢ zelu wyrazong w stopniach Bloom definiuje si¢ jako mase
w gramach, niezb¢dng do zanurzenia w zelu zelatynowym o st¢zeniu 6,67 % w/w
1 stabilizowanego w temperaturze 10°C przez 16-18 godzin, cylindrycznego trzpienia
o $rednicy 0,5" na glebokos¢ 4 mm (Schrieber i Gareis, 2007). Zgodnie z danymi
zawartymi w tabeli 12, wieksza twardoscig charakteryzowaly si¢ zelatyny otrzymane
w wyniku ekstrakcji woda niz zelatyny pochodzace z tego samego surowca, ale
otrzymane w wyniku cieplnej denaturacji kolagenu. Niezaleznie od metody
otrzymywania zelatyny, najwigksza twardo$¢ zeli zanotowano dla preparatéw
uzyskanych ze skor suma afrykanskiego, a najnizszg dla zelatyn otrzymanych ze skor
dorsza battyckiego (Tab. 12).

Wartosci Bloom handlowych zelatyn wynosza 50-300, jednak te mieszczace si¢
w zakresie 200-300, o wysokiej twardosci, sa wykorzystywane najczesciej (Holzer,
1996). Zelatyny o wyzszych wartosciach Bloom maja wyzsza temperature topnienia
1 zelowania oraz wykazuja krotszy czas potrzebny do zzelowania. Charakteryzuja si¢
takze jasniejszg barwg oraz neutralnym smakiem 1 zapachem (Sikorski, 2013). Wyzsza
twardos$¢ zeli umozliwia uzycie nizszych stezen zelatyny w celu osiggnigcia pozadanej
sztywnosci zelu w gotowych produktach (Schrieber 1 Gareis, 2007).

Zelatyny ryb testowane zgodnie ze standardowymi parametrami testu Bloom
charakteryzuja si¢ twardosciami w zakresie 40-270°Bloom, nie mniej jednak od
wskazanego zakresu wystepuja odstepstwa. Np. zespot Cho (2005) dla zelatyny
otrzymanej ze skoéry tunczyka zoltoptetwego zanotowal twardos¢ zelu réwnag
426°Bloom. Istotny jest jednak fakt, Ze temperatura stabilizacji Zzelu w zastosowanej
przez autor6Ow metodyce byla o 3°C nizsza niz w standaryzowanych metodach.
W pewnym stopniu zawyzyto to wynik oznaczenia twardosci zelatyny w stosunku do
standardowej procedury badawczej. Wartosci literaturowe twardosci zelatyn
pozyskanych ze skér suma, lososia i dorsza przez inne zespoty badawcze, wynosza

odpowiednio: 243-256°Bloom (Liu i in., 2008), 108°Bloom (Arnesen i Gildberg, 2007)
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1 71-90°Bloom (Gémez-Guillén i in., 2010) i sg zblizone do wynikéw przedstawionych
w tabeli 12.

Na wilasciwosci fizykochemiczne zelatyny znaczny wplyw ma pochodzenie
surowca wykorzystanego w procesie, a takze metoda izolacji. Zalezno$¢ ta wigze si¢
z réznicami w zawarto$ci specyficznych aminokwaséw — proliny i hydroksyproliny

(Tab. 9).

Tab. 12. Poréwnanie twardosci zelatyny otrzymanej ze skoér suma afrykanskiego, tososia i dorsza
w wyniku ekstrakcji woda oraz denaturacji kolagenu. Wartosci w poszczegolnych kolumnach oznaczone
tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05; n=3).

Zelatyna Twardos¢ zelatyny [°Bloom]
Metoda otrzymywania Ekstrakcja Denaturacja
Sum afrykanski 240 + 3° 210+ 6"
Loso0$ 112 +5° 100 + 5°
Dorsz battycki 60 +2° 40 + 3°

Badii i Howell (2006) wykazali, ze twardo$¢ zeli moze by¢ réwniez uwarunkowana
stosunkiem hydrofobowych reszt aminokwasowych do reszt hydrofilowych. Wedtug
Gomez-Guillén 1 wspotpracownikow (2010) stosunek ten, a takze rozmieszczenie reszt
hydrofobowych w tancuchach polipeptydowych decyduje o twardosci zelu w wigkszym
stopniu niz zawarto$¢ iminokwasow w profilu aminokwasowym.

See 1 wspotpracownicy (2015) badajac wplyw obrdobki wstepnej skor suma
afrykanskiego na wydajno$¢ ekstrakcji zelatyny i1 jej wilasciwosci fizykochemiczne
stwierdzili, ze nizsze pH roztworu sprzyja wydajnosci ekstrakcji Zelatyny, jednak
otrzymanie najtwardszych zeli mozliwe jest tylko wtedy, gdy pH ekstraktu jest
neutralne. W pracy do ekstrakcji zelatyny wykorzystano metode opracowang przez
Kotodziejska 1 wspotpracownikéw (2008) z niewielkimi modyfikacjami (Rys. 8).
W metodzie tej do usunigcia bialek niekolagenowych wykorzystano wylacznie roztwor
chlorku sodu, bez udzialu kwaséw 1 zasad. Zapewnienie tagodnych warunkéw wstepne;j
obrobki surowca pozwolito na uzyskanie zelatyn o pH ok. 7, co przelozylo si¢ na
uzyskanie zeli o wysokiej twardosci (Tab. 12).

Roztwor zelatyny ze skér suma afrykanskiego uzyskany w wyniku cieplnej
degradacji kolagenu, charakteryzowat si¢ nizszym pH niz roztwor Zelatyny uzyskany
z tego samego surowca ale poprzez wodng ekstrakcje. Obecnoscig kwasu w potgczeniu

z obrobka termiczng byto przyczyna pogorszenia wlasciwosci funkcjonalnych Zelatyny,
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wskutek wzmozonej degradacji biatka i tworzenia peptydow o mniejszej masie
molekularnej. Analogiczne réznice zwigzane z metodg otrzymywania zelatyny
wystepuja takze w przypadku biatek uzyskanych ze skor tososia oraz dorsza battyckiego

(Tab. 12).
4.1.1.6. Temperatura topnienia zelatyny

Gloéwne roznice we wlasciwosciach zelatyny otrzymywanej z tkanek tacznych
ssakow 1 ryb polegajg na tym, ze ta druga charakteryzuje si¢ nizszymi temperaturami
topnienia i zelowania. Typowe punkty Zelowania oraz topnienia zelatyny wieprzowej
i bydlecej mieszcza si¢ odpowiednio w zakresach temperatur: 20 + 25°C oraz
i 28 = 31°C. Dla poréwnania, te same temperatury dla zelatyny rybiej wynosza
odpowiednio: 8 + 25°C 1 11 + 28°C (Karim i Bhat, 2009). Najwyzsza temperature
topnienia spo$rod badanych zelatyn miala zZelatyna izolowana ze skor suma
afrykanskiego, najnizsza za$ ze skor dorsza (Tab. 13). Co wigcej, temperatura topnienia
zelatyny otrzymanej poprzez cieplng denaturacje byla o ok. 1 + 1,5°C nizsza niz
zelatyny otrzymanej] w wyniku wodnej ekstrakcji, co réwniez zgodnie z literaturg
naukowa wynika z obecno$ci kwasu w zZelatynie bedacej produktem termicznej

degradacji biatka kolagenowego (See i in., 2015).

Tab. 13. Porownanie temperatur topnienia zelatyn otrzymanych ze skor suma afrykanskiego, tososia i
dorsza, w wyniku ekstrakcji woda oraz denaturacji kolagenu. Wartosci w poszczegdlnych kolumnach
oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ znaczaco (p<0,05; n=3).

Zelatyna Temperatura topnienia zelatyny [°C]

Metoda otrzymywania Ekstrakcja Denaturacja
Sum afrykanski 272+0,1° 26,7+0,1%
Eoso$ 25,0+0,2° 24,0+0,3°
Dorsz battycki 24,3 +0,2° 22,4+0,2°

4.1.1.7. Temperatura i czas Zelowania zelatyny

Rysunek 11 przedstawia wykresy zaleznosci temperatury Zelowania zelatyny od czasu
potrzebnego do uzyskania zelu. Dodatkowo nad wykresami umieszczono informacje na
temat granicznych temperatur (Tg), w ktorych zdolno$¢ zelowania otrzymanych biatek

zanika. Najwyzsza temperatur¢ graniczng zanotowano dla zZelatyny otrzymanej ze skor
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suma afrykanskiego w wyniku ekstrakcji woda (Rys. 11A), najnizszg za$ dla zelatyny
bedacej produktem obrobki skor dorsza baltyckiego po termicznej denaturacji kolagenu
(Rys. 11C).
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Rys. 11. Wykres zalezno$ci temperatury od czasu zelowania zelatyny ze skor A - suma afrykanskiego, B -
lososia, C - dorsza, otrzymanych w wyniku ekstrakcji woda (W) oraz denaturacji kolagenu (K).
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Zelatyna organizméw z wod cieplejszych zeluje zatem szybciej niz zelatyna
organizm6éw zimnolubnych. Dodatkowo, temperatury zelowania zelatyny uzyskanej
z kolagenu o wyzszej stabilnosci termicznej sa wyzsze. Wskazuja na to wyniki
uzyskane dla Zelatyny pozyskanej ze skory suma afrykanskiego. Zelatyna dorsza
baltyckiego uzyskana na skutek cieplnej denaturacji kolagenu nie ulega zelowaniu
w temperaturze > 10°C (Rys. 11 C).

Zarowno kolagen jak i zelatyna tej ryby sa najmniej stabilne. Poréwnanie
zelatyn uzyskanych w odmienny sposéb wskazuje na réznice w ich budowie, gdyz
wykazuja one inne temperatury i czasy zelowania. Zelatyna uzyskana poprzez
ekstrakcje woda o temperaturze 50°C lub 60°C w przypadku suma afrykanskiego,
wykazuje wyzsze temperatury zelowania.

Temperatura zelowania zelatyny powiazana jest z temperaturg denaturacji
kolagenu. Przy wyzszej stabilnosci termicznej kolagenu, Zelatyna ulegaja zelowaniu

w temperaturze wyzszej, a czas procesu jest krotszy (Rys. 11).
4.1.2. Otrzymywanie i charakterystyka kompozytow chitozanowo-bialkowych

Wyniki rozdz. 4.1.2. stanowiq fragment rozprawy doktorskiej dr Grzegorza Gorczycy
oraz publikacji w czasopismie Reactive and Functional Polymers, pt. Preparation and
characterisation of porous scaffolds from chitosan-collagen-gelatin composite, ktorej
oboje jestesmy wspotautorami (doi: 10.1016/j.reactfunctpolym.2016.04.008). Wyniki te
stanowity podstawe do realizacji badan zwigzanych z otrzymywaniem i charakterystykg

kompozytow chitozanowych zawierajgcych fosforylowang pochodng tego polimeru.

Jednym z celéw pracy jest ocena mozliwosci wykorzystania skér z tososia, jako
produktu ubocznego przetworstwa przemystu rybnego. Dokonujgc jednak poroéwnania
wlasciwosci uzyskanych kolagenow 1 zelatyn z surowcami pochodzacymi z ryb
bytujacych w wodach o réznych temperaturach, zaobserwowano bezposredni wplyw
warunkéw bytowania na temperatury denaturacji izolowanego kolagenu oraz na
temperatury zelowania zelatyn. Sa to informacje niezbgedne w projektowaniu
kompozytéw homo- lub heteropolimerowych o zdetiniowanych parametrach chtonnosci
1 rozpuszczalno$ci. Tworzenie kompozytéw kolagenowo-chitozanowych i zelatynowo-
chitozanowych pozwoli pozna¢ odpowiedz na pytanie, czy biatka te sa odpowiednim
substratem do modyfikacji fizyko-chemicznej chitozanu w tworzeniu materiatow

kserozelowych.
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Materiat opatrunkowy w formie wysuszonej gabki nie powinien rozpuszczac si¢
w temperaturze jego przechowywania (max. 25°C), a dopiero po aplikacji na ranie,
gdzie temperatura wzrasta do ok. 37°C. Z technologicznego punktu widzenia, w dalszej
czesci testow uzasadnione wiec byto wykorzystanie kolagendéw, a takze zelatyn
otrzymywanych metoda wodnej ekstrakcji ze skor tososia i suma afrykanskiego, czyli
biatek o najlepszej charakterystyce temperaturowej. Powodem, dla ktérego w dalszej
czesci badan nie wykorzystano kolagenu oraz zelatyny izolowanych ze skor dorsza byta
nie tylko ich najgorsza, wzgledem pozostatych biatek, charakterystyka temperaturowa,
ale rowniez sezonowa dostepnos¢ surowca.

W literaturze naukowej dostgpne sa prace opisujace mozliwos$¢ tworzenia
kompozytéw polisacharydowo-biatkowych, w tym takze chitozanowo-biatkowych,
szczegolnie pod katem mozliwo$ci sterowania szybkos$cig uwalniania uwig¢zionych
w ich strukturze zwigzkow biologicznie aktywnych (Shelke i in., 2014; Jao i in., 2017).
Ze wzgledu na roznice we wlasciwosciach uzytych biopolimeréw, wyniki oznaczen dla
materialdow otrzymywanych wedlug tej samej metodologii, nie zawsze s3 jednak
oczywiste. O wiasciwosciach stosowanych biopolimerow decyduje ich pochodzenie,
czysto$§¢, metoda otrzymywania, masa czasteczkowa, DD (chitozan), sktad
aminokwasowy (kolagen, zelatyna). Stad, okreslenie wpltywu nawet pojedynczego
sktadnika na wlasciwosci gotowego kompozytu, w oparciu wylgcznie o dane
literaturowe czgsto jest bardzo trudne.

Okreslenie wptywu dodatku kolagenu 1 zelatyny na podstawowe parametry
fizykochemiczne kserozeli mialo na celu nie tylko poznanie efektu zwigzanego
z modyfikacja chitozanu biatkami izolowanymi z wybranych surowcow, ale takze miato
stanowi¢ odniesienie do materialow kserozelowych otrzymywanych z udzialem
modyfikowanej pochodnej chitozanu, ktérych charakterystyke przedstawiono

w kolejnym rozdziale (4.1.3).

4.1.2.1. Wplyw dodatku kolagenu i zelatyny ze skor rybich na wlasciwosci

kompozytow chitozanowo-bialkowych

Materiaty kserozelowe poddawane sa na ogdét szeregom testow, ktoérych dobor
podyktowany jest ich przeznaczeniem. Jednak bez wzgledu na docelowe wykorzystanie

do podstawowych parametréw opisujacych kserozele naleza m.in.: chtonnos¢,
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rozpuszczalno$¢, wtasciwosci mechaniczne (twardo$¢ i elastycznos$¢) czy wihasciwosci
przeciwulteniajace.

Wszystkie kserozele poddane testom w celu okreslenia wpltywu dodatku
kolagenu 1 zelatyny ze skor rybich na wlasciwosci otrzymanych materialdéw utworzono
w taki sposob, aby stosunek masowy chitozanu do biatka, w przeliczeniu na suchg mase
polimeréw wynosit 1:1. Materiatem odniesienia byta gabka wykonana w 100%
z chitozanu. Testom poddano réwniez gabki utworzone wytacznie z kolagenu lub
zelatyny izolowanych z obu gatunkéw ryb: suma afrykanskiego i tososia. Podczas
przygotowywania materialdw do badan, w kazdej z dyspersji biopolimerow poddane;j
suszeniu sublimacyjnemu zastosowano jednakowy dodatek aldehydu glutarowego.

Wykorzystane do otrzymania kompozytéw z chitozanem kolagen i zZelatyna ze
skér suma afrykanskiego i1 lososia nie wplynely na ostateczny wyglad zewngtrzny
materiatow chitozanowo-biatkowych, w poréwnaniu do tych otrzymanych wytacznie
z chitozanu (Gorczyca, 2015; Tylingo i in., 2016).

W procesie izolacji kolagenu i1 zelatyny wystepuje etap wybarwiania skor rybich,
podczas ktorego rozdrobnione skory poddawane byty dziataniu 3% roztworu nadtlenku
wodoru przez okres 24 godzin. Jednakowa barwa otrzymanych kompozytow $wiadczy
zatem o odpowiednim doborze warunkéw prowadzenia tego procesu. Etap usuwania
barwnikéw z jednej strony moze by¢ odpowiedzialny za zmiany w grupach funkcyjnych
poszczegdlnych aminokwaséw w wyniku ich utlenienia, a z drugiej badania nad
wpltywem dziatania nadtlenku wodoru na biatka glutenu pszennego wykazaly, ze jest on
odpowiedzialny wytgcznie za tworzenie mostkow disiarczkowych (Manu 1 Prasada Rao,
2011). Zgodnie z uzyskanym profilem aminokwasowym (Tab. 9) w izolowanych ze
skor rybich biatkach nie wystepuja reszty cysteiny, pomig¢dzy ktorymi mozliwe jest
tworzenie si¢ potaczen S-S. Wplyw tego etapu obrobki surowca na strukturg
kompozytéw mozna wiec wykluczy¢.

Materialy uzyskane w 100% z chitozanu charakteryzowaty si¢ najmniejsza
srednica pordéw, najwieksza za$ materialty wykonane wylacznie z kolagenow, ktorych
pory dodatkowo byly bardziej regularne niz w materiatach chitozanowych. Gabki
utworzone wylacznie z zelatyn charakteryzowaty si¢ posrednig wielkosciga porow
w stosunku do gabek chitozanowych 1 kolagenowych (Gorczyca, 2015; Tylingo 1 in.,
2016).

Struktura poréow byla jednym =z gltéwnych czynnikow, ktory wptywatl

bezposrednio na tekstur¢ otrzymanych materiatlow. Kserozele o wigkszych porach
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charakteryzowaty si¢ mniejsza twardo$cia i wigkszg elastyczno$cia w stosunku do
materialdw o mniejszych porach. Jest to podstawa do wyjasnienia, dlaczego materiaty
kolagenowe w stosunku do zelatynowych i chitozanowych tatwiej odzyskiwaty
pierwotny ksztalt po Scisnieciu i byly mniej twarde bez wzgledu na pochodzenie
polimeru biatkowego. Ta samg prawidlowos$¢ zaobserwowano takze w przypadku
materiatow bialkowo-chitozanowych. Materialty otrzymane w 100% z chitozanu
okazaty si¢ by¢ twardsze od materialdéw kolagenowych $rednio o 30% i ponad
dwukrotnie mniej elastyczne. Natomiast w stosunku do materiatow zelatynowych
cechowaty si¢ mniejszymi wartosciami obu mierzonych parametréw Srednio o 40%
130% (Gorczyca, 2015; Tylingo i in., 2016).

Innymi czynnikami decydujacymi o parametrach tekstury otrzymanych
materialdw s3 stopien usieciowania oraz struktura przestrzenna biatek. Zelatyna
wystepuje w postaci klgbka statystycznego, co zapewnia lepsza dostepno$¢ wolnych
grup aminowych reszt lizyny dla czynnika sieciujgcego niz w przypadku regularnej
struktury kolagenu, dlatego tez materiaty otrzymane z tych biopolimerow wykazywaty
wyzsza twardos¢, mimo ze ilo$¢ uzytego aldehydu glutarowego w stosunku do suche;j
masy polimeréw w kserozelach byta jednakowa (Gorczyca, 2015; Tylingo 1 in., 2016).

Kolejnym czynnikiem decydujacym o wiasciwosciach kserozeli chitozanowo-
bialkowych jest sktad aminokwasowy otrzymanych bialek. Okazato si¢, ze wyzsza
zawarto$¢ lizyny 1 hydroksyproliny, moze dodatkowo przyczynia¢ si¢ do wigkszej
twardosci 1 mniejszej elastycznosci materialdéw biatkowych 1 chitozanowo-biatkowych
z udziatem kolagenu ze skér z suma afrykanskiego w stosunku do kolagenu
izolowanego ze skor ryb bytujacych w nizszych temperaturach (Gorczyca, 2015;
Tylingo 1 in., 2016). Sktad aminokwasowy obok przestrzennej struktury biatek stanowi
takze podstawe do wyjasnienia r6zni¢ w chlonnos$ci i rozpuszczalnos$ci otrzymanych
materiatow porowatych.

