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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,,Mlodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika pigé
monografii, o ktorych w sposob ogdlny mozna powiedzieé, ze dotycza nauk przyrodniczych. Dwie
z nich poswiecone sg zywieniu, zywnosci i medycynie, kolejne dotycza flory i fauny oraz hodowli
zwierzat.

W pierwszej z prezentowanych monografiach kilka rozdziatow porusza zagadnienia
zwigzane z wptywem zywienia na zdrowie, czyli generalnie prezentowany jest poglad ze dobra dieta
to bardzo wazny element naszego zycia. Niestety nasze nawyki zywieniowe sa bardzo dalekie od
ideatu, zar6wno co do sktadu, jak i kalorycznos$ci pozywienia. W jednym z rozdzialow poruszono
problemy rosnacej liczby 0sob ze zbyt duza masa ciata, co w dlugiej perspektywie moze si¢ odbijac
na zdrowiu, a na co dzien zmniejsza komfort zycia. Podstawowa metoda radzenia sobie z otylo$cia
i nadwaga jest odpowiednia dieta o ujemnym bilansie kalorycznym oraz dodatkowo zwigkszenie
aktywnosci fizyczne;j.

W nastepnej z monografii nadal analizowano wptyw diety na zdrowie i kondycje¢ fizyczna.
Dwa rozdzialy po$wigcono diecie osdb uprawiajacych sporty sitowe. Jej wiasciwy dobor jest
niezwykle istotne dla sportowcow, szczegélnie tych uprawiajacych sport wyczynowy, gdzie
uzyskiwanie wysokich wynikéw sportowych ma kluczowe znaczenie. Cieszy ze takimi
zagadnieniami zajmujg si¢ tez doktoranci. Dwa rozdziaty pos§wigcono tez herbacie, ktora w Polsce
jest jednym z podstawowych napojoéw, a posiada tez wlasciwosci lecznicze i antyoksydacyjne.
Oczywiscie mowa tu o r6znych rodzajach herbat.

Trzecia z monografii dotyczy flory i fauny, pierwsze rozdzialy traktuja o kulturach in vitro
réznych roélin. Analizowane s3 w nich wplywy nanoczasteczek srebra i kwasu askorbinowego na
wzrost roslin i tagodzenie stresu wywotanego zwigzkami otowiu. Jeden z rozdziatow dotyczy dos¢
szczegolnego wykorzystania oleju roslinnego, jako $rodka smarnego. Olej roslinny niezaleznie od
ro§liny z jakiej pochodzi nalezy do surowcoéw biodegradowalnych i szczegdlnie moze by¢ przydatny
w sytuacji gdy nie jest mozliwe jego zebranie i utylizacja, a pozostaje on w srodowisku. Taka sytuacja
zachodzi podczas smarowania pilarek tancuchowych, nie da sie¢ wowczas unikng¢ pozostawania jego
czasteczek w srodowisku.

W czwartej monografii mamy rozdziatly dotyczace badan proceséw zachodzacych
w srodowisku, procesow biologicznych i chemcznychi. Rozwazane s3 tu m.in zjawiska agregacji
mineratow w obecnosci wybranych jonow, mozliwosci usuwania barwnikéw z wody, modelowanie
procesoéw dostarczania lekow i wiele innych.

Ostatnia monografia w tej serii dotyczy w wiekszosci hodowli zwierzat, w szczegdlnosci
drobiu. Jest to w tej chwili bardzo duza galaz produkcji rolniczej w Polsce i to zardbwno w zakresie
produkcji jaj konsumpcyjnych, jak i migsa. W kolejnych rozdziatach rozwazane sa zagadnienia
zwigzane z przechowywaniem jaj, ich znaczenia w diecie ludzi, zywienia drobiu oraz jego chordb.
Jak mozna wnioskowa¢ duze znaczenie ekonomiczne hodowli drobiu przektada si¢ na szerokie
zainteresowanie naukowcdw problemami jakie pojawiajg si¢ w trakcie tej produkcji. Kilka kolejnych
rozdziatow dotyczy zdrowia i zywienia zwierzgt domowych: psow i kotow. Zwierzeta te towarzysza
nam od dawna ale jeszcze kilkanascie lat temu byly traktowane raczej przedmiotowo, obecnie
awansowaty na czlonkéw rodziny co przeklada si¢ na rozwdj gabinetow weterynaryjnych,
kosmetycznych oraz produkcje specjalnej zywnosci. Jednoczesnie tez jak widaé po publikowanych
pracach skutkuje zainteresowaniem naukowcow.