Najwiekszg chlonnos$cig charakteryzowaty si¢ materialty zawierajace
w sktadzie chitozan, najmniejsza za$ gabki otrzymane wyltacznie z bialek. Dodatek
biatka do dyspersji chitozanu spowodowal obnizenie chtonnos$ci kserozeli
chitozanowych w stosunku do roztworu soli imitujacego ptyn fizjologiczny o $rednio
30%. Najmniejsza rozpuszczalno$¢ w roztworze soli imitujacej plyn fizjologiczny
wykazywatly materialy wykonane w 100% z kolagenu, najwieksza za$§ materiaty
wylacznie z zelatyny. Kserozele w 100% chitozanowe rozpuscily si¢ w 11% w stosunku

do ich wyjsciowej masy, czyli 3-krotnie mniej w stosunku do materiatoéw zelatynowych,
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a 2-krotnie i ponad 4-krotnie bardziej w stosunku do materialu kolagenowego
wyizolowanego ze skor lososia i suma afrykanskiego (Gorczyca, 2015; Tylingo i in.,
2016).

Kolagen 1 zelatyna izolowane z tego samego surowca nie r6znig si¢ sktadem
aminokwasowym. Mata chtonno$¢ i rozpuszczalno§¢ materialdéw spowodowana jest
oddziatywaniami stabilizujgcymi natywng helis¢, w tym wigzaniami wodorowymi oraz
punktem izoelektrycznym przy pH 7, dzigki czemu kolagen jest nierozpuszczalny
w wodzie. Zelatyna jest produktem otrzymywanym w wyniku denaturacji kolagenu,
czyli procesu, podczas ktérego nastepuje catkowite badz czgsciowe zniszczenie
oddziatywan stabilizujacych strukture biatka. W trakcie denaturacji nastepuje takze
czgsciowa fragmentacja kolagenu, w wyniku czego fragmenty zdenaturowanego biatka
wystepuja w postaci kigbka statystycznego, a to powoduje, ze jest ono rozpuszczalne
w wodzie (Gorczyca, 2015; Tylingo i in., 2016).

W ocenie wlasciwosci przeciwutleniajagcych badanych materiatow porowatych
wykorzystano testy DPPH, ABTS oraz zdolno$¢ do chelatowania jonow Fe®". Zasada
pierwszych dwoch testow opiera si¢ na pomiarze absorbancji roztwordw rodnika,
ktoérego zanik barwy w obecno$ci badanej proby swiadczy o neutralizacji rodnikow,
czyli przeciwutleniajagcym dziataniu badanego zwigzku. Zdolno$¢ do chelatowania
jonéw Fe*" obserwowana jest rowniez na podstawie zaniku barwy roztworu wynikajacej
z niszczenia kompleksu jonow Fe®* z ferrozyna, w wyniku silniejszego oddziatywania
tych jonow np. z biopolimerami.

Aktywno$¢ materialdow chitozanowych, biatkowych 1 ich kompozytow
przedstawiono w formie warto$ci ECsg, ktora okre§la mase¢ proby materiatu, jaka
powoduje neutralizacje wolnego rodnika badz chelatowanie jonow Fe’™ w 50%,
w czasie 2 godzin od momentu rozpoczgcia testu.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze wszystkie testowane biopolimery dzialajg
przeciwutleniajaco oraz wykazuja zdolno$é do chelatowania jonow Fe®'. Whasciwosci
te wynikaja z czynnikow takich jak: budowa chemiczna, struktura przestrzenna czy
masa czasteczkowa. Wedlug Aleméana 1 wspotpracownikéw (2011) aktywnosé
przeciwutleniajgca w przypadku biatek zalezy od ich profilu aminokwasowego. Wzrost
zdolno$ci wymiatania wolnych rodnikéw zwigksza si¢ wraz ze wzrostem zawarto$ci
w biatku takich aminokwaséw jak: prolina, hydroksyprolina, walina, leucyna,

izoleucyna, alanina, histydyna, metionina.
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Porownujac aktywno$¢ przeciwutleniajacg otrzymanych kserozeli biatkowych
oraz uwzgledniajac sktad aminokwasowy biatek wykorzystanych do ich otrzymania,
wieksza moc przeciwutleniajagca kolagenu i zelatyny wyizolowanych ze skor suma
afrykanskiego w stosunku do tych samych biatek wyizolowanych ze skor tososia
wydaje si¢ by¢ zasadna. Roéznica w strukturze przestrzennej kolagenu i zelatyny
prawdopodobnie ~ wplywa na poziom wyeksponowania grup funkcyjnych
poszczegbdlnych tancuchow bocznych aminokwasow, a przez to na czestose
oddzialywan z czasteczkami rodnika DPPH czy kationo-rodnika ABTS.
W rezultacie kompozyty zawierajace w sktadzie kolagen wyizolowany z obu gatunkow
ryb cechujg si¢ mniejszymi wartosciami trzech mierzonych parametrow w odniesieniu
do kompozytow zawierajacych zelatyng (Gorczyca, 2015; Tylingo 1 in., 2016).

Wielu peptydom roznego pochodzenia przeciwutleniajagce wilasciwosci
przypisuje si¢ wystepowaniu w ich strukturze hydrofobowych aminokwasow: waliny,
izoleucyny, proliny, histydyny, tryptofanu, metioniny i tyrozyny (Davalos i in., 2004).
Kim 1 wspotpracownicy (2001) zasugerowali, ze wyzsze aktywnosci przeciwutleniajace
peptydow zawierajacych wiecej hydrofobowych aminokwaséw moga by¢ zwigzane
z ich wyzszg rozpuszczalnoscig w thuszczach.

Materiaty wykonane w 100% z chitozanu charakteryzuja si¢ najmniejsza
aktywno$cig przeciwutleniajaca, a takze najmniejsza zdolnoscig do chelatowania jonow
Fe**, ktore wynikaja z reaktywnosci grup hydroksylowych i aminowych obecnych
w chitozanie, a wigc takze ze stopnia deacetylacji polimeru. Zesp6ét Gomez-Guillén
(2010) wykazat zaleznos¢ zwigkszajacej si¢ aktywno$ci przeciwutleniajgcej wraz ze
zmniejszajaca si¢ masg czasteczkowa roznych frakcji hydrolizatéw wyizolowanych ze
skor katamarnicy.

Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca z reguty dotyczy zwiazkow o matych masach
czasteczkowych, dlatego aktywnos$¢ ta w przypadku badanych kserozeli powinna male¢
w kolejnosci: zelatyna > kolagen > chitozan. Warunek ten spelniono czgsciowo: biatko
> chitozan. Oznacza to, ze struktura przestrzenna biatek w tym przypadku ma wigksze
znaczenie w przewidywaniu aktywnosci przeciwutleniajacych preparatéw biatkowych
niz ich masa czgsteczkowa (Gorczyca, 2015; Tylingo i in., 2016).

Profil aminokwasowy wedlug Saiga 1 wspdtpracownikow (2003) wptywa takze
na zdolno$¢ chelatowania jonéw metali przejSciowych, ktdra wzrasta wraz ze wzrostem
takich reszt aminokwasowych jak: hydroksyprolina, prolina i histydyna. Prawidlowos¢

te potwierdzaja takze wyniki uzyskane dla wykorzystanych bialek. Bez wzgledu na
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mechanizm lezacy u podstaw wiasciwosci chelatujacych w stosunku do chitozanu,
wlasciwosci te s3 znacznie slabsze w porOwnaniu z materialami otrzymanymi

z polimerow biatkowych.

4.1.3. Wplyw dodatku fosforylowanej pochodnej chitozanu na wlasciwos$ci

kompozytow chitozanowych

Dostepnos¢ grup aminowych i hydroksylowych w chitozanie powoduje, ze biopolimer
ten podatny jest na modyfikacje chemiczne, ktorych gtownym celem jest mozliwosé
kontrolowanej zmiany wlasciwosci uzytkowych pod katem konkretnego zastosowania.
Zaleta takiego podejscia w tworzeniu kompozytow sktadajacych si¢ wylacznie
z jednego polimeru jest przede wszystkim wykorzystanie wylacznie jednego surowca.
Inng zaleta jest mozliwo$¢ rezygnacji z koniecznos$ci stosowania odczynnikow
sieciujgcych podczas formowania dyspersji do produkeji kserozeli, ktorych rolg jest
zabezpieczanie gotowego ukladu kompozytowego przed zbyt szybka destabilizacja.
Przyktadem takiego uktadu sa opisane wczesniej kompozyty utworzone z chitozanu
1 zelatyny rybiej, ktora bez dodatku aldehydu glutatowego ulegtaby nadmiernemu

rozpuszczeniu w gotowym materiale.

Rys. 12. Schemat przedstawiajagcy mechanizm reakcji tworzenia N-propylofosfonowej pochodnej
chitozanu (Kumar, 2013).
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Modyfikacja chitozanu przeprowadzona zostala na podstawie metodyki
zaproponowanej przez Kumara i wspotpracownikow (2013) (Rys. 12).

Istota modyfikacji chitozanu w toku przeprowadzonych badan byto wytworzenie
pochodnej polimeru rozpuszczalnej w wodzie, ktéra w nastgpnym kroku wykorzystano
w tworzeniu kompozytow o okre§lonej rozpuszczalnosci. W zwigzku z tym w pracy nie
podjeto sie okre$lenia stopnia modyfikacji polimeru, ze wzgledu na osiagnigcie

pozadanej funkcji chitozanu.
4.1.3.1. Morfologia powierzchni kompozytéow chitozanowych

Wyglad zewngtrzny otrzymanych materialow rdznit si¢ wizualnie pod wzgledem barwy
suchych preparatow (Rys. 13). Proby kontrolne wykonane wytacznie z chitozanu
niemodyfikowanego byty biate (CHI), natomiast te wykonane wylacznie z chitozanu

fosforylowanego brazowe (p-CHI;g0) (Rys. 13).

K 25% 50% 75% 100%

Rys. 13. Kserozele chitozanowe o rosngcym udziale modyfikowanej pochodnej chitozanu w przeliczeniu
na sucha mas¢ kompozytu (K - proba kontrolna bez dodatku modyfikowanej pochodnej).

W materiatach kompozytowych intensywno$¢ brazowego zabarwienia zwigkszala si¢
wraz ze wzrostem udzialu modyfikowanego chitozanu. Barwa ta prawdopodobnie
wynika ze struktury elektronowej odczynnika, bogatego w grupy chromoforowe
w postaci uktadéw zawierajagcych wigzania wielokrotne. Zaréwno odczynnik jak
1 modyfikowany polimer wykazuja maksimum absorpcji przy dtugosci fali rownej 298
nm. Podobne maksima obserwuje si¢ dla grup C=0 1 N=0, ktére wynosza odpowiednio
279 nm i 278 nm (Silverstein i in., 2007).

Analiza mikrostruktury za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej
wykazala, ze wszystkie materialy maja charakter wysokoporowaty (Rys. 14).
W materiale kontrolnym zaobserwowano bardziej regularne pory o wielkosci ok. 80
um. W przypadku chitozanu modyfikowanego (p-CHIo9) struktura polimeru byta
nieregularna, przypominajgca platanine nici. Z tego wzgledu trudne byto okreslenie

wielko$ci porow materiatu. Z cala pewno$cia sa one mniejsze niz uzyskane dla
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chitozanu niemodyfikowanego. Obraz préby p-CHI,s przedstawia wigksze jednolite
fragmenty polimeru, podobnie jak w probie kontrolnej (CHI), wewnatrz ktérych
widniejg w mniejszo$ci zagniezdzone lokalnie, charakterystyczne nitkowate obszary. Te
ostatnie dotyczace proby p-CHI;s wystepuja w wiekszosci (Rys. 14).

Na morfologi¢ powierzchni materialdw otrzymywanych z wykorzystaniem
suszenia sublimacyjnego ma wptyw wiele zmiennych. Poza budowa chemiczng wptyw
majg m.in.: ste¢zenie poszczegolnych polimeréw w dyspersji przed zamrozeniem, efekt
zwigzany z modyfikacja, stopien modyfikacji, rodzaj wykorzystanego czynnika
sprzegajacego, a takze warunki samego procesu otrzymywania kompozytow,
poczynajac od profilu temperatury zamrazania, konczac na parametrach procesu

suszenia.

100 pm

100 pm 100 pm
——— ]

Rys. 14. Obrazy powierzchni struktury materialow chitozanowych uzyskane z wykorzystaniem
elektronowej mikroskopii skaningowej (CHI-materiat kontrolny otrzymany wyltacznie z chitozanu
niemodyfikowanego, p-CHIx - kompozyt zawierajacy x% masowych chitozanu modyfikowanego, gdzie x
=25,75 lub 100).

W warunkach prowadzonego do$wiadczenia, zmienno$¢ wynikajaca z tych czynnikow
zostala zminimalizowana zachowujac prze wszystkim jednakowy sposéb
przygotowywania roztworéw polimerow 1 ich taczenia, jednakowa temperature
zamrazania roztworu polimeréow 1 jednakowe warunki suszenia sublimacyjnego.
Wszystkie proby zamrazano w temperaturze -24°C, a nastepnie suszono sublimacyjnie

pod ci$nieniem 0,94 mbar. W celu zapewnienia jednakowego gradientu temperatury
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proby suszono na tej samej polce, w jednakowej odleglosci od kondensatora w komorze
liofilizatora. Dlatego mozna zalozy¢, ze réznice w morfologii zwigzane sg wyltacznie
z budowg chemiczng otrzymanych biopolimerow (Rys. 14).

Najwigkszg porowatoscig charakteryzowaly si¢ materialy kontrolne, natomiast
najmniejszg materialy wykonane w 100% z chitozanu modyfikowanego (Tab. 14).
W miare rosngcego udziatu polimeru modyfikowanego w kompozytach porowatos¢

malala.

Tab. 14. Porowato$¢ materialow chitozanowych. (CHI-material kontrolny otrzymany wylacznie
z chitozanu niemodyfikowanego, p-CHIx - kompozyt zawierajacy x% masowych chitozanu
modyfikowanego, gdzie x = 25, 75, 50 lub 100). Wynik przedstawiony jako s$rednia arytmetyczna
+ odchylenie standardowe. Wartosci w poszczegolnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie
r6znig si¢ znaczaco, p<0,05, n=3).

Probka Porowatos¢ [%]
CHI 77,5+ 1,8°
p-CHIs 71,1 £2,3°
p-CHls, 65,5 +1,3°
p-CHIs 60,4 £1,9¢
p-CHI g0 55,0 £1,1°

Porowato$¢ jest waznym parametrem w materiatach opatrunkowych.
Odpowiednia porowato$¢ jest istotna z punktu widzenia wymiany gazowej, uwalniania
zwigzkow leczniczych 1 skladnikéw odzywczych inkorporowanych w opatrunku.
Idealny opatrunek powinien charakteryzowac si¢ porowatoscig na poziomie co najmniej
80% (Ikeda 1 in., 2014). Z punktu widzenia wymiany gazowej, lepsze parametry
osiggaty kompozyty chitozanowo-biatkowe, ktdrych porowatos¢ miescita si¢ w zakresie
85-88% (Tylingo 1 in., 2016). Badania Ikedy i wspotpracownikow (2014) dowodza
takze, ze obnizenie porowatosci gabek chitozanowych nast¢puje wraz ze wzrostem
stezenia polimeru w dyspersji przed zamrozeniem 1 wysuszeniem opatrunku. Mozna
wiec na tej podstawie stwierdzi¢, ze osiggniecie wicksze] porowatosci
w otrzymanych kompozytach moznaby osiggna¢ stosujac podczas ich przygotowywania
chitozan o wyzszej masie molekularnej 1 nizszym st¢zeniu polimeru w dyspersji.
Wigksza porowato$¢ materialbw mozna osiaggna¢ takze dzigki zamrazaniu dyspersji
w temperaturach zblizonych do 0°C, co skutkuje tworzeniem si¢ mozliwie duzych

krysztatéw lodu.
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4.1.3.2. Struktura chemiczna materialow chitozanowych

W widmie FT-IR chitozanéw mozna zaobserwowac szerokie pasmo w zakresie liczb
falowych 3600-3000 cm™, ktore jest charakterystyczne dla drgan rozciagajacych v(OH)
1 pokrywajacych si¢ z nimi drgan v,s (N-H) (Rys. 15). Pasma oznaczone jako
v(C-H) przy liczbie falowej 2870 cm™ dla wszystkich trzech materiatéow (Rys. 15B)
pochodzag od drgan rozciaggajacych wigzan wegiel wodor w grupach alifatycznych.

W widmach materiatdéw zawierajacych fosforylowany chitozan pojawiaja si¢
dodatkowe dwa pasma o niewielkiej intensywnosci przy liczbach falowych 2970 cm™
i 2935 em™, ktore odpowiadaja drganiom rozciagajacym C-H pochodzacym z grup
propylowych bezwodnika kwasu propylofosfonowego, co takze potwierdzili w swoich
badaniach Kumar i wspotpracownicy (2013).

Pasma widoczne przy liczbach falowych 1635 cm™, 1522 ecm™ i 1315 cm™,
przypisywane odpowiednio pasmom amidowemu I, amidowemu II i amidowemu III,
potwierdzity, ze chitozan jest produktem cze$ciowej deacetylacji chityny (Kumirska
i in., 2010). Swiadczy o tym szczegélnie pasmo amidowe I, obecne w widmie na skutek
wystepowania drgan rozciagajacych wigzania C=0, poniewaz wskazuje ono na
obecnos¢ ugrupowania CH;—C=0 w chitozanie.

Wedlug Kasaai (2010) podczas postgpujacej N-deacetylacji chityny
intensywno$¢ tego pasma stopniowo si¢ zmniejsza, a aminowego, wystepujacego
zwykle przy 1590 cm’, zwicksza, wskazujac na rosnaca przewage grup NH, nad
ugrupowaniem CH;—C=0. Na rysunku 15C mozna zaobserwowac, ze pasmo przy 1522
cm™, odpowiedzialne za drgania rozciagajace wigzania N—H, wykazuje nieco wigksza
intensywno$¢ niz pasmo amidowe I, jednak wystepuje ono przy nizszej liczbie falowej
niz ma to zwykle miejsce w przypadku drgan rozciggajacych w grupach -NH;
chitozanu. W obszarze I 1 II pasma amidowego nastgpito takze przesunigcie pasm
1 spadek ich intensywno$ci w przypadku materiatow zawierajacych modyfikowany
chitozan. Pasmo wystepujace przy liczbie falowej 1375 cm™ odpowiada drganiom
rozciggajagcym wigzania -C-O wystepujacego w ugrupowaniu -CH,-OH chitozanu.
Silny sygnal obecny przy liczbie falowej 928 cm™ oznacza obecno$é wiazania P-O-P
(Heras 1 in., 2001). Jego intensywno$¢ wzrasta wraz z udzialem modyfikowanego

chitozanu w kompozycie (Rys. 15C). Kolejnym potwierdzeniem wbudowania si¢ T3P
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w strukture polimeru jest obecno$¢ pasma przy liczbie falowej 1157 cm’

odpowiadajagcemu drganiom rozciagajacym wigzania -P=0 (Iliewa i in., 2001).

A
s,
=
)
=
5]
£ |cm
o
w
=]
=

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

[iczba falowa [cm']

B 8

W{=OH)

VI(C-H)

Absorbancja [%]

........................

Liczba falowa [cm™]

Rys. 15. Widmo FTIR materiatow chitozanowych. (CHI-materiat kontrolny otrzymany wylacznie
z chitozanu niemodyfikowanego, p-CHIx - kompozyt zawierajacy x% masowych chitozanu
modyfikowanego, gdzie x = 50 lub 100. Czgsci A, B i C roznig si¢ zakresem liczb falowych).

104


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

4.1.3.3. Chlonnos¢ i rozpuszczalno$¢ materialow chitozanowych w roztworze soli

imitujacym plyn fizjologiczny

W celu okreslenia chtonnosci 1 rozpuszczalnosci kompozytow chitozanowych
wykorzystano materiaty o zmniejszonym udziale chitozanu modyfikowanego
w stosunku do materiatéw wykorzystanych w pozostatych testach (Tab. 6). Dzialanie
takie byto konieczne, poniewaz okreslenie chtonno$ci materialdéw zawierajacych ponad
40% rozpuszczalnej formy chitozanu mijato si¢ z celem.

Zgodnie z wykresem (Rys. 16A), chtonno$¢ badanych materiatow niezaleznie od
sktadu byta zblizona i nie roznita si¢ statystycznie. W oznaczaniu parametru chtonnos$ci
wzigto takze pod uwage mas¢ rozpuszczonego polimeru po inkubacji. Oznacza to, ze
wszystkie badane materiaty zawierajace do 40% modyfikowanego chitozanu, byty
w stanie zwigza¢ ciecz o masie prawie 30-krotnie przekraczajacej mase wtlasng.
Poréwnywalne warto$ci chlonnosci podobnych materiatow chitozanowych wykazat
takze Gorczyca i wspoOtpracownicy (2014). Z kolei w cze$ci badan dotyczacych wptywu
dodatku preparatéw biatkowych na wlasciwosci ich kompozytéw z chitozanem (rozdz.
4.1.2.1) stwierdzono, ze zarowno dodatek kolagenu jak i zelatyny powoduje obnizenie
chlonnosci kserozeli.

Wedtug badan Tigh i Karakecili'ego (2007) chtonno$¢ gabek wykonanych
z chitozanu miesci si¢ w zakresie 27-40 g/g i zalezy od stopnia deacetylacji polimeru.
Oznacza to, ze 1 g polimeru moze zwigza¢ od 27 do 40 g roztworu. Dobra chlonno$¢
materiatow chitozanowych mozna tlumaczy¢ hydrofilowym charakterem polisacharydu
oraz zdolno$cig utrzymywania trojwymiarowej struktury kserozelu. W procesie
deacetylacji grupy acetamidowe ulegaja konwersji do bardziej hydrofilowych
pierwszorzgdowych grup aminowych. Zatem zastosowanie chitozanu o wyzszym
stopniu deacetylacji spowoduje wzrost chtonnos$ci materiatu (Tigh i Karakecili, 2007).

Zwigkszenia chlonno$ci moznaby takze oczekiwa¢ wprowadzajac do struktury
polimeru dodatkowe grupy o charakterze hydrofilowym w postaci reszt
N-propylofosfonowych. Jednakze porownywalne warto$ci chtonnosci badanych
materialdbw moga sugerowaé, ze wzrost hydrofilowosci kompensowany jest
przytaczaniem si¢ reszt fosforanowych do grup aminowych, co potwierdzatoby
mechanizm reakcji zaproponowany przez Kumara i wspotpracownikow (2013).

Dimida 1 wspolpracownicy (2015) potwierdzili, Ze chtonno$¢ materiatow

chitozanowych uwarunkowana jest dwoma gldwnymi czynnikami wynikajacymi
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z polielektrolitowej natury polimeru. Wigksza liczba stalych tadunkéw polimeru
powoduje wzrost pojemnosci sorpcyjnej chitozanu. Natomiast wzrost sity jonowej
roztworu, w ktorym inkubowany jest materiat wykonany z chitozanu, skutkuje
obnizeniem jego chtonno$ci. Wynika to z neutralizacji kationowych grup chitozanu
przez wolne jony obecne w roztworze, co obniza efekt odpychania si¢ tancuchow
polimerowych oraz obrzgk materialu wywotany osmotycznym wyroéwnywaniem si¢

stezen jonodw (Dimida i in., 2015).
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Rys. 16. Chlonnos¢ i rozpuszczalno$¢ materiatlow chitozanowych po 1 i 7 dniach inkubacji w roztworze
soli imitujacym plyn fizjologiczny. (CHI-material kontrolny otrzymany wylacznie z chitozanu
niemodyfikowanego, p-CHIx - kompozyt zawierajacy x% masowych chitozanu modyfikowanego, gdzie
x = 15, 25 Iub 40. Wynik przedstawiony jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe; p<0,05,
n=3).

Rozpuszczalno$¢ chitozanu zalezy od ilo$ci wolnych grup aminowych oraz grup
N-acetylowych. = W  niemodyfikowanej  postaci  chitozan rozpuszcza  si¢
w rozcienczonych kwasnych roztworach o pH <6 w wyniku protonowania grup
aminowych. Modyfikacja chitozanu bezwodnikiem kwasu propylofosfonowego
powoduje polaczenie wolnych grup aminowych 2z podstawnikiem o duzej
hydrofilowosci, tatwym do solwatacji przez czasteczki wody, umozliwiajac tym samym

rozpuszczanie chitozanu w oboj¢tnym pH.
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Wyniki badania rozpuszczalno$ci materiatow zawierajacych fosforylowana
pochodng chitozanu przedstawiono na rysunku 16B. Masa probki kontrolnej (CHI)
w trakcie catego testu ulegla niewielkiej zmianie. Najwigksza rozpuszczalnoscia
charakteryzowata si¢ proba p-CHly zawierajagca 40% chitozanu modyfikowanego,
a nastgpnie préby o malejacym udziale tego polimeru, tj. 25% 1 15%. Najwigkszy
ubytek masy kompozytow zaobserwowano po pierwszym dniu testu. Inkubacja
opatrunkow przez kolejne 6 dni spowodowala wzrost rozpuszczalnosci materiatu
srednio o kolejne 1,5% dla kazdej z badanych prob. Zaktadajac, ze rozpuszczeniu ulega
jedynie frakcja modyfikowanego chitozanu, to rozpuszczalno$¢ w przeliczeniu na te
frakcje w probach p-CHlyy, p-CHI,s, p-CHI;s wyniosta odpowiednio: 27,5, 34 i 40%.
Oznacza to, ze nawet w ciagu 7 dni testu rozpuszczalna frakcja chitozanu nie zostata
catkowicie wyptukana z materialu. Zaobserwowano takze, ze wraz z obnizeniem
udzialu chitozanu modyfikowanego w materiale, wicksza ilo§¢ tego polimeru ulega
rozpuszczeniu i uwolnieniu z kompozytu. Chitozan fosforylowany rozpuszcza si¢
w wodzie tworzac zel o lepkosci ok. 1000-krotnie wigkszej od wody, w tych samych
warunkach temperatury: 25°C 1 szybkoS$ci $cinania: 22 1/s. Powoduje to utrudnione
wyplukiwanie pochodnej z wnetrza materiatu, czyli trojwymiarowej siatki tworzonej

przez chitozan niemodyfikowany.
4.1.3.4. Analiza tekstury kserozeli chitozanowych

Tekstura kompozytoéw zostata scharakteryzowane na podstawie dwoch gléwnych
parametrow, tzn. twardosci 1 elastycznosci. Cze$¢ poswigcong analizie tych parametrow
podzielono na dwie sekcje. Pierwsza dotyczyla pomiaru twardosci 1 elastycznosci
materiatdw wykonanych wytacznie z jednego rodzaju polimeru o wybranych st¢zeniach
w roztworze, tj.: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%, zamrozonych i1 wysuszonych sublimacyjnie (Rys.
17A). Druga sekcja dotyczy pomiaru twardosci i1 elastyczno$ci kompozytéw
wykonanych z mieszanin roztworow obu chitozanow, o skladzie przedstawionym
w tabeli 6, nastgpnie zamrozonych 1 wysuszonych sublimacyjnie (Rys. 17B).

W przypadku obu rodzajow chitozanu obserwuje si¢ zalezno$¢ wzrostu
twardo$ci materialu wraz ze wzrostem st¢zenia polimeru w roztworze, przy czym
wartos$ci twardosci proby kontrolnej (CHI) dla kazdego stezenia polimeru sg wyzsze od
wartosci uzyskanych dla chitozanu modyfikowanego (p-CHI o). Dla przyktadu,

twardosci gabki utworzonej z 1% roztworu chitozanu niemodyfikowanego jest
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porownywalna z warto$cig uzyskang dla gabki utworzonej z 2% chitozanu
modyfikowanego (Rys. 17). Mniejsza twardo$¢ kserozeli utworzonych z chitozanu
modyfikowanego w stosunku do gabek otrzymanych z polimeru niemodyfikowanego,
zwigzana jest z mniejszg porowatoscig tych pierwszych, potwierdzong takze obrazami
wykonanymi technikg SEM (Rys. 14).

Elastyczno$¢ jest parametrem wyrazanym jako stosunek odlegtosci, jaka
przemierza trzpien od poczatku $ciskania do momentu uzyskania maksymalnej sity
nacisku, miedzy drugim a pierwszym cyklem S$ciskania proby. Najwigksza
elastycznoscig charakteryzowaty si¢ materialy uzyskane po wysuszeniu 1% roztworu
chitozanu niemodyfikowanego. Mniejsza elastyczno$¢ gabki uzyskanej z 0,5%
roztworu chitozanu niemodyfikowanego byta spowodowana mniejsza iloscig polimeru
w tej samej objetosci gabki. Oznacza to, ze do jej SciSnigcia w pierwszym cyklu
potrzebna byta niewielka sita, ktéra zniszczyta porowata, trojwymiarowa strukturg
materialu w pierwszym cyklu $ciskania i z tego powodu nie powrdcit on juz do swojego

pierwotnego ksztattu.
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Rys. 17. Twardo$¢ i elastyczno$¢ materiatdéw chitozanowych: A - wykonanych wytacznie z polimeru
kontrolnego lub wytacznie z polimeru modyfikowanego, zamrozonych i wysuszonych sublimacyjnie, B -
wykonanych poprzez zmieszanie roztworé6w polimeru kontrolnego i modyfikowanego w odpowiednich
stosunkach masowych, zamrozonych i wysuszonych. Wynik przedstawiony jako §rednia arytmetyczna +
odchylenie standardowe; p<0,05, n=5).
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Obnizenie elastyczno$ci moze by¢é wywotane takze wzrostem stezenia polimeru
w dyspersji, co osiggnieto w przypadku pomiaru proby kontrolnej. Powyzsza zaleznos¢
potwierdzili takze w swoich badaniach Ikeda 1 wspotpracownicy (2014). Z kolei zespot
Kim (2009) wykazat, ze wzrost stg¢zenia polimeru w roztworze powoduje wzrost
twardoSci materiatdw po ich wysuszeniu, co odzwierciedlaja takze wyniki
zaprezentowane na rysunku 17.

Mozna zatem stwierdzi¢, ze po przekroczeniu pewnego granicznego st¢zenia,
w tym przypadku 1% chitozanu niemodyfikowanego w roztworze, wraz ze wzrostem
twardosci kserozelu maleje jego elastycznos¢. W przypadku elastycznosci gabek
uzyskanych z roztworéw chitozanu modyfikowanego nie da si¢ sprecyzowaé zalezno$ci
twardo$ci gabek od ich elastyczno$ci, poniewaz dla kazdego z badanych stezen, po
uwzglednieniu odchylenia standardowego, warto$¢ ta jest zblizona (Rys. 17).

Nastgpnie  ocenie  poddano  wlasciwosci  mechaniczne  materiatow
kompozytowych  otrzymanych przez zmieszanie 1% roztworu chitozanu
niemodyfikowanego oraz 2% chitozanu modyfikowanego w odpowiednich stosunkach
masowych (Tab. 6). Dobdr stezen roztworéw byt podyktowany faktem, ze gabki
wytworzone z roztworow obu chitozanéw charakteryzowaty si¢ praktycznie jednakowa
twardoscig réwna ok. 55 kPa. Pozwolito to oceni¢ zmiane wartosci parametrow
twardos$ci 1 elastyczno$ci w kompozytach utworzonych z obu polimeréw (Rys. 17).

Testy te wykazaly, ze kompozyty, niezaleznie od wudzialu w nich
modyfikowanego chitozanu, zachowujg twardo$¢ na takim samym poziomie jak
w przypadku materiatow wykonanych w 100% jedynie z jednego z polimeréw. Oznacza
to, ze pomigdzy chitozanem modyfikowanym oraz niemodyfikowanym nie wystgpuja
oddziatywania mogace mie¢ wptyw na koncowa twardo$¢ otrzymywanych kserozeli.

Takie wyjasnienie wydaje si¢ by¢ stuszne, poniewaz modyfikacja chitozanu
z uzyciem bezwodnika kwasu propylofosfonowego nie zmienia jego polikationowego
charakteru, mimo wprowadzenia do struktury polimeru grup fosforanowych
wykazujacych tadunek ujemny. Potwierdzeniem tego jest fakt, ze potaczenie chitozanu
modyfikowanego ze zwigzkami o charakterze polianionowym, jak kolagen, Zelatyna,
alginian sodu, prowadzi do utworzenia Zzelu stabilizowanego silnymi wigzaniami
jonowymi (Shen i in., 2008).

Elastyczno$¢ otrzymanych kompozytow miescita si¢ w zakresie warto$ci

odpowiadajagcym materialom wytworzonym wylacznie z chitozanu niemodyfikowanego
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oraz chitozanu modyfikowanego 1 wzrastata wraz z udzialem tego pierwszego
w kompozycie (Rys. 17).

Podsumowujac, powyzsze testy wykazaly, ze twardo$¢ i1 elastycznos$¢ gabek
wykonanych z chitozanu oraz jego posforylowanej pochodnej mozna kontrolowaé
w tatwy sposob stosujac odpowiednie stgzenie kazdego z nich w dyspersji przed etapem

suszenia.
4.1.3.5. Wlasciwosci przeciwutleniajace

Do oceny wilasciwosci przeciwutleniajacych otrzymanych materiatow biopolimerowych
wykorzystano trzy powszechnie stosowane testy: test DPPH, ABTS i zdolno$¢ do
chelatowania jonéw Fe*" (Rys. 18). O ile reakcje rodnikowe postepuja z czasem, o tyle
zanik zabarwienia spowodowany wlasciwo$ciami kompleksujacymi badanych
materialow w przypadku jondw Fe’" szybko osigga stan réwnowagi. Po dwoch
godzinach trwania do$wiadczenia nie obserwuje si¢ dalszej zmiany zabarwienia
roztworéw (Gorczyca i in., 2014). Do porownania wszystkich mierzonych efektow
wykorzystano wartosci ECso (Rys. 18D). Warto$ci dla tego parametru wyznaczono na
podstawie regresji liniowej wynikéw otrzymanych z zalezno$ci wartos$ci stopnia
wymiatania wolnych rodnikéw badz stopnia chelatowania jonéw Fe”*, uzyskanych dla
réoznych nawazek badanych materiatdéw. Wicksza wartos¢ ECsy oznacza, ze dany
materiat wykazuje mniejsze zdolno$ci do neutralizacji wolnych rodnikéw badz
chelatowania jonow Zelaza.

Dowiedziono, ze wszystkie otrzymane materiaty posiadajg zdolno$¢ do
neutralizacji rodnikow DPPH, kationo-rodnikow ABTS, a takze wykazuja zdolnos¢ do
chelatowania jonow Fe** (Rys. 18). W kazdym z badanych przypadkéw wzrostowi
stezenia materialu chitozanowego towarzyszyl wzrost zdolnosci do neutralizacji
rodnikéw/chelatowania jonéw Fe*" w badanym uktadzie. Zaobserwowano takze, iz
pomigdzy chitozanem modyfikowanym 1 niemodyfikowanym wystepuje niewielka
roznica w zdolno$ci neutralizacji kationo-rodnika ABTS. Sg to jednocze$nie wartosci
zblizone do aktywno$ci chitozanu wykazanej w testach kompozytow biatkowo-
chitozanowych (Tylingo i in., 2016). Najwiecksza roznic¢ pomigdzy dzialaniem
przeciwutleniajacym obu chitozanow wykazat test DPPH, gdzie modyfikowany polimer
wykazuje taki sam efekt neutralizacji rodnika w 3-krotonie nizszym stgzeniu

w stosunku do proby kontrolnej. Innymi stowy modyfikowany chitozan posiada
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3-krotnie wyzsze dzialanie przeciwutleniajagce w stosunku do polimeru przed
modyfikacja. Aktywno$¢ proby p-CHI oo w tym samym tescie odpowiada aktywnosci
uzyskanej dla zelatyny ze skor tososia i suma afrykanskiego, ktére podobnie jak

modyfikowana pochodna chitozanu sa dobrze rozpuszczalne w wodzie.
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Rys. 18. Poréwnanie whasciwosci przeciwutleniajacych i zdolnosci do chelatowania jonéw Fe*™ przez
chitozan modyfikowany p-CHI;oy i material kontrolny CHI. Wynik przedstawiony jako $rednia
arytmetyczna + odchylenie standardowe; p<0,05, n=3)

Zdolno$¢ chelatowania jonow Fe*™ przez chitozan niemodyfikowany oraz po
modyfikacji ro6zni si¢ nieznacznie 1 takze odpowiada zdolnosci chelatujacej
wspomnianych biatek (rozdz. 4.1.2.1). Chitozan tworzy chelaty z jonami metali,
w ktorych jako ligandy zaangazowane sa grupy hydroksylowe oraz atomy tlenu
w resztach D-glukozaminowych. Inny mechanizm polega na wigzaniu jednego jonu

metalu przez grupy aminowe pochodzace z pojedynczego tancucha polisacharydowego.
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Zwigkszenie zawartosci wolnych grup aminowych w wyniku deacetylacji chityny nie
przeklada si¢ jednak bezposrednio na wzrost zdolno$ci wigzania jonéw metali.
Mozliwos¢ adsorpcji metalu moze by¢ zwigkszona przez sieciowanie, kontrolowang
N-acetylacje lub przez wspotdziatajace wigzanie z innymi polimerami (Pigtkowski 1 in.,
2010). Wprowadzenie dodatkowych grup -OH pochodzacych z  reszt
N-propylofosfonowych nie wptynelo znaczaco na zdolnoéé¢ chelatowania jonéw Fe?'

Reakcja substytucji grupy N-propylofosfonowej powoduje wprowadzenie do
struktury zwigzku dodatkowych podstawnikéw, w tym szczegoélnie grup
hydroksylowych,  ktéore moga by¢ powodem  zwigkszonej  aktywnosci
przeciwutleniajacej modyfikowanego chitozanu, wykazanej w tescie z DPPH. Ponadto,
badania aktywnosci przeciwutleniajacej chitozanéw o roznej masie czasteczkowej
wykonane przez Chien 1 wspotpracownikéw (2007) wskazaty na poréwnywalng
zdolno$¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw wykazywang przez chitozan o niskiej
masie czasteczkowej (12 kDa) z roztworami kwasu askorbinowego.

Z kolei Yen i wspolpracownicy (2007) skorelowali wzrost wlasciwosci
przeciwutleniajacych chitozanéw wyizolowanych ze $ciany komorkowej grzybow
shitake ze wzrostem stopnia deacetylacji tego preparatu. Co wigcej, ta sama grupa
badaczy wykazata takze bardzo duze zdolnosci chitozanu do chelatowania jonéw Fe",
na poziomie porownywalnym z EDTA 1 kilkunastokrotnie wyzszym w stosunku do
kwasu cytrynowego. Czynniki wptywajace na wlasciwos$ci chelatujace chitozanu nie sa
do konca wyjasnione. Znane sg doniesienia literaturowe sugerujace, ze dwuwartosciowe
jony metali chelatowane sa poprzez oddziatywania z grupg hydroksylowa na atomie
wegla C6 oraz z grupa aminowa na atomie wegla C2 glukozaminy (Inoue i in., 1988).