Polecam zestaw pigciu interesujacych monografii i zycz¢ wielu refleksji zwigzanych
z tematyka zaprezentowanych prac badawczych.

dr hab. Jacek Le$ny
prof. UPWR
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1. Mechanizmy adsorpcji bialek na powierzchni ciala stalego w kontekscie

ich stabilnosci wewnetrznej oraz zdolnosci agregacyjnych
Mechanisms of protein adsorption on the solid surface with regard to their
internal stability and aggregation abilities

Fijatkowska Gracja, Medykowska Magdalena, Wisniewska Matgorzata

Katedra Radiochemii i Chemii Srodowiskowej, Instytut Nauk Chemicznych, Wydziat Chemii,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, P1. Marii Curie-Sktodowskiej 3, 20-031 Lublin
Opiekun naukowy: dr hab. Matgorzata Wisniewska, prof. nadzw.

Fijatkowska Gracja: gracja.fijalkowska@poczta.umcs.lublin.pl
Stowa kluczowe: biopolimery, stabilnos¢ biatek, adsorpcja, konformacja makroczasteczek, agregacja

Streszczenie

Charakterystyczna zlozona budowa makroczasteczek biatek oraz ich szerokie i powszechne
wystgpowanie powoduje, ze adsorpcja biopolimeréw na powierzchniach réznych cial statych jest
waznym zagadnieniem naukowym. Biatka to zwigzki polimeryczne, ktérych struktury stabilizowane
sa przez szereg oddziatywan, nadajacych im specyficzne wtasciwosci. Omawianym procesem kieruja
czynniki, takie jak: pH, sita jonowa, temperatura oraz rodzaj elektrolitu podstawowego. Ponadto
bardzo istotne sg czynniki wewnetrzne, do ktorych naleza: rozmiar i ksztalt czasteczki biatka, jego
stabilnos¢ strukturalna, a takze polarno$¢ samego adsorbentu. Ksztalt czasteczek protein wymusza
specyficzng orientacje molekul na powierzchni ciata statego, co moze skutkowac ,,wzmocnieniem”
lub ,,ostabieniem” ich specyficznych wtasciwosci. Zmiany konformacyjne biatka mogg prowadzié¢ do
nabywania nowych cech uprzednio niewystepujacych. W literaturze fachowej znalez¢ mozna wiele
koncepcji opisujacych zjawisko adsorpcji w tego typu uktadach. Jedna z nich zaklada wystgpowanie
energii swobodnej (zlozonej z wktadéw entropowego i entalpowego) jako sily napedowej procesu.
Kolejnymi teoriami s3: teoria DLVO, teoria adsorpcji Langmuira, teoria RSA oraz efekt Vromana.

1. Wstep

Adsorpcja biatek jest tematem bardzo istotnym z punktu widzenia wielu dyscyplin
naukowych, poczawszy od medycyny, poprzez farmakologig, a skonczywszy na biotechnologii czy
biofizyce. Jest to zjawisko bardzo czgste i moze mie¢ zar6wno korzystne, jak i niekorzystne skutki.
Do niekorzystnych efektow mozna zaliczy¢ chociazby destrukcyjny wptyw biatek na implanty
medyczne oraz sztuczne organy, czy zmniejszenie czutosci biosensordw. Z kolei korzystne aspekty
tego zjawiska to migdzy innymi zastosowanie w analizie chemicznej i zapobieganie niepozadanym
zjawiskom np. wytrgcania osadow w napojach alkoholowych takich jak wino i piwo.

Budowa bialek jest specyficzna, przez co sam proces ich adsorpcji staje si¢ bardzo ztozony.
Istotnym zatem wydaje si¢ by¢ zrozumienie jego przebiegu, a w tym zagadnien takich jak: czynniki
ulatwiajgce 1 ograniczajace zachodzenie adsorpcji, konformacja bialka oraz jego orientacja na
powierzchni adsorbujacej. W literaturze przedmiotu istnieje wiele teorii opisujacych rzadzace tym
procesem mechanizmy, a takze mozliwe jego nastepstwa.