Rola wolnych rodnikéw 1 wplyw substancji przeciwutleniajacych w procesach
regeneracyjnych jest jednym z najbardziej aktualnych tematow w wyznaczaniu nowych
strategii leczenia (Fitzmaurice 1 in., 2011). Sposrdd wielu czynnikow wptywajacych na
opOznienia w procesie regeneracji ubytku skornego, te zwigzane z wystgpowaniem
1 skutkami stresu oksydacyjnego okazaly si¢ mie¢ duze znaczenie. Z tego powodu
uwaza si¢, ze nowoczesny material o przeznaczeniu biomedycznym, poza funkcjami
typowymi dla materiatéw tradycyjnych, powinien zapewnia¢ odpowiednig rownowage
oskydo-redukcyjng. Wykazano bowiem, ze zaréwno nadmiar wolnych rodnikéw, jak
1 ich catkowita neutralizacja prowadzi do zaburzenia prawidlowego przebiegu gojenia

rany (Roy i in., 2006).
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Zaprezentowane w pracy kompozyty chitozanowe charakteryzuja si¢ zdolno$cia
do neutralizacji rodnikéw na duzo nizszym poziomie w stosunku do
niskoczasteczkowych zwigzkow przeciwutleniajgcych, takich jak glutation, witamina E,
witamina C 1 flawonoidy, dla ktérych wartosci ECsy zawarte sg na poziomie kilku
pg/mL. Gabka wykonana wylacznie z chitozanu modyfikowanego posiada
porownywalng zdolno$¢ zmiatania rodnikow w tescie DPPH do chitozanu
funkcjonalizowanego gallusanem epigallokatechiny (EGCG), bedacym polifenolem
pochodzenia roslinnego i jednoczesnie 100-krotnie silniejszym przeciwutleniaczem niz
witamina C (Moreno-Vasquez i in., 2017). Jest to warto$§¢ wyzsza niz przedstawiona
w innych dotychczasowych pracach, np. badaniach Puoci'ego i wspdipracownikow
(2008), w ktorych oceniano wplyw stezenia kopolimeru kwasu ferulowego i kwasu
metakrylowego na zdolno$¢ wygaszania rodnika DPPH: 30% i1 80% wygaszanie
rodnika DPPH przy stezeniu 8000 g/mL odpowiednio chitozanu i kopolimeru.

Gabka wykonana wylacznie z chitozanu modyfikowanego neutralizuje kationo-
rodnik ABTS w 100% przy stezeniu 102 mg/ml. Dla pochodnej chitozanu
funkcjonalizowanej gallusanem warto$¢ ta wynosi 4 mg/ml i spowodowana jest
wprowadzeniem do lancucha polimerowego podstawnika o duzej zawartosci

protonodonorowych grup hydroksylowych (Moreno-Vasquez i in., 2017).
4.1.3.6. Wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe

Dostepnych jest wiele doniesien literaturowych $wiadczacych
o przeciwdrobnoustrojowym dzialaniu chitozanu w roztworach (Benhabiles 1 in., 2012;
Malinowska-Panczyk 1 in., 2015; Verlee i in., 2017). Aktywno$¢ ta zalezy od stopnia
deacetylacji chitozanu, jego masy czasteczkowej, jego stezenia w roztworze oraz pH
1 silty jonowej roztworu (Kong i in., 2010). Chitozan w roztworze o pH ponizej 6 jest
dodatnio naladowany z powodu protonowania grup aminowych w resztach
glukozaminy, a gtownym powodem przeciwdrobnoustrojowej aktywnos$ci polimeru jest
oddzialywanie jego dodatnie naladowanych tancuchéw z anionowymi sktadnikami
mikroorganizméw - lipopolisacharydami: bakterie Gram-ujemne 1 kwasami
tejchojowymi: bakterie Gram-dodatnie, co powoduje liz¢ komoérek (Kong i in., 2010).
W przypadku, gdy pH roztworu w ktorym znajduje si¢ chitozan jest neutralne, wedtug

niektorych autorow aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa polimeru wygasa ze wzgledu
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na dominujaca ilo$¢ nienaladowanych grup aminowych chitozanu oraz brak

rozpuszczalnosci polimeru (Sudarshan i in., 1992).

Tab. 15. Srednia liczba komérek mikroorganizméw w skali logarytmicznej dla materiatéw kontrolnego
i kompozytow po 24 godzinach kontaktu innokulum z testowanym materiatem (CHI-materiat kontrolny
otrzymany wylacznie z chitozanu niemodyfikowanego, p-CHIx - kompozyt zawierajacy x% masowych
chitozanu modyfikowanego, gdzie x = 15, 25, 40). Wynik przedstawiony jako $rednia arytmetyczna
+ odchylenie standardowe. Wartosci w poszczegolnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie
r6znig si¢ znaczaco, p<0,05, n=3).

Czas Liczba komérek [log CFU/mL]
Material oddzialywania . .
S. aureus E. coli C. albicans
[godz.]
CHI 0 6,69" 591° 4,64°
CHI 24 7,00 7,62 6,00
p-CHI;5s 24 1,69¢ 6,69° 1,69°
p-CHLs 24 1,69 6,47 1,69
p-CHlyo 24 1,69¢ 4.47° 1,69°

Podsumowujac, wyniki oceny wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
potwierdzaja, ze wszystkie badane materialy zawierajace modyfikowana pochodna
chitozanu wykazuja zdolno$¢ do hamowania wzrostu drobnoustrojow, szczegodlnie
w stosunku do bakterii Gram-dodatnich oraz drozdzy. Nizsza aktywno$¢ kompozytow
zaobserwowano w przypadku E. coli reprezentujacej bakterie Gram-ujemne,
szczegolnie gdy udzial modyfikowanego chitozanu w kompozycie stanowit 15% jego
masy. Materiat kontrolny nie zapobiegat dalszemu rozwojowi obu wskaznikowych
szczepow bakteryjnych oraz grzyboéw (Tab. 15).

W tabeli 16 przedstawiono aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa kompozytow
wyrazong jako logarytmiczny stopien redukcji bakterii/drozdzy (R) oraz wartos¢
procentowa tego wspotczynnika w celu liczbowego zobrazowania stopnia redukcji
komoérek wywolang 24 godzinng inkubacja materialu z innokulum. Mozna
zaobserwowaé, ze kompozyty zawierajagce 40% masowych chitozanu poddanego
modyfikacji zapewniajg prawie 100% zdolnos¢ redukcji komorek drobnoustrojow
namnozonych na kserozelu wykonanym wytacznie z chitozanu niemodyfikowanego
w czasie 24 godzin.

Ze wzgledu na budowe chemiczng chitozanu, jego aktywnos¢

przeciwdrobnoustrojowa jest wyzsza w Srodowisku o nizszym pH, kiedy grupy
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aminowe ulegaja protonowaniu i obniza si¢ w miar¢ zblizania si¢ do wartosci pKa 6,3 —

6,5.

Tab. 16. Poroéwnanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej kompozytéw chitozanu w odniesieniu do
probki kontrolnej (p-CHIx - kompozyt zawierajacy x% masowych chitozanu modyfikowanego, gdzie
x = 15, 25, 40). Wartosci w poszczegdlnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢
znaczaco, p<0,05, n=3).

S. aureus E. coli C. albicans
Redukcja . .
Material liczby . Redukq? - RedukcJ'a
R . R  liczby komdérek R  liczby komoérek
komérek bakterii [%] drozdzy [%]
bakterii [%] ° y 7o
p-CHI;s 5,3 99,9° 0,9 88,17 4,3 99,9%
p-CHLs 53 99,9* 1,2 92,9° 2,7 99,9%
p-CHLy, 5,3 9,9* 3,2 99,9° 4,3 99,9%

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan potwierdzaja, ze wbudowanie
bezwodnika kwasu N-propylofosfonowego w  struktur¢ polimeru zapewnia
kompozytom chitozanowym wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa w §rodowisku
o neutralnym pH (Tab. 16).

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa chitozanu opisywana jest jako dzialanie
bakteriostatyczne a nie bakteriobdjcze, chociaz wlasciwy mechanizm tego pierwszego
nie zostat do kofica sprecyzowany (Goy i in., 2009).

Zaproponowano trzy modele opisujace te aktywnos¢. Pierwszy z nich zwigzany
jest z wystepowaniem oddziatywan elektrostatycznych pomigdzy pozytywnie
naladowanymi czasteczkami chitozanu, a negatywnie naladowana btong komoérkowa
bakterii. Oddzialywania te moga prowadzi¢ do zmian przepuszczalnosci btony
komoérkowe] wywotujac w ten sposodb zaburzenie rOwnowagi osmotyczne] wewnatrz
komorki, a w konsekwencji zahamowa¢ wzrost mikroorganizmoéw. Moga one takze
odpowiada¢ za hydrolize peptydoglikanu w $cianie komorkowej bakterii, co prowadzi
do wycieku wewnatrzkomorkowych elektrolitow, takich jak: jony potasu, biatka, kwasy
nukleinowe, glukoza (Raafat 1 in., 2008; Goy 1 in., 2009).

Drugi z mechanizmow opiera si¢ o wigzanie chitozanu z DNA bakterii, co
prowadzi do zahamowania syntezy biatek w wyniku penetracji chitozanu do jadra

komoérkowego mikroorganizméw. Model ten zaktada, Ze chitozan moze przechodzi¢
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przez $ciang¢ i/lub bton¢ komoérek bakteryjnych, co potwierdzono stosujac techniki
skaningowej mikroskopii konfokalnej (Sebti i in., 2005).

Trzeci mechanizm dzialania przeciwdrobnoustrojowego chitozanu zwigzany jest
z jego zdolnoscig do chelatowania jonow metali. Polega on na wigzaniu si¢ polimeru ze
sktadnikami odzywczymi, niezbednymi do wzrostu mikroorganizmoéow (Goy i in., 2009).
Mechanizm ten dotyczy w szczego6lnosci $rodowiska zasadowego, poniewaz grupy
aminowe wystepuja w stanie niesprotonowanym, a para elektronowa obecna na azocie
tych grup moze oddziatywac z kationami.

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa chitozanu, niezaleznie od przedstawionych
mechanizmoéw, zalezy od wielu czynnikdw: masy czasteczkowej polimeru, jego stopnia
deacetylacji, pH $rodowiska oraz od zmian wywotanych modyfikacjg. Przytaczenie
reszt N-propylofosfonowych do struktury chitozanu powoduje redukcje wolnych grup
aminowych w wyniku tworzenia si¢ wigzania z fosforem pochodzacym od bezwodnika
(Kumar i in., 2013). Modyfikacja ta nie powoduje jednak zmiany polikationowego
charakteru chitozanu rozpuszczonego w wodzie. Oznacza to, ze nie wszystkie grupy
aminowe biorg udziat w tworzeniu potoczen N-P, czego powodem jest wystgpowanie
duzej zawady sterycznej wynikajacej z obecnosci grup N-propylofosfonowych,
szczegolnie w przypadku, gdy dwie grupy N-glukozaminy wystepuja w lancuchu
polisacharydu obok siebie.

Zatem na zwigkszong aktywnos¢ przeciwbakteryjng modyfikowanego chitozanu
wptywaé bedzie: rozpuszczalno$¢ polimeru w neutralnym pH, jego polikationowy
charakter, a takze obecnos¢ grup fosforanowych, ktore w mysl trzeciego mechanizmu
odpowiedzialne s3 za chelatowanie kationdw, w tym sktadnikéw niezbgdnych do
rozwoju mikroorganizmow. Istotnym czynnikiem jest takze obecno$¢ grup
propylowych pochodzacych z bezwodnika T3P. W neutralnym pH niewielka ilo§¢ grup
aminowych wystepuje w postaci sprotonowanej. W takich warunkach efekt odpychania
pomiedzy grupami -NH;" jest staby. Sprzyja to tworzeniu miedzy-
1 wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, ktore przy okazji wytwarzaja
hydrofobowe mikroprzestrzenie w obrebie tancucha polimeru. Lokalny podzial obszaru
polimeru na hydrofobowe 1 hydrofilowe fragmenty sprzyja, pod wzgledem
strukturalnym, powinowactwu pomiedzy bakteryjng Sciang komorkowg a pochodng
chitozanu (Goy 1 in., 2009). Powyzsze przypuszczenia potwierdzone zostaly w pracy

Rabea i wspodtpracownikow (2003), ktéorzy dodatkowo dowiedli, ze aktywnosé

116


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

przeciwbakteryjna zwigkszata si¢ wraz ze wzrostem dlugosci lancucha alkilowego
w pochodne;j.

Podobnie jak w przypadku bakterii uwaza si¢, ze aktywno$¢ chitozanu
przeciwko grzybom zwigzana jest raczej z zahamowaniem ich wzrostu niz z dzialaniem
grzybobdjczym (Raafat i in., 2008). Chitozan dziala jako inhibitor kietkowania
1 wydluzania zarodnikdw grzyboéw oraz wzrostu w kierunku wilasnego promienia.
Mechanizm dziatania obejmuje morfogeneze S$ciany komorkowej, podczas ktorej
oligomery chitozanu dyfunduja do wnetrza strzepki, zaktocajac aktywnos$¢ enzymow

odpowiedzialnych za wzrost grzyba (Goy i in., 2009).
4.1.3.7. Wilasciwosci cytotoksyczne

Cytotoksyczny efekt zwigzany z dziataniem chitozanowej pochodnej okreslono
z wykorzystaniem testu MTT wzgledem mysich komorek fibroblastow (L929) zgodnie
z normg PN-EN ISO 10993-5:2009. Jest to standardowa metoda in vitro, ktéra opiera
si¢ na pomiarze aktywno$ci mitochondrialnej zywych komorek (Pariente i in., 2001).
Wyniki badan przedstawiono na rysunku 19 i wyrazono jako procent zywych komorek
po 24 godzinach prowadzenia testu, w obecno$ci pochodnej chitozanu w poréwnaniu
z pozytywng kontrolg bez materiatu (Rys. 19A).

Przeprowadzone doswiadczenie wykazato, ze obecno$¢ ekstraktu badanego
materiatu w rozcienczeniach pozywki hodowlanej 1:5 oraz 1:10, dla ktérych st¢zenie
modyfikowanego chitozanu wynosi odpowiednio 0,033 g/mL oraz 0,018 g/mL
spowodowato tylko 20% zahamowanie wzrostu komorek w odniesieniu do proby
kontrolnej, czyli komorek bez materiatu. Z kolei zywnotno$¢ komorek traktowanych
chitozanem modyfikowanym w stezeniu 0,1 g/mL, czylu o rozcienczeniu ekstraktu
materialu w pozywce hodowlanej 1:1, po zakonczonym tescie osiagneta wartos¢ 50%.

Analiza mikroskopowa komorek fibrolastow mysich L929 poddanych inkubacji
z pochodng chitozanu potwierdzita dane przedstawione na rysunku 19A. Zgodnie
z rysunkiem 19B morfologia fibroblastow hodowanych w obecnosci modyfikowanego
chitozanu w rozcienczeniach 1:5 i 1:10 nie uleglta zmianie w stosunku do komorek
kontrolnych. Co wigcej, w przypadku rozcienczenia 1:10 komorki byly skurczone
1 odtaczone od ptytki hodowlanej, co wskazuje, ze mogly proliferowac i1 utrzymywac
morfologie¢ w obecnosci modyfikowanego chitozanu, w zaleznosci od jego stezenia.

Probka chitozanu niemodyfikowanego otrzymanego w analogiczny sposob nie
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wykazala dziatania cytotoksycznego w zadnym z badanych rozcienczen. Nie

powodowata zahamowania wzrostu komoérek wzgledem kontroli negatywne;.

A
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Komorki kontrolne 1:1
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Rys. 19. (A) Wpyniki testu MTT dla chitozanu modyfikowanego bezwodnikiem kwasu
propylofosfonowego (rozcienczenia p-CHI;yy: 1:1, 1:5, 1:10), po 24 godz. inkubacji z linia komérkowa
L929, **p<0.01, ***p<0.001. Wynik przedstawiony jako $rednia arytmetyczna =+ odchylenie
standardowe; n=3) (B) Zdj¢cia mikroskopowe komorek bez obecnosci materialu (kontrola komorki

L929) oraz w obecno$ci badanego materiatu p-CHI, oy W rozcienczeniach 1:1, 1:5, 1:10 (powickszenie x
150).

Rozpatrujac badane kompozyty chitozanowe jako potencjalne materiaty
opatrunkowe, w ocenie ich dzialania cytotoksycznego nalezy wzia¢ pod uwage takze
parametry takie jak chtonno$¢ i rozpuszczalno$¢. Materiaty do wszystkich badan
przygotowywano w formie gabek o $rednicy 20 mm 1 wysokosci 5 mm, gdzie $rednia
masa jednej gabki wynosita 0,05 + 0,002 g. Zgodnie z uzyskanymi wynikami badane

kompozyty byly stanie wchionag¢ 30-krotno$¢ masy wilasnej wysigku z rany, a ich
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rozpuszczalno$¢ nie przekraczala 11%. Stad stezenie modyfikowanego chitozanu
w kontakcie z rang, wynosi ok. 0,005 g/L. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze ilos¢
modyfikowanego chitozanu stosowana w otrzymanych kompozytach nie wplywa

negatywnie na gojaca si¢ rang.
4.2. Hydrozele chitozanowe w technice kapsulkowania wspoélosiowego

Umieszczenie wewnatrz hydrozelowej membrany zwiazkow o charakterze
hydrofobowym w fazie cieklej z technologicznego punktu widzenia jest trudne do
wykonania. Rozwigzaniem tego problemu jest wykorzystanie modelu kuli, w ktorej
zewnetrzna powtloka stanowi uwodniong membrang utworzong z biopolimeru.
W rdzeniu membrany oddzielonym od zewngtrznego otoczenia mozliwe jest
zamykanie zwigzkow bez wzgledu na ich charakter chemiczny. Sposéb ten stanowi
podstawe wielu metod kapsutkowania zwigzkéw aktywnych w celu kontrolowania
ich wlasciwosci i aktywnosci.

Dotychczas najbardziej popularng metoda kapsutkowania olejéw réwniez poza
skalg mikro jest produkcja twardych i1 migkkich kapsutek zelatynowych. Roznica
w ich twardo$ci wynika z rodzaju plastyfikatora dodawanego do zelatyny podczas
procesu. Obecno$¢ plastyfikatora zwicksza jednak przepuszczalnos¢ tlenu do
wnetrza kapsulek (Sagiri 1 in., 2016). Do tej pory nie zbadano podobnych uktadow
bedacych nos$nikami olejéw jadalnych w postaci hydrozeli z wykorzystaniem
popularnych aktualnie biopolimeréw jak chitozan czy alginian sodu.

W  pierwszym etapie realizacji zalozen badawczych pracy doktorskiej
zwigzanych z oceng wplywu kapsutkowania olejow jadalnych na ich stabilnos¢
oksydacyjng przygotowano aparatur¢ do kapsulkowania metoda wspotosiowa oraz
dokonano doboru optymalnych parametrow przeptywu poszczegdlnych mediow
(Tylingo 1 in., 2016).

Najwazniejszym elementem aparatury jest gtlowica (Rys. 20.1). Sktada si¢ ona
z dwoch igiet o réznych $rednicach umieszczonych jedna w drugiej. Wewngetrzne
1 zewngtrzne Srednice igiet wynosza odpowiednio 0,70 mm 1 1,25 mm dla igly
wewnetrznej oraz 2,20 mm 1 3,00 mm dla igly zewngtrznej. Glowica wyposazona
jest w trzy kro¢ce wlotowe dostarczajace odpowiednie media. Pierwszy z nich (Rys.
20.1a) potaczony jest z igla wewnetrzng 1 stuzy do transportu zwigzku stanowigcego

rdzen kapsulki, w tym przypadku oleju. Kolejny (Rys. 20.1b) potaczony z igla
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zewnetrzng umozliwia transport roztworu ptaszcza. Natomiast ostatni (Rys. 20.1c),
zaprojektowano w celu transportu strumienia gazu inertnego, ktérego zadaniem jest
zrywanie formujacych si¢ u ujsScia igiet kropel spadajagcych do roztworu

utwardzajacego.

Glowica

Krociec doprowadzajacy rdzen (olej)

Krociec doprowadzajacy roztwor plaszcza (chitozanu, alginianu sodu)
Krdciec doprowadzajacy gaz inertny (zrywajacy formujace si¢ krople)
Butle ci$nieniowe z azotem

Precyzyjne rotametry do regulacji predkos$ci przeptywu roztwordéw i gazu inertnego
Rotametr o szerokim zakresie pomiarowym

Naczynie z olejem

Naczynie z roztworem plaszcza

Mieszadlo magnetyczne

Widok glowicy od spodu

Otwory wylotowe gazu internego (zrywajacego krople)

Wylot roztworu plaszcza

ERSESEEEEEREEE

Wylot rdzenia kapsutki

Rys. 20. Schemat zestawu do kapsutkowania metoda wspotosiowa wykonany w ramach realizacji pracy
doktorskiej w Kat. ChTiBZ.

W systemie zastosowano transport pneumatyczny, w ktorym media poprzez glowice

tloczono za pomoca spr¢zonego azotu (Rys. 20. 2). Predko$¢ przeplywu mediow
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mierzona jest rotametrami na podstawie predkos$ci przeptywu gazu wttaczanego do butli
z roztworami lub wttaczanego do ostatniego z kro¢coéw (Rys. 20.1¢). Roztwory rdzenia
1 plaszcza umieszcza si¢ odpowiednich kolbach ssawkowych (Rys. 20.5 1 Rys. 20.6).
Formujace si¢ kapsulki zbierane sa w roztworze utwardzajagcym, znajdujacym sie
w szklanym krystalizatorze i umieszczonym na ptycie mieszadta magnetycznego (Rys.
20.7). W celu lepszego zrozumienia koncepcji dziatania zestawu, na rysunku 20
zamieszczono widok glowicy od spodu (Rys. 20.8.d-1).

Formowanie si¢ struktur typu kropla w kropli jest zalezne od wielu zmiennych,
takich jak konstrukcja urzadzenia: $rednice igiel, ich wzajemne koncentryczne ulozenie,
odleglo§¢ pomiedzy iglami, a roztworem utwardzajagcym czy wlasciwosci
fizykochemiczne zwigzkow kapsutkowanych 1 matrycy do ich immobilizacji: lepkos¢,
oddziatywania chemiczne. Pomimo wystgpowania wielu zmiennych, przeprowadzone
testy potwierdzity, ze prototyp urzadzenia moze stuzy¢ do otoczkowania zwigzkéw

hydrofobowych (Rys. 21).

Rys. 21. Zdjecie chitozanowych kapsutek z olejowym rdzeniem bezposrednio po utwardzeniu
w roztworze utwardzajagcym (Kapsutki wykonane zgodnie z metodyka zawarta w pracy - rozdz. 3.3.6.
Predko$é przeptywu gazu ttoczacego roztwor plaszeza Vs= 4,45 g/godz., predkos¢ przeptywu oleju V=
2,00 g/godz.).

Jako materiat ptaszcza kapsutki zastosowano 2% roztwor chitozanu w 0,1M
kwasie mlekowym. Wybor tego polimeru uzasadniony byt szeregiem jego pozytywnych
wlasciwosci takich jak: biodegradowalnos¢, biokompatybilnos¢, brak toksycznego
oddzialywania na organizmy zywe, aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec
wybranych rodzajow bakterii i grzyboéw (Rinaudo, 2006). Pozwala to na wszechstronne

zastosowanie polimeru (Ravi Kumar, 2000). W literaturze dostgpne s3 takze prace na
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temat oddzialywan chitozanu z ttuszczami (Gades i Stern, 2002; Gades i Stern, 2004).
Polisacharydy, w tym chitozan sg szeroko stosowane do kapsutkowania zwigzkow ze
wzgledu na ich umiarkowanie niskg przepuszczalnos¢ tlenu (Sandoval-Castilla 1 in.,
2010).

Wiasciwosciami  chitozanu podyktowany zostal takze sklad roztworu
utwardzajacego struktury kropla w kropli. Chitozan rozpuszcza si¢ wyltacznie
w kwasnych roztworach, dlatego jednym ze sktadnikow roztworu utwardzajgcego byt
wodorotlenek sodu, w obecnosci ktorego chitozan wypada w postaci zelu wigzacego
wode, czyli hydrozelu (Rinaudo, 2006).

Rozpuszczalno$¢ chitozanu maleje takze wraz z obnizaniem si¢ polarnosci
rozpuszczalnika, poniewaz wzrasta warto$¢ ciepta jego rozpuszczania, a jednoczesnie
maleje ilo$¢ grup hydroksylowych wody, solwatujacych grupy aminowe polimeru
(Sano i in., 1999). Stad wniosek, ze stezenie krytyczne rozpuszczalnika obnizajacego
polarno$¢ roztworu utwardzajacego bedzie zalezato od jego budowy.

Jezeli przeznaczeniem kapsulek z olejem bylaby suplementacja diety, to
jedynym mozliwym 1 akceptowalnym dodatkiem obnizajacym polarnos¢ roztworu
utwardzajacego sposrod alkoholi jest etanol, dla ktorego stezenie Kkrytyczne
rozpuszczania chitozanu wynosi 50% (Sano i in., 1999).

Dodatkowym atutem metody jest charakter chemiczny wszystkich roztworow
uzytych w procesie. Hydrofobowy rdzen w kombinacji z hydrofilowym roztworem
plaszcza oraz roztworem utwardzajacym blokujg wyciek oleju podczas wypadania
chitozanu z roztworu 1 jego utwardzania. Takze przechowywane kapsulek
w formie hydrozelowej w wodzie destylowanej, wskazuje pewna analogi¢ do

budowy miceli w srodowisku hydrofilowym (Rys. 22).

(czgsteczki wody)

Hydrofilowa otoczka
(chitozan w postaci hydrozelu)

Hydrofobowy rdzen
(olej jadalny)

Rys. 22. Schemat miceli w srodowisku hydrofilowym (www.bifi.es).

122


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

4.2.1. Ocena wplywu predkosci przeplywu mediéow na formowanie kapsulek

Kluczowym czynnikiem majacym wplyw na jako$¢ formowania si¢ kapsulek byla
lepkos$¢ rdzenia 1 plaszcza tloczonych przez glowice aparatury. Niewielka warto$¢
lepkosci oleju jadalnego: 60 +~ 80 mPas, przy szybkosci $cinania 22,00 1/s, T=25°C,
pomimo niewielkiej $rednicy tloczacej go igly — 0,7 mm, powodowata trudnos$ci
z ustaleniem jednostajnego przeptywu. Przeplyw oleju ponizej 1g/godz. skutkowat
jego zawarto$cig w kapsulce rzedu kilku procent. Natomiast zbyt wysoka predkosé
przeptywu oleju, tzn. powyzej 3g/godz., powodowata przebijanie warstwy plaszcza
podczas formowania kapsutek. Z tego wzgledu jako optymalng predkos¢ przeptywu
oleju ustalono warto$¢ posrednig réwng 2 g/godz., ktérej odpowiadata predkos¢ gazu
tloczacego olej przez glowicg rowna: 0,45 L/godz.

Z jednej strony do wytworzenia plaszcza kapsulki izolujacego rdzen od
srodowiska zewnetrznego logiczne byloby uzycie roztworu polimeru w mozliwie
najwigkszym stezeniu, aby zapewni¢ maksymalng barierowo$¢. Niestety, duza
lepko$¢ roztwordw chitozanu przy relatywnie niskim stezeniu polimeru

w roztworze, max. 5% w/v, stanowi czynnik limitujacy.

Tab. 17. Wptyw predkosci przeptywu roztworu ptaszcza na zawartos$¢ oleju w kapsulkach oraz ich
$rednicg. Wartosci w poszczego6lnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie réznig si¢
znaczaco (p<0,05, n=3).

Predkosé *Rzeczywista Zawarto$¢ oleju Srednica Stosunek
gazu predkos¢ w kapsulkach kapsulek masy oleju do
tloczacego przeplywu (00) (CD) masy suchego
roztwor roztworu [% w/w] [mm] polimeru
plaszcza plaszcza (V) w kapsulkach
[L/godz.] [g/godz.] [wi/w]
0,6 2,64 +£0,02° 42,13 +£0,87% 4,35+0,07° 31,37%
1,2 4,45 + 0,03b 45,23 +1,00* 4,41+ 0,05° 35,30%
1,8 13,52+£0,03° 14,78 +0,63° 3,94 +0,24° 7,82°
2,4 14,48 + 0,02 14,52+ 0,04  4,08+0,12° 7,66
3,0 23,21 £0,01° 6,96 + 0,40c 3,61 £0,10° 3,40°
3,6 27,24 +0,02° 8,65+0,54 3,67 +0,02° 4,30°

Predkos¢ przeptywu rdzenia podczas formowania kapsulek byta stata i wynosita Vc=2g/godz;
* warto$ci uzyskane na podstawie pomiaréw grawimetrycznych kapsutek spadajacych do roztworu

utwardzajgcego.
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Ksztalt, $rednica kapsulek i1 zawarto$§¢ oleju w ich wnetrzu, silnie zaleza od
predkosci przeptywu poszczegdlnych medidow przez glowice aparatury (Tab. 17).
Zgodnie z powyzsza tabela, kazdej predkosci gazu tloczacego roztwor
plaszcza odpowiada rzeczywista predkos¢ masowego przeplywu roztworu ptaszcza
(Vs) w jednostce czasu. Mimo ze wzrost predkosci gazu ttoczacego powoduje takze
wzrost parametru Vg, nie jest to zalezno$¢ liniowa. Przyczyng tego sg wahania
ciSnienia w uktadzie aparatury, zwigzane z kompresja azotu w jej martwej
przestrzeni. Im wigksza jest lepkos$¢ roztworu, tym wicksza jest kompresja gazu
1 tym wigksze jest ci$nienie potrzebne do transportu roztworu w aparaturze.
Najwicksza zawartos¢ oleju

w kapsutkach osiggnieto dla

a35mm '—_—' rzeczywistego  przeptywu  roztworu
chitozanu w zakresie predkosci 2,64 +
4,45 g/godz. Dalszy wzrost predkosci
przeplywu roztworu plaszcza powodowat
obnizenie udziatu oleju jako rdzenia
kapsutki, nawet ponizej 10% (Tab. 17).
Formujace si¢ kapsutki wpadaty do
roztworu utwardzajacego pod wptywem
wlasnego ci¢zaru, niezaleznie od stosunku
masy polimeru do masy oleju. Oznacza to,
ze w zakresie predkosci przeptywu
roztworu chitozanu 2,64 + 4,45 g/godz.,
kropla chitozanu maksymalnie wypetnila
si¢ olejem, =zanim osiggnela mase
potrzebng do oderwania od igly.
W  optymalnych warunkach przeptywu

B 367 mm ! powyzszych mediow 1 g chitozanu

w przeliczeniu na suchg mase¢ polimeru

Rys. 23. Wplyw predkosci przeptywu roztworu wystarcza do zakapsutkowania 31 + 35 g
ptaszcza na Srednice i ksztalt kapsulek (Predkosc

przeplywu gazu tloczacego roztwor:  A-0,6 oleju.
L/godz., B-1,2 L/godz., C-1,8 L/godz., D-2,4 . . i .
L/godz., E-3,0 L/godz., F-3,6 L/godz.) W tabeli 17 zamieszczono $rednice

kapsutek uzyskanych dla statego przeptywu oleju i jednocze$nie wybranych
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predkosci przeplywu roztworu plaszcza, dla ktorych uzyskano $rednice mieszczace
si¢ w zakresie 3,6 - 4,4 mm. Konfrontujac te wyniki z ksztaltem kapsutek
odpowiadajagcym wybranej predkosci przeptywu roztworu ptaszcza widaé, ze jego
wzrost powodowat nieznaczne obnizenie $rednicy kapsutek (Rys. 23). Réznice te sg
wynikiem odchylen od modelu ksztattu kuli. Podyktowane sg one czynnikami takimi
jak: wysoka warto$¢ lepkosci roztworu, odpowiedzialna za wydtuzanie si¢ kropli,
zanim osiggnie ona mas¢ niezbedng do oderwania si¢ od igly, a takze
deformowaniem si¢ kropli podczas uderzania o powierzchni¢ roztworu
utwardzajacego, pomimo niewielkiej odleglo$ci pomiedzy ujsciem igiet a lustrem
roztworu: 5 cm. Co wiegcej, przekroczenie predkosci gazu tloczacego roztwor
chitozanu powyzej 3 L/godz. powodowal tworzenie si¢ tzw. struktur
wielordzeniowych, ktérych mniejsze rdzenie umiejscowione byty w ogonie kapsutki
(Rys. 23).

W doborze optymalnych warunkéow kapsutkowania uwzgledniono takze
dodatkowa zmienng jaka jest mozliwo$¢ regulacji $rednicy kapsutek za pomoca
strumienia azotu skierowanego ku wylotowi igiet. Zmiana predkosci tego strumienia
wywotuje szybszy spadek formujacych si¢ kapsutek do roztworu utwardzajacego,

zanim 0siggng one mas¢ potrzebng do spadku grawitacyjnego.

Tab. 18. Wplyw predkosci przeptywu gazu inertnego zrywajacego krople na zawarto$¢ oleju
w kapsutkach oraz ich $rednice. WartoSci w poszczegdlnych kolumnach oznaczone tymi samymi
literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05, n=3).

Predkosé *Rzeczywista Zawarto$¢ oleju Srednica Stosunek
przeplywu predkos¢ w kapsulkach kapsulek masy oleju
gazu przeplywu (00) (CD) do masy
inertnego roztworu [Y0 w/w] [mm] suchego
Zrywajacego plaszcza (V) polimeru
krople (Vy) [g/godz.] w kapsulkach
[L/godz.] [w/w]
0 45,23 +£1,00° 4,41+ 0,06 31,37°
200 44,31 £1,02% 4,32 +0,05° 34,08°
400 4,45 42,12+0,33"  3,82+0,02° 31,35°
600 29,58 £ 1,63° 2,81 +£0,02° 18,56
800 bd. bd. bd.

Predkos¢ przeptywu rdzenia podczas formowania kapsulek byla stata i wynosita Ve=2g/godz.
* warto$ci uzyskane na podstawie pomiarow grawimetrycznych kapsulek spadajacych do roztworu

utwardzajacego.

bd. - brak danych ze wzgledu na niskg wydajnos$¢ procesu kapsutkowania.
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Pomiary wykonano dla statych warto$ci przeptywu roztworu plaszcza
i rdzenia, ustalonych w poprzednim punkcie za wartosci optymalne, kapsutek
najbardziej zblizonych ksztalttem do kuli i o najwigkszej zawartosci oleju: Vs=4,45
g/godz., Vc=2,00 g/godz. Zgodnie z danymi zawartymi w tabeli 18 mozna
zaobserwowacd, ze wzrost predkosci przeplywu strumienia gazu zrywajacego krople
powodowat zmniejszenie $rednicy kapsutek. Znaczna zmiana $rednicy nastgpita
jednak dopiero powyzej predkosci 400 L/godz. Ponizej tej wartosci strumien gazu
nie stanowi wystarczajacej sity napedowej, aby mozliwe bylo odrywanie kropel
z igly glowicy (Tylingo i in., 2016). Najmniejsza, mozliwa do osiagni¢cia Srednica
kapsutek wyniosta 2,8 mm 1 byta mniejsza o ok. 36% w stosunku to kapsutek
otrzymanych w warunkach optymalnych bez uzycia strumienia gazu inertnego.

Kapsulki, ktérych formowanie wspomagano strumieniem gazu inertnego
charakteryzowaly si¢ bardziej sferycznym ksztattem (Rys. 24). Oznacza to, zZe
regulacja Srednicy kapsutek strumieniem gazu zapobiega tworzeniu si¢ kapsutek

Z ogonami.

Rys. 24. Wptyw predkosci strumienia gazu inertnego zrywajgcego krople na $rednice oraz ksztatt
kapsutek. (Predko$¢ przeptywu gazu inertnego: A-0 L/godz., B-200 L/godz., C-400 L/godz., D-600
L/godz., pomiary wykonane dla optymalnych przeptywow roztwordw plaszcza i rdzenia).

Zawarto$¢ oleju w kapsutkach otrzymanych w zakresie predkosci strumienia
azotu 0 + 200 L/godz. nie roznita si¢ statystycznie. Wzrost predkosci gazu do 600
L/godz. powodowat ok. 30% obnizenie zawarto$ci oleju w kapsutkach, w stosunku do

warto$ci maksymalnej (Tab. 17). Wydajno$¢ tworzenia si¢ kapsutek dla predkosci
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strumieniu gazu zrywajacego réwnej 800 L/godz. byta tak niewielka, ze wynik ten
uznano wyltacznie za jakoSciowy i1 okreslono jako wartos¢ graniczng powodujaca
niszczenie struktur kropla w kropli przed ich utwardzeniem. Poréwnujac wartosci
stosunku masy oleju do masy suchego polimeru zawartych w tabelach 17 i1 18 ustalono,
ze optymalne warunki tworzenia kapsutek z olejem dotycza: predkosci przeplywu
rdzenia Vc = 2,00 g/godz., predkosci przeptywu roztworu ptaszcza Vs = 4,45 g/godz.
oraz odpowiadajagcym im predkosciom gazow ttoczacych: 0,2 L/godz. 1 1,2 L/godz.,
a takze rezygnacji z uzycia gazu zrywajacego krople do roztworu utwardzajacego ze

wzgledu na generowane koszty gazu.

4.2.2. Wplyw wilgotnosci wzglednej otoczenia na stopien zatrzymania oleju

w kapsulkach

W kolejnym etapie badan okreslono wplyw wilgotnosci wzglednej powietrza na
zdolno$¢ plaszcza chitozanowego do retencji oleju wewnatrz utworzonych kapsutek, po
usunieciu ich z hydrofilowego, wodnego §rodowiska. Wyniki badan wskazuja, ze wraz
z obnizeniem wilgotnosci wzglednej maleje roéwniez stopien zatrzymania oleju
w kapsultkach. Parowanie wody z hydrozelowego plaszcza kapsulek prowadzi do
wytworzenia cienkiego filmu polimeru, podatnego na peknigcia juz w trakcie
wysychania. Minimalna akceptowalna retencja oleju w kapsutkach jest mozliwa do

osiagniegcia, gdy wilgotno$¢ wzgledna otoczenia wynosi co najmniej 50% (Tab. 19).

Tab. 19. Wplyw wilgotnosci wzglednej otoczenia na stopien zatrzymania oleju w kapsutkach
chitozanowych. Wartoéci w poszczegélnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢
znaczaco (p<0,05, n=3).

Stopien zatrzymania oleju

Wilgotnos¢ wzgledna [%] w kapsutkach [%]

30 43,11 +2,71°
40 52,21 +3,03°
50 90,45 + 3,28°
60 97,66 + 2,19
70 97,00 + 2,99¢

W celu zapewnienia jednakowych warunkéw wysycenia hydrozelowej otoczki
woda, innymi stowy jednakowej masy wody przypadajacej na jednostkowa mase

polimeru w hydrozelu, w dalszych testach kapsutki przechowywano w zamknigtych
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naczyniach z dodatkiem wody destylowanej, ktorej ilo§¢ dobierano na podstawie masy

kapsutek i chtonnosci polimeru.

4.2.3. Wplyw podstawowych zmiennych kapsulkowania na stabilno$¢

modelowych olejow jadalnych w krotkotrwalym przechowywaniu

Wyniki wstepnych testow stabilno$ci olejéw jadalnych kapsutkowanych metoda
wspolosiowa wykazaty duza zmienno$¢. Dlatego w kolejnej czesci pracy dokonano
oceny wplywu materialu konstrukcyjnego glowicy, rodzaju polimeru stanowigcego
ptaszcz kapsutki wraz z roztworem utwardzajacym, a takze warunkéw
temperaturowych podczas krotkotrwatego testu przechowywania zakapsutkowanych
olejow w wybranych temperaturach na ich stabilnos¢ oksydacyjng.