2. Opis zagadnienia i przeglad literatury

Biopolimery to szeroka grupa zwigzkoéw wielkoczgsteczkowych pochodzenia naturalnego,
czyli produkowanych przez organizmy zywe. Sa syntetyzowane in vivo w komorkach i odznaczaja
si¢ stereoregularng strukturg. Ich podstawowy podziat opiera si¢ na czterech grupach, tj.: bialka,
kwasy nukleinowe, kauczuki naturalne oraz polisacharydy (Rabek 2017). Biatka zaliczajg si¢ do
polipeptydow, czyli zwiazkoéw zbudowanych z a-aminokwasow o stopniu polimeryzacji powyzej 100
(co odnosi si¢ do sredniej ilosci merdw, z jakich sktada si¢ pojedyncza makroczasteczka danego
polimeru). Biatka wystgpujace w przyrodzie sa zbudowane z 20 podstawowych aminokwasow
polaczonych wigzaniem peptydowym, ktore powstaje miedzy grupa amidowa jednego meru i grupa
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a-aminowa kolejnego. Ta podstawowa sekwencja nazywana jest strukturg pierwszorzedowaq.
Struktura drugorzedowa opisuje konformacje fragmentdéw tancucha bialka, z kolei struktury trzecio-
i czwartorzedowe okreslaja przestrzenne potozenie tancuchow oraz ich wzajemna organizacje¢. Biatka
stabilizowane sa przez wiagzania niekowalencyjne (m.in. oddziatywania hydrofobowe
i elektrostatyczne, a takze wigzania wodorowe) oraz kowalencyjne (m.in. wigzania peptydowe
i dwusiarczkowe). Otrzymywane na skalg przemystowa biopolimery syntetyczne to z kolei zwigzki
syntetyzowane in vitro, przez co ich struktura nie moze by¢ $cisle kontrolowana (Turner i in. 2011).

Proces adsorpcji biatek uzalezniony jest od czynnikdéw srodowiska zewnetrznego, takich jak:
pH, temperatura, rodzaj elektrolitu podstawowego oraz sita jonowa. Pierwszy z czynnikow,
temperatura, ma wptyw na rownowage termodynamiczng, a takze na kinetyke adsorpcji. Wysoka
temperatura powoduje zwickszong dyfuzj¢ czasteczek bialek, a co za tym idzie, wydajnos$é procesu
rosnie wraz ze wzrostem wielkoSci tego parametru, az do osiagnic¢cia temperatury powodujacej
denaturacje biatka. Z kolei pH bedzie mialo wptyw na wystepowanie w uktadzie oddziatywan
elektrostatycznych, a takze na ich site. Jest to o tyle istotne, ze w zalezno$ci od pH czasteczki biatek
moga cechowaé si¢ réoznym tadunkiem. W niskim zakresie pH (nizszym od warto$ci punktu
izoelektrycznego) biatka z reguty sa naladowane dodatnio, natomiast w zakresie pH przewyzszajacym
punkt izoelektryczny biopolimeru (pI) beda cechowaé si¢ tadunkiem ujemnym. Ponadto,
w przypadku gdy powierzchnia adsorbentu jest natadowana, proces adsorpcji jest $cisle zwigzany
z sitami elektrostatycznymi (Hames i Hooper 2010).

Na omawiane zjawisko wptywaja takze czynniki wewngtrzne. Ze wzgledu na r6zng budowe,
stabilno$¢ oraz rozmiar czasteczek, biatka oddziatuja w sposob réznorodny z powierzchnig ciata
statego. Przykladowo, sztywne i mate czasteczki ,niechegtnie” zmieniajga swoja konformacje,
natomiast $rednie molekuty dzigki zachodzagcym zmianom konformacyjnym nabywaja odmiennych
wiasciwosci. Bezposrednim skutkiem takich zmian jest uwydatnienie wybranej czeSci struktury
makroczasteczki. Rozmiar biatka ma dodatkowo wptyw na transport ich czasteczek - te 0 mniejszych
rozmiarach dyfunduja z wigksza tatwoscia niz te duze. Co wigcej, te ostatnie mogg powodowac
,Wypychanie” mniejszych molekut z warstwy adsorpcyjnej. Warto rowniez zaznaczy¢, ze biatka
,chetniej” oddziatluja z powierzchniami polarnymi, cechujacymi si¢ wysokim napieciem
powierzchniowym. Sorbenty obojetne elektrycznie nie sg tak skuteczne w wigzaniu adsorbatu.
Najwazniejszg cechg determinujacg wydajnos$¢ adsorpcji jest zatem hydrofobowo$¢ podtoza. Biatka
moga posiadaé¢ obszary charakteryzujace si¢ réznymi wlasciwosciami, a co za tym idzie w rozny
sposob oddziatywac z powierzchnig (Rys. 1).