Materiat badawczy stanowil rafinowany olej rzepakowy ,Kujawski”,
posiadajacy co najmniej roczny termin przydatnosci do spozycia oraz ttoczony na
zimno, wysokolinolenowy olej Iniany ,,Wielkopolski”, dla ktérego termin
przydatnosci do spozycia wynosil co najmniej pot roku. We wszystkich testach
wykorzystano jednorodne partie olejow rzepakowego 1 Inianego uzyskane przez
potaczenie 1 wymieszanie 5 litrow olejoéw pochodzacych z mniejszych opakowan
jednostkowych. Dalsza obrobka polegata na utworzeniu kapsulek chitozanowych
i alginianowych (rozdz. 3.3.6), przy uzyciu szklanej i stalowej gtowicy wchodzacych
w sklad aparatury do kapsutkowania, a takze przettoczenie olejow przez wewngtrzne
gty tychze glowic bez tworzenia polimerowego ptaszcza. Proby kontrolne stanowity
oleje niepoddane zadnej obrdobce 1 przechowywane przez ten sam czas w wybranych

temperaturach: 4°C, 25°C 1 40°C.
4.2.3.1. Olej rzepakowy

Wyjsciowa warto$¢ liczby nadtlenkowej oleju rzepakowego byta mata (Tab. 20).
W sposob nieznaczacy warto$¢ tej liczby zmienilta si¢ bezposrednio po przettoczeniu
oleju przez szklang glowice, a takze po zamknigciu go w strukturze kapsutek
alginianowych 1 chitozanowych za pomoca tej glowicy. Wykorzystanie do obrobki
oleju glowicy stalowej spowodowalo 2-krotny wzrost liczby nadtlenkowej,
mierzonej bezposrednio po utworzeniu kapsutek lub jego przetloczeniu wewnetrzng
igla, co wskazuje na negatywny wplyw materiatu konstrukcyjnego gltowicy (Tab.

20).

128


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tab. 20. Zmiany liczby nadtlenkowej oleju rzepakowego w =zaleznosci od materiatu glowicy
kapsutkujacej, plaszcza kapsutki 1 temperatury termostatowania prob. Wartosci w poszczegdlnych
kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p < 0,05, n=3).

Rodzaj Bezposrednio po Po tygodniu przechowywania

obrobki otwarciu/ w temperaturze
kapsulkowaniu 4°C 25°C 40°C

Kontrola 1,26 +0,02° 1,37+£0,02°  2,10+0,05* 3,10 +0,08"

BP 1,28 +0,03" 1,41 £0,05°  2,09+0,08°  3,15+0,11°
Glowica ) 134 +0,05 200+£0,10° 2,84+0,02° 3,97+ 0,08
szklana

ALG 1,29 +0,03° 1,50 £0,04°  230+0,02° 3,21 +0,05

BP 2,63+0,10° 2,37+0,14°  4,13+0,12¢  5,10+0,07°
Glowica ) 2,70 £ 0,08 2,54+0,02° 460+009  556=0,11°
stalowa

ALG 2,69 +0,03° 2,36+ 0,08°  424+0,06°  5,15+0,12°

BP - przetloczenie oleju przez wewnetrzna igle glowicy przez formowania kapsutek
CHI - wytworzenie kapsutek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsulek z ptaszczem alginianowym

Zgodnie z normg PN-A-86908 maksymalna dopuszczalna warto$¢ liczby
nadtlenkowej dla oleju rzepakowego rafinowanego wynosi 5 mEq O,/kg oleju.
Warto$§¢ ta w czasie trwania testow zostala przekroczona jedynie w przypadku
kapsutek tworzonych za pomoca glowicy stalowej i termostatowanych w ciggu 1
tygodnia w temp. 40°C. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzié, ze
wzrost temperatury w odniesieniu do wszystkich badanych uktadow wptywat
proporcjonalnie na wzrost ilo$ci tworzacych si¢ nadtlenkow w tej samej jednostce
czasu. Biorac pod uwage istotno$¢ wynikow, wykorzystanie podczas kapsutkowania
glowicy stalowej powodowalo generowanie si¢ najwiekszej liczby nadtlenkow
w oleju rzepakowym, szczegolnie gdy jako plaszcz kapsutki stosowano roztwor
chitozanu. Za szybsze utlenianie oleju kapsutkowanego glowica stalowa moga
odpowiada¢ zanieczyszczenia stali zwane domieszkami przypadkowymi, w ktorych
obecne sa np. miedz lub chrom.

Przettaczanie oleju przez glowice szklang bez tworzenia kapsulek, a takze
kapsutkowanie z wykorzystaniem obu polimerow jako ptaszcza nie wplywato na
zmiang zawarto$ci pierwotnych produktéw utlenienia w oleju bezposrednio po
kazdym z zakonczonych procesow (Tab. 20). Olej rzepakowy zamkniety w postaci
kapsutek chitozanowych charakteryzowat si¢ wyzsza liczba nadtlenkowg w stosunku
do préby kontrolnej po tygodniowym przechowywaniu we wszystkich testowanych

temperaturach. Najnizsze wartosci liczby nadtlenkowej w przypadku glowicy
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szklanej uzyskano dla kapsutek formowanych z alginianu sodu, dla wszystkich
temperatur termostatowania prob i jest to jednocze$nie uktad, w ktorym liczba
nadtlenkowa podczas trwania testu wzrosta w najmniejszym stopniu (Tab. 20).
W uktladzie z alginianem sodu i glowicg szklang istotng rdéznice zarejestrowano
jedynie dla proby przechowywanej w temp. 25°C, gdzie warto$¢ liczby
nadtlenkowej byla wyzsza niz warto$¢ dla préoby kontrolnej. Roéznicy tej nie
zaobserwowano dla temp. 4°C 1 40°C.

Wyniki oznaczen liczby anizydynowej s3a spojne z wynikami uzyskanymi
podczas pomiardw liczby nadtlenkowej (Tab. 21). Poczatkowo wszystkie proby oleju po
obrobce wykazywaty bardzo malg zawarto$¢ wtérnych produktow utlenienia, co
zwigzane jest z konieczno$cia wygenerowania w pierwszej kolejnosci produktow
pierwotnych przemian oksydacyjnych. Najwyzsza warto$¢ liczby anizydynowej
bezposrednio po kapsutkowaniu uzyskano dla kapsutek chitozanowych otrzymanych

z wykorzystaniem glowicy stalowe;.

Tab.21. Zmiany liczby anizydynowej oleju rzepakowego w zaleznos$ci od materiatu glowicy kapsutkujace;j,
ptaszcza kapsulki i temperatury termostatowania prob. Warto$ci w poszczegdlnych kolumnach oznaczone
tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05, n=3).

Rodzaj Bezposrednio Po tygodniu przechowywania
obrobki po otwarciu/ w temperaturze
kapsulkowaniu 4°C 25°C 40°C

Kontrola 0,14 +0,03" 0,19 +0,02° 0,30 £0,02° 0,44 +0,02°

BP 0,14 £ 0,04° 0,21 £0,03" 0,33 +£0,07° 0,50 +0,12°
Glowica -y, 0,36 + 0,03 0,78 + 0,10 1,02+ 0,02° 1,40 +0,02°
szklana

ALG 0,20 + 0,03" 0,30 = 0,04° 0,45+0,02° 0,76 +0,05°

BP 0,24 +0,10° 1,26 +0,05° 1,55+0,03¢ 2,13 +0,04¢
Glowica ) 0,42 + 0,05 1,44 + 0,02 1,98 +0,09° 3,34+ 0,08
stalowa

ALG 0,32 +0,03" 1,35 £ 0,05° 1,58 £0,04° 2,77 +0,10

BP - przetloczenie oleju przez wewnetrzng igle glowicy przez formowania kapsutek
CHI - wytworzenie kapsutek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsutek z ptaszczem alginianowym

Co wiecej, wartos¢ ta byla podobna do wyniku otrzymanego dla préby kontrolne;j

po jej tygodniowym termostatowaniu w 40°C. Makareviciene i Janulis (1999) podaja, ze

warto$¢ liczby anizydynowej w olejach rafinowanych nie powinna przekracza¢ 8
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jednostek. Nie zostata ona osiagnigta w zadnym z badanych ukladéw. Konieczne bylo
jednak sprawdzenie efektu dtugotrwatego przechowywania (rozdz. 4.2.4).

Najnizszg wartos$¢ liczby anizydynowej przypisuje si¢ dla oleju kapsutkowanego
w strukturze zelu alginianowego przy uzyciu glowicy wykonanej ze szkta (Tab. 21).
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze przy zastosowaniu optymalnych warunkéw
przeplywu roztwordw, szklanej glowicy i alginianu sodu jako ptaszcza kapsutki, wzrost
liczby anizydynowej wywotany procesem kapsutkowania 1 jego tygodniowym
termostatowaniem w wybranych temperaturach wynosi ok. 0,3 jednostki. Zastosowanie
takich samych warunkéw, lecz wykorzystanie jako ptaszcza kapsutki hydrozelu
chitozanowego powoduje, ze warto$¢ badanego parametru wzrasta w stosunku do préb
kontrolnych o0 0,6 + 1 jednostki.

Oznaczenie LOO 1 LA umozliwilo wyliczenie wskaznika TOTOX, ktory
umownie okre$la stopien utlenienia olejow. Uznaje si¢, ze graniczny poziom
determinujacy dobra jako$¢ olejow jadalnych, to warto§¢ wskaznika TOTOX réwna 10
(Wroniak 1 in., 2006). Zgodnie z tabelg 22, wszystkie proby poddane obrobce, poza
olejem przetloczonym przez glowice szklang bez kapsutkowania, charakteryzowaty sie
wyzszym wskaznikiem utlenienia w stosunku do préby kontrolnej. Dopuszczalna
warto$¢ wskaznika zostata przekroczona wytacznie w probach oleju poddanych obrobcee

z wykorzystaniem glowicy stalowej (Tab. 22).

Tab.22. Zmiany wskaznika TOTOX oleju rzepakowego w zalezno$ci od materialu glowicy kapsutkujacej,
plaszcza kapsulki i temperatury termostatowania prob.

Rodzaj Bezposrednio Po tygodniu przechowywania
obrobki po otwarciu/ w temperaturze
kapsulkowaniu 4°C 25°C 40°C

Kontrola 2,63 2,93 4,50 6,64

BP 2,70 3,03 4,51 6,80
Glowica .y 3,04 478 6,70 8.94
szklana

ALG 2,78 3,30 5,05 7,18

BP 5,50 6,00 9,81 12,33
Glowica 5,82 6,52 11,18 14,46
stalowa

ALG 5,70 6,07 10,06 13,07

BP - przetloczenie oleju przez wewnetrzng iglte gtowicy przez formowania kapsutek
CHI - wytworzenie kapsulek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsulek z plaszczem alginianowym
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4.2.3.2. Olej Iniany

Wyjsciowa warto$¢ liczby nadtlenkowej oleju Inianego byla mata. W sposob
nieznaczacy warto$¢ tej liczby zmienita si¢ bezposrednio po przettoczeniu oleju przez
szklang gtowice, a takze po zamknieciu go w strukturze kapsutek z wykorzystaniem obu

polimeréw za pomoca tej glowicy (Tab. 23).

Tab. 23. Zmiany liczby nadtlenkowej oleju Inianego w zalezno$ci od materiatu glowicy kapsutkujacej,
ptaszcza kapsuitki 1 temperatury termostatowania prob. Wartosci w poszczegolnych kolumnach oznaczone
tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05, n=3).

Rodzaj Bezposrednio Po tygodniu przechowywania
obrobki po otwarciu/ w temperaturze
kapsulkowaniu 4°C 25°C 40°C

Kontrola 0,98 + 0,02° 1,17+0,02°  1,58+0,11° 2,10+ 0,08"

BP 1,00 + 0,03" 1,20+0,08  1,74+0,12° 2,02 + 0,06
Glowica 1,10 £ 0,09* 1844005  2,02+0,06°  2.59+0,08°
szklana

ALG 1,12 +0,05° 2,51+0,08°  237+0,07° 4,92 +0,08°

BP 1,20 +0,14° 2,39+0,13°  11,98+0,09° 52,69+ 0,85°
Glowica 2,56 +0,21° 365+041¢  10,66+095 2423 +0,78¢
stalowa

ALG 3,45 +0,18¢ 491+0,12° 1433+1,077 32,57+1,02°

BP - przetloczenie oleju przez wewnetrzng igle glowicy przez formowania kapsutek
CHI - wytworzenie kapsutek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsulek z ptaszczem alginianowym

Wykorzystanie do obrébki oleju gtowicy stalowej spowodowato ok. 2,5-krotny wzrost
liczby nadtlenkowej oleju otoczonego ptaszczem chitozanowym w stosunku do proby
kontrolnej bezposrednio po kapsutkowaniu. W przypadku oleju zamknigtego
w strukturze hydrozelu alginianowego warto$¢ ta wzrosta ok. 3,5-krotnie.
W  odréznieniu od testu z olejem rzepakowym (rozdz. 4.2.3.1), tygodniowe
termostatowanie prob wykazalo, ze najwieksza warto$¢ liczby nadtlenkowej uzyskana
zostala w przypadku kapsulek w otoczce alginianowej, lecz takze formowanych przy
uzyciu glowicy stalowej, dla wszystkich badanych wariantow temperaturowych (Tab.
23).

Dopuszczalna warto$¢ liczby nadtlenkowej dla olejow 1 thuszczow tloczonych na
zimno wynosi 15 mEq O,/kg oleju (Codex Standard, 2013). W czasie trwania testow
warto$¢ ta zostata przekroczona w przypadku wszystkich préb poddanych obrébce

z wykorzystaniem glowicy stalowej i termostatowanych w temperaturze 40°C.
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Przetlaczanie oleju przez glowice szklang bez tworzenia kapsutek, a takze
kapsutkowanie z wykorzystaniem obu polimerdéw jako ptaszcza, nie wplywalo na
zmiang¢ zawartosci pierwotnych produktow utlenienia w oleju, bezposrednio po kazdym
z zakonczonych procesow (Tab. 23). Olej Iniany zamknigty w postaci kapsulek
alginianowych charakteryzowat si¢ najwyzsza liczba nadtlenkowa w stosunku do prob
otrzymanych z wykorzystaniem glowicy szklanej oraz w odniesieniu do proby
kontrolnej. Dotyczyto to wszystkich testowanych temperatur. Uktad, w ktorym liczba
nadtlenkowa podczas trwania testu wzrosta w najmniejszym stopniu dotyczy kapsutek
chitozanowych formowanych za pomoca glowicy szklane;j.

Najwyzsza warto$¢ liczby anizydynowej dla prob oleju bezposrednio po obrébee
zanotowano jednocze$nie dla oleju Inianego przetloczonego wylacznie przez
wewnetrzng igle glowicy stalowej oraz dla olejow w otoczkach chitozanowych

i alginianowych utworzonych z wykorzystaniem tej gtowicy (Tab. 24).

Tab. 24. Zmiany liczby anizydynowej oleju Inianego w zalezno$ci od materiatu glowicy kapsulkujace;,
ptaszcza kapsuitki 1 temperatury termostatowania prob. Wartosci w poszczegolnych kolumnach oznaczone
tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05, n=3).

Rodzaj Bezposrednio Po tygodniu przechowywania
obrobki po otwarciu/ w temperaturze
kapsulkowaniu 4°C 25°C 40°C

Kontrola 0,27 +0,02° 0,75 + 0,02° 1,10+0,02°  1,85+0,02°

BP 0,30 = 0,02° 0,69 + 0,05° 1,03+0,07  1,98+0,12°
Glowica ) 0,35+ 0,06 234+1,10°  212+002° 253 +0,02°
szklana

ALG 0,31 +0,05° 2,42 +0,04° 4,91+ 0,02° 5,87 +0,05°

BP 0,89 +0,09° 1,64 +0,05° 5,79 +0,03 10,35+ 0,04
Glowica )y 0,94 +0,11° 2274002  219+0,09° 5,010,088
stalowa

ALG 0,90 + 0,05° 2,30 +0,05° 4,22 +0,04° 8,96 + 0,10

BP - przetloczenie oleju przez wewnetrzng iglte gtowicy przez formowania kapsutek
CHI - wytworzenie kapsutek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsulek z ptaszczem alginianowym

Byta to warto$¢ 3-krotnie wigksza w stosunku do proby kontrolnej i wszystkich prob po
obrobce z wykorzystaniem glowicy szklanej, ktore nie rdéznily si¢ statystycznie.
Odmiennym wynikiem w stosunku do analogicznych badan z udziatem oleju rzepakowego
bylo osiggnigcie nizszej wartosci liczby anizydynowej w przypadku oleju Inianego
kapsutkowanego w hydrozelu chitozanowym, w stosunku do tego samego oleju

w kapsulkach alginianowych. Wyniki te dotycza prob po tygodniowym termostatowaniu
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w temperaturze 25°C i 40°C. Najnizsza warto$¢ liczby anizydynowej przypisuje si¢ olejowi
kapsutkowanemu w strukturze zelu chitozanowego przy uzyciu glowicy wykonanej ze szkta
(Tab. 24). Makareviciene i Janulis (1999) wskazuja, ze maksymalna warto$¢ liczby p-
anizydynowej dla olejow z pierwszego tltoczenia nie powinna przekracza¢ 3 jednostek,
natomiast wedlug Subramaniana i wspotpracownikow (2000) wartos¢ ta dotyczy jedynie 2
jednostek. Jak dotad nie okreslono gornego limitu liczby p-anizydynowej wylacznie dla
olejow tloczonych na zimno.

Wskaznik TOTOX obliczony dla prob oleju Inianego osiggnat znacznie wigksze
warto$ci niz w przypadku rafinowanego oleju rzepakowego. Graniczna warto$§¢ wskaznika
zostata przekroczona dla wszystkich prob oleju Inianego, poddanych obrobce glowica
stalowa i1 termostatowanych w 40°C i 25°C. Uzyskane wartosci TOTOX w drugiej
z wymienionych temperatur byly prawie 3-krotnie wyzsze w pordwnaniu

z prébami oleju rzepakowego (Tab. 25).

Tab.25. Zmiany wskaznika TOTOX oleju Inianego w zalezno$ci od materiatu glowicy kapsutkujace;,
ptaszcza kapsutki i temperatury termostatowania prob.

Rodzaj Bezposrednio Po tygodniu przechowywania
obrobki po otwarciu/ w temperaturze
kapsulkowaniu 4°C 25°C 40°C

Kontrola 2,21 3,09 4,26 6,05

BP 2,30 3,09 4,51 6,02
Glowica 2,55 6,02 6.16 7.71
szklana

ALG 2,55 7,44 9,65 15,71

BP 3,29 6,42 29,75 115,73
Glowica -y 6,06 9,57 23,51 53,47
stalowa

ALG 7,80 12,12 32,88 74,1

BP - przetloczenie oleju przez wewnetrzng igle glowicy przez formowania kapsutek
CHI - wytworzenie kapsutek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsutek z ptaszczem alginianowym

Jednym z wnioskdw wyciagnietych na podstawie powyzszych wynikow jest
konieczno$¢ rezygnacji z wykorzystania stalowej glowicy podczas kapsutkowania
olejow jadalnych, ze wzgledu na mozliwo$¢ przyspieszania zachodzacych w nich
procesOw utleniania. W kolejnych etapach eksperymentu do produkcji kapsutek
wykorzystana zostala wylacznie gtowica szklana. Obecnie w Kat. ChTiBZ trwaja prace
nad wytworzeniem glowic teflonowych. W przypadku glowicy wykonanej ze szkila,

operacja przetlaczania oleju przez jej wewnetrzng igle nie powodowata niekorzystnych
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zmian zwigzanych z utlenianiem si¢ olejow rzepakowego i Inianego, co dotyczy
wszystkich temperatur, w ktorych termostatowano proby. Oznacza to, ze zastosowanie
w aparaturze do kapsutkowania transportu pneumatycznego ze spr¢zonym azotem jest
w pelni uzasadnione. Najmniejsze straty jakosci rafinowanego oleju rzepakowego
w stosunku do proby odniesienia nastapity po zakapsutkowaniu i przechowywaniu prob
w otoczce alginianowej. W przypadku ttoczonego na zimno oleju Inianego zaleznos¢
taka wykazano po zakapsulkowaniu w strukturze hydrozelu chitozanowego.

Wykorzystujac powyzsze wnioski, w kolejnym etapie badan ochronng role
ptaszcza kapsutek w stosunku do olejow jadalnych okreslono wykorzystujac
przyspieszone testy starzenia, imitujac w ten sposob efekt dlugotrwatego

przechowywania.

4.2.4. Ocena ochronnej roli plaszcza kapsulki na stabilno$¢ oksydacyjna olejow

jadalnych podczas testow przyspieszonego starzenia

Oceng ochronnej roli plaszcza kapsutek na stabilno$¢ oksydacyjng olejow jadalnych
zamykanych w hydrozelowych otoczkach z chitozanu i alginianu sodu przeprowadzono
podczas testow przyspieszonego starzenia. Kapsutki alginianowe oraz chitozanowe
zawierajace olej rzepakowy lub Iniany przygotowano zgodnie z procedura opisang
w rozdz. 3.3.6. Proby kapsulek umieszczono nastepnie w komorze termostatycznej
w temperaturze 40 C i przechowywano przez 4 tygodnie. Kapsutki z olejem zamkniete
byly w szklanych butelkach z nakretka zawierajacych odpowiednig objetos¢ wody
destylowanej, niezbednej do utrzymania struktury hydrozelu, zgodnie z wynikami
zaprezentowanymi w rozdz. 4.2.2. Jako proby odniesienia wykorzystano takze oleje
niekapsutkowane, zamknigte w identycznych szklanych butlach 1 poddane
termostatowaniu. Zmiany oksydacyjne olejow zmierzono na podstawie liczby
nadtlenkowej, anizydynowej, dla ktérych wyznaczono wskaznik TOTOX oraz liczby
kwasowe] bezposrednio po zakapsutkowaniu olejow, a takze po 2 i 4 tygodniach
przechowywania prob w 40°C.

Poczatkowa  warto§¢  liczb  nadtlenkowych  olejow  rzepakowego
1 Inianego w probach odniesienia oraz w kapsulkach przed rozpoczeciem
termostatowania byla niewielka 1 porownywalna =z warto§ciami mierzonymi
bezposrednio po zakapsulkowaniu w poprzednich testach (rozdz. 4.2.3). Najwieksza

warto§¢ LOO w przypadku oleju rzepakowego uzyskano po 28 dniu termostatowania
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dla proby kontrolnej (Tab. 26). W przypadku tego samego oleju przechowywanego
w postaci kapsutek chitozanowych i alginianowych warto$¢ ta po zakonczonym tescie

byta az o ok. 40% nizsza.

Tab. 26. Zmiany oksydacyjne oleju rzepakowego przechowywanego w temperaturze 40°C w postaci
kapsutek chitozanowych, alginianowych oraz w postaci niezakapsutkowanej. Wartosci w poszczegdlnych
kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05, n=3).

Wyréznik Rodzaj Czas termostatowania w temp. 40°C [dni]
obrdébki 0 14 28
K 1.30 = 0.04* 11,21£0,17° 35,52+ 1,98
Liczba ’ ’
nadtlenkowa CHI 1,28 +0,05° 8,74 +0,78° 19,92 + 1,69
[mEq O2/kg] ALG 134+0,07° 10,55+081° 20,77 = 1,02°
K 0,34 £0,08" 4,56 +0,42° 11,30 + 0,90°
Liczba CHI 0,30 £0,05* 3,41+ 0,22 7,52 +1,05°
anizydynowa [-]
ALG 0,40 £ 0,09 3,27 +0,25° 6,98 +0,87°
K 2,94° 26,98° 82.34°
TOTOX CHI 2,86° 20,89° 47,36°
ALG 3,08° 24,37° 48,52°
K 0,08 £0,02*° 0,15 +0,03" 0,30 = 0,04°
Liczba Kkwasowa a a a
+ + +
(mg KOH/g| CHI 0,09 £0,02° 0,16 +0,03 0,29 + 0,02
ALG 0,10+0,03* 0,13 +0,04° 0,32 +0,03°

K- brak obrobki oleju; proba kontrolna
CHI - wytworzenie kapsutek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsulek z ptaszczem alginianowym

Najwyzsza warto$cig liczby nadtlenkowej po 28 dniach testu charakteryzowat
si¢ olej Iniany niepoddany kapsutkowaniu. Dla prob przechowywanych w tych samych
warunkach w postaci kapsulek alginianowych osiggnieto wynik o 20% nizszy.
Najwigksze dziatanie ochronne w przeprowadzonych testach uzyskano w wyniku
kapsutkowania oleju Inianego w hydrozelu chitozanowym. W tym przypadku warto$§¢
LOO byla o 88% nizsza od wartosci uzyskanej dla préby kontrolne;.

Dopuszczalna warto$¢ liczby nadtlenkowej dla rafinowanego oleju
rzepakowego, wynoszaca 5 mEq/kg oleju, podczas pomiaréw 14-stego dnia trwania
testu zostata przekroczona dla wszystkich badanych préb. Jedyng proba, w ktorej po
zakonczonym teScie warto$¢ dopuszczalnej liczby nadtlenkowej nie zostata

przekroczona byt olej w kapsutkach chitozanowych (15 mEg/kg). W pozostatych
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probach oleju Inianego warto$¢ ta zostata przekroczona miedzy 14 a 28 dniem trwania
testu.

Analizowane proby wykazaty zrdéznicowany poziom wtornych produktéw
utlenienia w zaleznosci od rodzaju i1 formy przechowywania oleju. W kazdym
z badanych przypadkéw, podobnie jak dla liczby nadtlenkowej, nastepowal wzrost
wartosci liczby anizydynowej w trakcie termostatowania prob (Tab. 27). Najwyzsze
wartosci liczby anizydynowej po zakonczonym tescie uzyskano dla préob kontrolnych
obu badanych olejow. Najnizsze za$, dla oleju Inianego zamknigtego w kapsutkach
chitozanowych. Z kolei najnizsza warto§¢ LA w przypadku oleju rzepakowego
osiggnieto zaréwno dla prob w kapsulkach alginianowych 1 chitozanowych.
Dopuszczalna wartos$¢ liczby anizydynowej w tym oleju przekroczona zostata jedynie
w probie kontrolnej migdzy 14 a 28 dniem testu. W oleju Inianym warto$¢ ta zostata
przekroczona pomiedzy 14 a 28 dniem dla proby kontrolnej i oleju w plaszczu

alginianowym.

Tab. 27. Zmiany oksydacyjne oleju Inianego przechowywanego w temperaturze 40°C w postaci kapsutek
chitozanowych, alginianowych oraz w postaci niezakapsutkowanej. Wartosci w poszczegdlnych
kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ znaczaco (p<0,05, n=3).

Wyréznik Rodzaj Czas termostatowania w temp. 40°C [dni]
obraobki 0 14 28
. K 0,89 +0,03" 10,64 +0,24° 65,07 £ 1,53*
Liczba
nadtlenkowa CHI 1,10+ 0,09° 3,94+0,15" 7,48 +0,35°
[mEq Ox/kg] ALG 115£0,07° 847+020° 4825+ 1,48°
K 0,31+0,02° 2,72+0,21° 9,34+0,19°
Liczba CHI 033+£0,02' 1,15£0,12° 3,02 +031°
anizydynowa [-]
ALG 0,33 +0,03* 1,20 +0,09° 5,05 +0,34°
K 2,09* 24,00° 139,48°
TOTOX CHI 2,53 9,03 17,98
ALG 2,63 18,14° 101,55°¢
K 0,32+0,03* 0,87+0,01° 1,22 +0,10°
Liczba kwasowa a a a
+ + +
[mg KOH/g] CHI 0,34 £0,05 0,92 £0,05 1,34 £ 0,09
ALG 0,35+0,03* 1,10+0,04° 1,25+0,11°
K- brak obrobki oleju; proba kontrolna
CHI - wytworzenie kapsutek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsulek z plaszczem alginianowym
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Na podstawie wartosci LOO 1 LA obliczono wskazniki TOTOX (Tab. 27).
Podczas testow przyspieszonego starzenia wykazano wzrost warto$ci wskaznika wraz
z uplywem czasu termostatowania prob. Wskaznik ten wyznaczony dla oleju
rzepakowego przekroczyt dopuszczalng wartos¢ jeszcze przed 14 dniem
termostatowania we wszystkich badanych probach. Najnizszag warto$¢ wskaznika
TOTOX wuzyskano dla oleju Inianego w kapsutkach chitozanowych, dla ktérego
graniczny poziom 10 jednostek przekroczony zostat krotko po 14 dniu termostatowania.

Zawarto$¢ wolnych kwaséw ttuszczowych (WKT) w oleju rzepakowym byla
mata zar6wno w probie kontrolnej, jak i obu probach oleju kapsutkowanego po
rozpoczeciu etapu termostatowania. Po 28 dniach przechowywania prob w temperaturze
40°C warto$¢ badanej liczby zwigkszyla si¢ w jednakowym stopniu w oleju
niekapsutkowanym oraz w oleju w postaci kapsulek chitozanowych i alginianowych.
Oznacza to, ze etap kapsulkowania nie przyczynia si¢ do powstawania wolnych
kwasow ttuszczowych.

Warunkiem zaj$cia hydrolizy triacylogliceroli, podczas ktorej tworza si¢ WKT,
jest obecnos¢ wody, zasadowe S$rodowisko reakcji 1 wysoka temperatura. Sa to
standardowe warunki wykorzystywane w reakcjach zmydlania thuszczéw (Drozdowski,
2007). Obecnos¢ dwoch pierwszych czynnikéw podczas utwardzania chitozanowych
kapsutek w temperaturze pokojowej nie miata wptywu na ostateczng wartos¢ liczby
kwasowej (Tab. 26 1 Tab. 27). Co wigcej, wartosci LK po zakonczonym tescie spetniaty
wymagania normy PN-A-86908, zgodnie z ktora dopuszczalna wartos¢ LK dla
rafinowanego leju rzepakowego nie przekracza 0,3 mg KOH/g).

Wymagania jakosciowe dotyczace LK w stosunku do oleju Inianego tloczonego
na zimno s3 tozsame z wymaganiami jakosciowymi dla olejow roslinnych ttoczonych
na zimno z réznych surowcow. Zgodnie z powyzszym dopuszczalna warto§¢ LK dla
tego oleju wynosi 4,0 mg KOH/g ttuszczu (Codex Standard 19-1981, 2013). Wartos$ci
liczby kwasowej dla oleju Inianego zwigkszaly si¢ z taka samg szybkos$cig podczas
trwania testu dla wszystkich termostatowanych prob (Tab. 27). Po 28 dniu osiagnety
warto$¢ ok. 1,25 mg KOH/g oleju, réwniez spelniajac wymagania okre§lone w normie.
Wartosci liczby kwasowe] oleju Inianego byly wigksze niz oleju rzepakowego,
poniewaz w procesie rafinacji wolne kwasy tluszczowe sg skutecznie usuwane
(Wroniak 1 in., 2008).

W strukturze chemicznej wolnych kwaséw tluszczowych wystepuja grupy

hydrofilowe 1 hydrofobowe, dzigki czemu WKT zlokalizowane sg na powierzchni oleju.
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Powoduje to spadek jego napigcia powierzchniowego i wzrost predkosci dyfuzji tlenu
do wnetrza oleju (Choe i Min, 2006). Opisany efekt proutleniajacy WKT uzalezniony
jest od st¢zenia 1 stopnia nienasycenia kwasow tluszczowych. Im wigkszy jest stopnien
nienasycenia kwasoéw tluszczowych tym mniejszy jest efekt proutleniajgcy. Inng droga
pogarszania jakosci olejow zwigzang z obecno$ciag WKT jest ich rozklad o charakterze
oksydatywnym (Waraho i in., 2011).

W toku badawczym wykazano, ze zawarto$¢ wolnych kwaséw thuszczowych we
wszystkich probach osiggnela akceptowalny poziom, dlatego nie ma wptywu na ich
jetczenie.

Osiagnigcie wysokich warto$ci liczb nadtlenkowych, szczeg6lnie w przypadku
prob kontrolnych olejow, w koncowej fazie termostatowania jest w pelni uzasadnione,
poniewaz proby do testow pobierane bylty zawsze z tego samego naczynia, zapewniajac
w ten sposob dostep tlenu do olejow.

Wigksza liczba wigzan podwojnych wystepujaca w  profilu  kwasow
thuszczowych oleju Inianego (Tab. 28) jest powodem jego wickszej podatnosci na
utlenianie wzgledem oleju rzepakowego, co tlumaczy ok. 2-krotnie mniejsza wartos¢
liczby nadtlenkowej uzyskanej po tescie przyspieszonego starzenia w kontrolnej probie

oleju rzepakowego.

Tab. 28. Sktad kwasow ttuszczowych oleju rzepakowego i wysokolinolenowego oleju Inianego (Tanska i

in., 2011).

Z t rr 0
Kwas thuszczowy awartos$¢ [%]

Olej Iniany Olej rzepakowy
C16:0 5,87+0,12 4,70 +£ 0,06
C18:0 5,01 £0,05 1,87 £0,03
C18:1 21,16 £ 0,22 65,45+0,23
C18:2 17,58 0,08 18,64 0,11
C18:3 49,93 + 0,14 8,42 + 0,06
C20:0 0,21 £0,02 0,57 +0,03
C20:1 0,18 £0,02 0,12 +0,02
C22:1 0,00 + 0,00 0,22 £ 0,01
Inne - 0,01 £0,00

A\ MOST

Rozpuszczalno$¢ tlenu w oleju wynosi 3 mol/L, natomiast w wodzie jest ok. 10
razy mniejsza (Erich i1 in., 2006), co wyjasnia ochronng rol¢ polimeréw w formie
hydrozelowych otoczek dziatajacych jako fizyczna bariera ograniczajaca dostep tlenu

do wnetrza kapsutek. Dziatanie barierowe szczegdlnie zauwazy¢ mozna w testach
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wykonanych dla oleju rzepakowego, w ktérych kapsutki chitozanowe i alginianowe
wykazuja bardzo zblizone dziatanie ochronne. Duzo wigksze roznice w przypadku
wynikow opisujgcych szybkos$¢ utleniania si¢ kontrolnego oleju Inianego oraz jego
formy kapsutkowanej wynikaja nie tylko z roznicy w sktadach kwaséw tluszczowych.
Olej Iniany nie byl poddawany procesowi rafinacji. W zwigzku tym jest
bogatszy w naturalne zwigzki o dziataniu przeciwutleniajagcym, np. tokoferole czy
karotenoidy (Minkowski 1 in., 2010). Obecno$¢ tych zwigzkdéw przy ograniczonym
dostgpnie tlenu wynikajacym z barierowej funkcji hydrozelowego ptaszcza kapsulek

wywotala dodatkowy efekt przedtuzajacy trwalos¢ oleju Inianego.

4.2.5. Ocena dodatku przeciwutleniacza na ochron¢ olejow poprzez

kapsulkowanie metoda wspolosiowa w testach przyspieszonego starzenia

W celu dodatkowego zminimalizowania procesow oksydacyjnych zachodzacych
w testowanych olejach, w kolejnej czesci badan oceniono mozliwos¢ ich spowolnienia
wprowadzajac do oleju zwigzek o dziataniu przeciwutleniajacym.

Obecnie jednym z gléwnych zagadnien wptywajacych na rozwodj nowych
produktow spozywczych jest tzw. zywno$¢ funkcjonalna. Jej spozywanie umozliwia
kontrolowanie wybranych fizjologicznych funkcji organizmu. We wspotczesnym
Swiecie zywno$¢ ta stanowi obiekt szczegdlnego zainteresowania, poniewaz czesto
szybki tryb zycia czlowieka jest powodem wytwarzania wigkszej ilosci wolnych
rodnikéw 1 ich gromadzenia si¢ w organizmie. Gromadzenie reaktywnych form tlenu
mozna przerwac, stosujac  w  zywnosci dodatki zwigzkdow o  dziataniu
przeciwutleniajacym. Przyktadami najczesciej stosowanych przeciwutleniaczy s3:
witamina C, witamina E, cynk, magnez, selen. Dziatanie przeciwutleniajace wykazuja
takze zwigzki naturalnie wystepujace w zywnosci, takie jak: flawonoidy i karotenoidy
bedace naturalnymi barwnikami warzyw i1 owocow lub inne zwiazki fenolowe
(Sadowska 1 in., 2012).

Gltownymi zroédtami naturalnych substancji o charakterze przeciwutleniajagcym
sa ziota i rodliny przyprawowe m.in. rozmaryn, szatlwia, oregano, tymianek, mig¢ta,
melisa czy imbir. Jedng z najpopularniejszych roslin stosowanych jako przeciwutleniacz
jest rozmaryn (Samotyja 1 Urbanowicz 2005). Rozmaryn jest przeciwutleniaczem

stosowanym gléwnie w przemysle migsnym w postaci ekstraktow wodnych. Warto
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jednak rozwazy¢ wykorzystanie go w technologii thuszczow jadalnych (Gtowacz, 2014;
Sielicka, 2014).

Oceny wptywu dodatku przeciwutleniacza do oleju Inianego i rzepakowego,
kapsutkowanych metodg wspotosiowa na przedtuzenie ich stabilnosci dokonano
zgodnie z metodyka przedstawiong w rozdz. 4.2.4. Réznica w do$wiadczeniu polegata
na wprowadzeniu do kazdego z kapsutkowanych olejéow 0,03% dodatku ekstraktu
z rozmarynu, przygotowanego zgodnie z rozdz. 3.2.5.2 i poroéwnaniu uzyskanych
wynikow bezposrednio po 28 dniach termostatowania prob w 40°C. Zadeklarowana
ilos¢ dodatku ekstraktu rozmarynu stanowi maksymalne stezenie, jakie mozna
zastosowa¢ w przypadku olejéw roslinnych (Dyrektywa Komisji 2010/67/UE z dnia
20.10.2010 r.). Dodatkowo pozytywny efekt tego dodatku w oleju Inianym

potwierdzono w literaturze (Sielicka, 2014).

Tab. 29. Zmiany oksydacyjne olejow rzepakowego 1 Inianego z dodatkiem przeciwutleniacza,
przechowywanych w temperaturze 40°C w postaci kapsulek chitozanowych, alginianowych oraz
w postaci niezakapsutkowanej. Warto§ci w poszczegdlnych kolumnach oznaczone tymi samymi literami
nie réznig si¢ znaczaco (p<0,05, n=3).

A\ MOST

Wyréznik Rodzaj Po 28 dniach termostatowania

obrobki w 40°C

Olej rzepakowy Olej Iniany

Liczha K 30,41+ 1,11 99,07 + 3,41
nadtlenkowa CHI 17,32 £ 0,99° 15,02 + 0,40°
[mEq Ox/kg] ALG 15,08 + 0,92° 55,47 + 1,63

K 8,23 + 0,56 19,34 + 1,89
Liczba CHI 6.31+0,35" 18,64 = 0,58
anizydynowa [-]

ALG 6,29 +0,61° 17,25 + 037

K 69,05° 217,48*
TOTOX CHI 40,95° 48.68°

ALG 36,45° 128,19°

K 0,26 + 0,05° 1,34 £0,15°
Liczba kwasowa ., 0,34 £ 0,09° 1,51+0,10°
[mg KOH/g]

ALG 0,29 +0,07° 1,47 +0,11°

K- brak obrobki oleju; proba kontrolna

CHI - wytworzenie kapsulek z ptaszczem chitozanowym
ALG - wytworzenie kapsutek z ptaszczem alginianowym
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Dziatanie przeciwutleniajagce rozmarynu wynika z obecnych w nim zwigzkow
fenolowych o dziataniu synergicznym, m.in. kwasu karnozowego, karnazolu i kwasu
rozmarynowego (Sielicka, 2014). Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
w sprawie substancji dodatkowych dozwolonych do uzytku w zywnosci, ekstrakt
z rozmarynu moze by¢ stosowany w olejach roslinnych w ilo$ci 30 mg/kg thuszczu,
wyrazonej jako suma karnozolu i kwasu karnozowego.