%

egm, O0SZATY hydrofobowe

T

polame oddziatywania
o donor- akoeptor

B oddziatywania 1 bialko
v jonowe /,*

biatko w roztworze

granica faz

Rys. 1. Schematyczne przedstawienie oddziatywan pomigdzy biatkiem a powierzchnig adsorbentu
(Zemta 2012)

8|Strona


http://m.in/
http://m.in/

Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Z powodu asymetrycznej budowy, biatka w rézny sposob orientuja si¢ na powierzchni ciata
stalego. Najczesciej wystepujacymi ksztattami sg elipsy, chociaz zdarzaja si¢ takze biatka o ksztattach
sferycznych, Y- czy serco-podobnych. Taka budowa wymusza przybieranie okre$lonej orientacji,
bedacej wynikiem tego, ktéra z czesci biatka i o jakich whasciwosciach zostanie zwigzana, a ktora
bedzie wyeksponowana do roztworu. Teoretyczne zalozenia sugeruja, ze biatka adsorbujac sig¢
przyktadowo na powierzchni obdarzonej tadunkiem, beda ,,eksponowaé” w strone ciata statego
fragmenty o przeciwnym znaku. Wystepujace jednak oddziatywania boczne pomigdzy sasiednimi
czasteczkami biatka moga zaburza¢ te prawidlowosci, powodujac zaréwno zwigkszenie, jak
i zmniejszenie agregacji molekut. Dodatkowym aspektem, ktory nalezy wzia¢ pod uwagg, sa zmiany
konformacyjne dokonujace si¢ podczas samego procesu adsorpcji.

Proces wigzania bialek na granicy faz cialo stale-roztwor nie jest zalezny tylko od
wiasciwosci adsorbujacych si¢ czasteczek i samego sorbentu. Niemate znaczenie dla jego przebiegu
ma réwniez rozpuszczalnik. W przypadku biatek rozpuszczalnikiem tym jest najczgséciej woda, ktora
wigze si¢ zarowno z bialkami, jak i z sorbentem. Biorgc pod uwage ten czynnik, proces adsorpcji
obejmuje takze oddziatywania pomig¢dzy czasteczkami wody i biatkiem, a takze migdzy czasteczkami
wody i grupami powierzchniowymi adsorbentu. Dodatkowo wystgpuje zjawisko zastgpowania
zwigzanych molekut wody molekutami bialek, co ma wplyw na zmiany entropii w uktadzie (Zemta
2012).

Teoretyczne koncepcje dotyczace adsorpcji biatek sg caty czas przedmiotem badan i zadna
z opisanych ponizej teorii nie moze by¢ traktowana jako wystarczajaca do pelnej charakterystyki tego
procesu. Ponadto, istnieje szereg czynnikow wptywajacych na ten ztozony mechanizm, wigc aby go
przyblizy¢, nalezy postuzy¢ si¢ pewnymi zatozeniami. Jedna z takich koncepcji zaktada, ze biatka
adsorbujg si¢ na powierzchniach w sposdb bardzo tatwy, co zwigzane jest z sumg czynnikow
tworzacych site napedowa takiego procesu. Termin ,,sita napgdowa” odnosi si¢ do wktadéw entropii
i entalpii do wzrostu catkowitej energii swobodnej podczas adsorpcji bialka. Wklad zwiagzany
z entalpig to oddzialywania takie jak: kulombowskie, elektrostatyczne, czy van der Waalsa.
Dodatkowy wplyw majg istniejace oddziatywania hydrofobowe o sporym zasiggu i duzej sile, a takze
wigzania wodorowe. Zaréwno w przypadku sit hydrofobowych, jak i wigzan wodorowych kwestia
przynaleznosci do danego wkladu jest sporna. Uznaje si¢ rowniez, ze wnosza one wktad do entropii,
gdyz tworzenie si¢ wigzan wodorowych pomigdzy powierzchnig, na ktdérej zachodzi adsorpcja
a biatkiem, w poczatkowym etapie wymaga ,,zniszczenia” wigzan juz istniejacych. Co za tym idzie,
nastepuje wzrost nieuporzagdkowania w uktadzie, a tym samym wzrost samej entropii. Wzrost entropii
bedzie takze zachodzit na skutek zmiany struktury biatka, a takze z powodu desorpcji wody 1 jondw
soli z powierzchni. Wkiad entropowy zalezny jest dodatkowo od strukturalnej trwatos$ci biatka
i powinowactwa do czasteczek rozpuszczalnika.