Efekt wprowadzenia ekstraktu do olejow poddawanych kapsutkowaniu
w strukturze hydrozelu chitozanowego 1 alginianowego oceniono na podstawie
poréwnania wartosci liczb  charakterystycznych uzyskanych po 28 dniach
termostatowania prob w 40°C (Tab. 29).

Dodatek przeciwutleniacza spowodowat pogorszenie jakosci oleju Inianego we
wszystkich  badanych  uktadach, w stosunku do prob niezawierajacych
przeciwutleniacza. Najwickszg zmian¢ zaobserwowano w stosunku do proby
kontrolnej, dla ktérej wartos¢ LOO zwickszyta si¢ dodatkowo o 53% w stosunku do
proby kontrolnej bez udziatu przeciwutleniacza po zakonczonym tescie. W przypadku
kapsutek chitozanowych 1 alginianowych wzrost ten wyniodst odpowiednio 100% 1 15%
w odniesieniu do prob bez dodatku ekstraktu z rozmarynu. Zastosowanie dodatku
rozmarynu w oleju rzepakowym przyniosto odwrotny efekt (Tab. 29). Oznacza to, ze
warto$¢ liczby nadtlenkowej kolejno dla proby kontrolnej, oleju w hydrozelu
chitozanowym 1 alginianowym po zakoficzonym tescie byla mniejsza odpowiednio
o 14%, 25% 1 27%. Podobng tendencj¢ zaobserwowano w przypadku wynikow
oznaczania wtornych produktow utlenienia. Wartosci liczby anizydynowej dla préb
oleju Inianego w kolejnosci: proba kontrolna, olej w kapsutkach chitozanowych
1 alginianowych zwigkszyly si¢ w tescie z dodatkiem przeciwutleniacza odpowiednio
ok. 2-krotnie, 6-krotnie i 3,5 krotnie. Wartosci LA oleju rzepakowego z dodatkiem
ekstraktu z rozmarynu dla tej samej kolejnosci prob obnizyla si¢ odpowiednio o 27%,
16% 1 10%. Graniczna warto$¢ wskaznika TOTOX, determinujaca dobrg jakos$¢ olejow
jadalnych, zostala przekroczona w przypadku wszystkich badanych préb po
zakonczonym tescie przyspieszonego starzenia.

W wielu przypadkach zbyt wysoki dodatek przeciwutleniaczy wywoluje efekt
proutleniajacy, co mogto by¢ uwarunkowane naktadaniem si¢ aktywnosci natywnych
nieglicerydowych substancji i zastosowanych antyoksydantow poprzez synergistyczne

lub antagonistyczne dziatanie (Choe i Min, 2009).
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Rozbieznos¢ w tych dwoch przypadkach moze wynika¢ z faktu, ze rozmaryn
pod wptywem wysokich temperatur zmienia swoje wilasciwosci przeciwutleniajgce
w proutleniajgce. Za wiasciwosci przeciwutleniajagce rozmarynu sg odpowiedzialne
gléwnie trzy terpeny tj. kwas karnozowy, karnozol i kwas rozmarynowy. Najsilniejsze
wlasciwosci wykazuje kwas karnozowy, ktory charakteryzuje si¢ brakiem stabilno$ci
w roztworach 1 wysokich temperaturach (Szajek 1 Borowska, 2004). Kwas
rozmarynowy, ktory jest pochodng kwasu kawowego, pod wpltywem wysokich
temperatur zmienia swojg strukture oraz wilasciwosci. W badaniach przeprowadzonych
przez Kurzeji i Stec (2009) na rafinowanych olejach stonecznikowym i rzepakowym
wykazano, ze suszony rozmaryn wzmaga hydrolize kwasow ttuszczowych oraz wplywa
na przyspieszenie procesu utleniania w wysokich temperaturach. Wykazuje jednak
korzystne dziatanie — hamujace podczas przechowywania w temperaturze pokojowe;j
oraz podczas ogrzewania krétkotrwatego (Kurzej i Stec, 2009).

Polimery pochodzenia naturalnego to grupa zwigzkéw wielkoczasteczkowych,
ktora w stosunku do wigkszo$ci popularnie wykorzystywanych niskoczasteczkowych
przeciwutleniaczy, wykazuje duzo nizsza aktywnos$¢, zachowujac jednak wigksza
stabilno$¢ (Puoci i in. 2008). Badania Yen'a i wspotpracownikéw (2008) dotyczace
aktywnoS$ci przeciwutleniajacej chitozanu dowodza, ze wlasciwos$¢ ta zalezy od jego
stopnia deacetylacji. Wzrost stopnia deacetylacji powoduje takze wzrost aktywnosci
przeciwulteniajacej w tescie z rodnikiem DPPH. W badaniach przeprowadzonych przez
Bagnowska 1 wspotpracownikéw (2014), w ktorych okreslono wptyw wlasciwosci
przeciwutleniajagcych w stosunku do wielonienasyconych kwasow tluszczowych
(PUFA) zawartych w kietbasach, najwyzsza aktywno$¢ wykazuje chitozan o Sredniej
masie czasteczkowej. Wedtug badan Sellimi 1 wspolpracownikow cecha ta opisuje takze
alginiany. W badaniach nad aktywno$cia przeciwutleniajacg alginianu sodu
izolowanego z tunezyjskich brgzowych wodorostow (Cystoseira barbata) autorzy
udowodnili, ze parametr ECs dla tego biopolimeru w tescie z rodnikiem DPPH wynosi
0,1 mg/ml (Sellimi i in., 2015). Warto$¢ ta w stosunku do wynikéw uzyskanych przeze
mnie w testach materiatéw chitozanowych jest znacznie nizsza (Tab. 16). Inne badania
naukowe dowodza, ze aktywno$¢ przeciwutleniajgca alginianu sodu jest zalezna od
stosunku blokéw G/M w zakresie mas 12-35 kDa 1 spada wraz ze spadkiem udziatu
blokéw w tym zakresie.

Powyzsze informacje sa najlepszym dowodem na to, Zze ocena zdolnoS$ci

przeciwulteniajacej jest wypadkowa wielu zmiennych. Najtatwiej bada si¢ ja w prostych
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uktadach nieskomplikowanych matryc, w ktérych aktywno$¢ ta wykazuje tylko jeden
zwigzek. Szczegbélna trudno$¢ polega na badaniu zwigzkéw pozyskiwanych ze
srodowiska naturalnego, poniewaz wiasciwosci fizykochemiczne takich surowcow oraz
otrzymywanych z nich produktow warunkowane sg np. jakoscig surowca (odmiana Inu,
metoda produkcji oleju), DD (chitozan), masy czasteczkowej polimeréw (chitozan
i alginian sodu), a takze od obecnych w nich zwigzkach pomocniczych Iub

zanieczyszczeniach.
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5. PODSUMOWANIE WYNIKOW I WNIOSKI

Przeprowadzone przeze mnie badania w ramach pracy doktorskiej pozwolity dokonaé
oceny mozliwosci wykorzystania chitozanu w nowatorskich zastosowaniach
ukierunkowanych na przemyst medyczny i spozywczy.

Uzyskane wyniki badan potwierdzaja, ze chitozan jest odpowiednim surowcem,
ktéry z powodzeniem mozna wykorzysta¢ w projektowaniu i tworzeniu kserozelowych
matryc o strukturze i wlasciwosciach wymaganych dla nowoczesnych materiatow
opatrunkowych. Co wigcej, wlasciwosci uzytkowe tworzonych na jego bazie kserozeli,
takie jak np. rozpuszczalnos¢, chtonnos¢, parametry tekstury czy wihasciwosci
przeciwutleniajagce lub wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe mozna modyfikowaé
tworzac kompozyty chitozanu z biatkami: kolagenem lub zelatyna, izolowanymi
z produktow ubocznych przetworstwa rybnego lub fosforylowang pochodna polimeru,
otrzymang w wyniku modyfikacji chemiczne;.

W pracy potwierdzono, ze skory suma afrykanskiego, tososia i dorsza stanowia
dogodny surowiec do otrzymywania kolagenu i zelatyny, ktérych wydajno$¢ izolacji
wynosi ok. 70%, a wilasciwosci fizykochemiczne izolowanych bialek zaleza od
zawarto$ci hydroksyproliny w ich profilu aminokwasowym. Im wyzsza zawarto$cig
hydroksyproliny charakteryzuje si¢ surowiec, tym wyzsza jest temperatura denaturacji
otrzymanych z niego roztworow kolagenu, temperatura skurczu i1 topnienia wtokien
kolagenowych, twardo$¢ i temperatura Zzelowania Zelatyn i tym krotszy jest ich czas
zelowania. Uzyskane wyniki potwierdzity réwniez, ze zelatyny otrzymane w wyniku
wodnej ekstrakcji z surowca charakteryzujg si¢ wyzszymi twardo$ciami utworzonych
z nich zeli, wyzszg temperaturg 1 krotszym czasem zelowania w stosunku do Zelatyn
uzyskanych w wyniku termicznej denaturacji kolagenu.

Powyzsze informacje dotyczace biatek kolagenowych 1 zelatynowych
umozliwity opisanie wptywu ich dodatku na wlasciwosci fizykochemiczne
wytworzonych z nich kserozelowych kompozytéw chitozanowo-biatkowych.

W kolejnym etapie badan dowiedziono, ze materiaty biatkowe i1 chitozanowo-
biatkowe charakteryzowaty si¢ jednakowa porowato$cia, a jedynie porowatos¢ kserozeli
w 100% chitozanowych byla najnizsza.

Najwigksza  chlonnoscia  roztworu  imitujagcego  plyn  fizjologiczny
charakteryzowaty si¢ kserozele chitozanowe, najmniejsza za$§ materialy otrzymane

wylacznie z preparatow biatkowych.
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Najmniejszg rozpuszczalnoscig charakteryzowaty sie kserozele kolagenowe,
natomiast najwi¢eksza materiaty wykonane wylacznie z zelatyn. Materialy chitozanowe
byty bardziej rozpuszczalne w stosunku do kolagenowych, lecz mniej w stosunku do
kserozeli zelatynowych.

Materialy  kolagenowe charakteryzowaly si¢ najmniejszg twardosScig
1 najwigkszg elastycznos$cig. Materiaty zelatynowe okazaty si¢ by¢ najtwardsze sposrod
wszystkich wariantow otrzymanych kserozeli i jednocze$nie mniej elastyczne od
materiatow kolagenowych 1 bardziej elastyczne od materiatow chitozanowych.
Twardo$¢ materiatow chitozanowych byta posrednia pomiedzy wartosciami
uzyskanymi dla kserozeli bialkowych. Jednocze$nie materialy te byly najmniej
elastyczne spos$rod wszystkich testowanych prob.

Wszystkie otrzymane materialy kserozelowe wykazywaly zdolnos$¢ do
neutralizacji rodnikow DPPH, kationo-rodnikéw ABTS oraz zdolno$¢ do chelatowania
jonow Fe®', przy czym najwicksza aktywno$¢ w wymienionych testach uzyskano dla
materiatéw otrzymanych w 100% z kolagenu. Ilo$¢ kserozelu zelatynowego potrzebna
do uzyskania takiego samego efektu neutralizacji rodnikow i chelatowania jonow zelaza
(I) byla wigksza. Z kolei najmniejsza aktywno$cig przeciwutleniajaca
w tescie z rodnikiem DPPH i zdolnoscia chelatowania jonow zelaza Fe*'
charakteryzowaty si¢ materiaty chitozanowe.

Roéznice badanych parametréw porownane w obregbie kolagenow 1 Zelatyn
uzyskanych ze skor suma afrykanskiego i tososia wynikaja prawdopodobnie ze sktadu
aminokwasowego otrzymanych preparatow.

Podsumowujac, tworzenie 1 charakterystyka kserozelowych kompozytow
chitozanu z biatkami skutkuje uzyskaniem cech posrednich gotowych materiatlow
wynikajacych z wlasciwos$ci kazdego ze sktadnikow kompozytu.

Przeprowadzone badania potwierdzity rowniez, Zze na wlaSciwosci
fizykochemiczne 1 bioaktywne kserozeli chitozanowych mozna wptywac¢ wykorzystujac
w projektowaniu kompozytow ten sam surowiec, poddany jednak chemicznej
modyfikacji. W toku badawczym z powodzeniem dokonano modyfikacji chitozanu
bezwodnikiem kwasu N-propylofosfonowego, ktéra zapewnita polisacharydowi
rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych o pH 7.

Wzrost udzialu modyfikowanej pochodnej w kompozycie chitozanowym
powodowat spadek porowatosci tworzonych z jej udziatem kserozeli, tworzac nitkowata

sie¢ wypelniajaca pory polimeru niemodyfikowanego.
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Gdy zawartos¢ modyfikowanego chitozanu w kompozycie nie przekraczata 40%
jego masy, chlonno$¢ materialow w stosunku do roztworu soli imitujacej plyn
fizjologiczny nie ulegata zmianie. Rozpuszczalno$¢ tych samych kompozytéw rosta
wraz ze wzrostem udziatu fosforylowanego chitozanu w kompozycie i1 osiggata prawie
maksymalng warto§¢ po umieszczeniu materiatu w modelowym roztworze juz
pierwszego dnia testu. Zaobserwowano rowniez, ze im wigkszg cze¢$§¢ masowa
kompozytu stanowi chitozan fosforylowany, tym trudniej wyplukuje si¢ on z badanych
gabek. Powodem tego zjawiska jest lepkos$¢ roztworu rozpuszczalnej formy chitozanu
tworzacego si¢ wewnatrz kompozytu 1 powodujacego rozpuszczenie si¢ od ok. 30 +
40% frakcji polimeru modyfikowanego.

Analiza tekstury wykazata, ze kserozele otrzymane w 100% z chitozanu
modyfikowanego charakteryzuja si¢ mniejszg twardoscia w stosunku do kserozeli
uzyskanych z chitozanu niemodyfikowanego o takim samym st¢Zzeniu w roztworze
przed suszeniem, natomiast wzrost zawarto$ci udzialu chitozanu modyfikowanego
w kompozytach powoduje spadek elastycznosci otrzymywanych materialow.

Oba polisacharydy wykazywaty zdolno$¢ do neutralizacji rodnikéw DPPH,
kationo-rodnikow ABTS oraz zdolno$¢ do chelatowania jondw zelaza (II). O ile roznice
wykazane w tescie rodnikiem ABTS i jonami zelaza (II) byly niewielkie, o tyle
najwiekszg réznicg¢ zaobserwowano w przypadku zdolnosci do neutralizacji rodnika
DDPH, ktora byta 3-krotnie wigksza w przypadku chitozanu poddanego modyfikacji.

Wszystkie otrzymane materiaty kompozytowe zawierajagce do 40% masowych
modyfikowanej pochodnej chitozanu charakteryzowaly si¢ w stosunku do polimeru
niemodyfikowanego prawie 100% redukcja wskaznikowych bakterii reprezentujacych
grupe mikroorganizméw Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych, a takze taka sama
aktywno$cig w stosunku do drozdzy, ktora wynika prawdopodobnie z rozpuszczalnosci
materialu 1 zwigkszonej powierzchni oddziatywan polimeru z drobnoustrojami.

Wyniki oceny cytotoksyczno$ci wzgledem linii komorkowej fibroblastow
mysich L929 wykazaty, Zze modyfikacja chitozanu ma wptyw na zdolno$¢ proliferacji
komorek, a zahamowanie wzrostu fibroblastow w stosunku do materiatdéw wykonanych
wylacznie z chitozanu niemodyfikowanego miato miejsce, gdy st¢Zenie
fosforylowanego chitozanu osiggneto w pozywce do hodowli stezenie przynajmniej 100

mg/mL. Dla takiego stezenia stopien zahamowania wzrostu komorek wynidst ok. 50%.
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Wyniki badan potwierdzaja rowniez hipoteze, wedtug ktorej hydrozelowa forma
chitozanu w postaci plaszcza kapsutki moze wykazywac funkcje ochronne w stosunku
do sktadnikoéw zywnosci, w tym olejow jadalnych.

Podczas realizacji prac badawczych wykazano, ze zaprojektowana w Katedrze
Chemii, Technologii i Biotechnologii Zywnosci prototypowa aparatura do
kapsutkowania metoda wspotosiowa z powodzeniem umozliwia produkcje
hydrozelowych struktur typu kropla w kropli z olejowym rdzeniem.

Okreslone w dalszym postepowaniu doswiadczalnym optymalne predkosci
przeptywu mediow przez glowice, rowne dla oleju 1 roztworu polimeru, odpowiednio
2,0 g/godz. i 4,5 g/godz., umozliwity uzyskanie kapsutek o zawartosci oleju w ich
wnetrzu rownej 45%. Masa ta dotyczylta kapsutek w formie hydrozelowej o $rednicy 4,4
mm.

Biorgc pod uwage optymalne warunki kapsutkowania okre$lono, ze do
zakapsutkowania 100 g oleju potrzeba jedynie 2,8 g chitozanu lub 5,6 g alginianu sodu.

Aby mozliwe bylo zatrzymanie oleju w hydrozelowych kapsutkach
w przynajmniej 90%, konieczne jest, aby byly one przechowywane w warunkach
wilgotno$ci wzglednej otoczenia nie mniejszej niz 50%.

Wstepne testy stabilno$ci potwierdzily, ze etap kapsutkowania oleju
rzepakowego i Inianego przy uzyciu szklanej glowicy nie powoduje pogorszenia jakosci
olejow ocenianej bezposrednio po zakapsutkowaniu niezaleznie od zastosowanego
w funkcji ptaszcza kapsulki biopolimeru.

Testy z wykorzystaniem glowicy stalowej wykazaty, ze materiat konstrukcyjny
prawdopodobnie zawiera zanieczyszczenia w postaci metali katalizujacych procesy
utleniania tluszczéw, ze wzgledu na wyzsze zawarto$¢ pierwotnych 1 wtérnych
produktow utlenienia w stosunku do wszystkich prob testowanych w ten sam sposob
lecz otrzymanych za pomocg szklanej gtowicy.

Tygodniowe testy przechowywania olejow w postaci kapsutek wskazaty, ze
najwigksza tendencja ochronng w stosunku do oleju Inianego charakteryzowal si¢
ptaszcz chitozanowy, natomiast w stosunku do oleju rzepakowego plaszcz wykonany
z alginianu sodu.

Przyspieszone testy starzenia potwierdzity wyniki testow krotkotrwatego
termostatowania kapsutek z olejem. Co wigcej, wartosci liczb nadtlenkowej oraz

anizydynowej dla oleju kapsulkowanego w otoczce z hydrozelu chitozanowego po
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zakonczonym tescie w dalszym ciggu spetniaty wymagania determinujace przydatnos$¢
oleju do spozycia.

Zastosowanie dodatku przeciwutleniacza w postaci ekstraktu z rozmarynu
w badanych olejach, poddanych nastepnie kapsutkowaniu i testom przyspieszonego
starzenia, spowodowalo pogorszenie jako$ci oleju Inianego, szczegdlnie podczas jego
termostatowania w otoczce chitozanowej, co mozna wyttumaczy¢ wystapieniem efektu
proutleniajacego. Dodatek ekstraktu z rozmarynu w oleju rzepakowym wywotat efekt

przeciwutleniajacy.
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