Biatka maja zlozong budowe, dzigki czemu w zaleznosci od natury powierzchni, na ktorej
ulegaja adsorpcji orientuja si¢ w inny sposob. Na powierzchniach hydrofobowych kontakt jest
zapewniony poprzez niepolarng czg¢§¢ proteiny. Analogicznie w przypadku powierzchni
hydrofilowych czy elektrycznie nieobojetnych biatko bedzie zorientowane strong polarng lub
natadowana. W takich przypadkach wiazanie biatka na danej powierzchni jest spowodowane gtownie
oddziatywaniami van der Waalsa lub elektrostatycznymi. Sily elektrostatyczne zalezne sa gtdwnie od
stezenia rozpuszczonych jondw oraz pH roztworu i wydajg si¢ by¢ niezwykle istotne dla zrozumienia
mechanizmu adsorpcji na powierzchniach natadowanych. W tym przypadku catkowita energia
pochodzi od oddzialywan tadunkéw ulokowanych wewnatrz czasteczki biatka z molekutami
biopolimeru, ktore znajduja sic w poblizu, a takze z natadowang powierzchnig. Istnieje teoria
opisujaca przypadek niezaleznego wystepowania oddziatywan van der Waalsa oraz sit podwojnej
warstwy elektrycznej, czyli oddziatywan elektrostatycznych wystepujacych w poblizu natadowane;j
powierzchni (Rys.2). W takim przypadku zmiany sity jonowej uktadu maja wptyw na grubosé¢
podwojnej warstwy elektrycznej utworzonej na powierzchni czastki ciata statego, przy czym nie maja
wplywu na sity van der Waalsa. Gdy sita jonowa osigga duze wartosci, to pomimo wysokiej bariery
energetycznej, uktady sa metastabilne. Jest to jeden ze sposobow elektrostatycznego stabilizowania
suspensji. Teoria ta nosi nazw¢ DLVO i zostata poczatkowo opracowana dla uktadow koloidalnych
niezawierajacych substancji polimerowej. Aktualnie jednak wykorzystuje si¢ ja takze do opisu zmian
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oddziatywan elektrostatycznych zachodzacych podczas zmian pH w uktadach z zaadsorbowanym
biatkiem (Aidara i in. 2001).
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Rys. 2. Schematyczny profil energii oddziatywania dwoch czastek w funkcji ich odlegtosci wedtug
teorii DLVO (Aidara i in. 2001)

Inng teoria, na ktdrej bazuja koncepcje dotyczace adsorpcji protein jest izoterma adsorpcji
Langmuira. Jednak znacznie lepiej sprawdza sie ona do opisu adsorpcji molekut gazu, ktore
charakteryzujg si¢ malym rozmiarem, duzg symetrig oraz wysoka stabilnoscia. W przypadku bialek,
jak juz wspomniano wcze$niej, proces ten jest bardziej zlozony. Przede wszystkim biatka
charakteryzuja si¢ bardzo szerokim spektrum ksztattow, rozmiaréw oraz wiasciwosci. Dodatkowo
struktury drugorzedowe i trzeciorzedowe narzucaja swoiste rozmieszczenie dla dodatnio i ujemnie
naladowanych tancuchow bocznych, a takze determinuja ich powinowactwo do wody. W zalezno$ci
od tych uwarunkowan rézny wptyw na adsorpcje bedzie miato pH, sita jonowa, czy temperatura.

Biatka moga by¢ klasyfikowane jako ,,mickkie” oraz ,twarde” w zaleznosci od tego jak
fatwo zmieniaja swoja strukture. Odnosi si¢ to miedzy innymi do przypadkow, gdy podczas
zachodzenia adsorpcji nie jest preferowana natywna struktura bialka, a takze gdy sam proces
wymusza zmiany konformacji i orientacji czgsteczek proteiny. Sita napedows tego zjawiska jest
przede wszystkim oddziatywanie pomiedzy powierzchnig a biatkiem, a takze wynikajaca z tego utrata
uporzadkowania w uktadzie, a co za tym idzie wzrost entropii. Sptaszczenie warstewki adsorpcyjne;j
biatka, odporno$¢ na desorpcje, czy wtdrne zmiany struktury to efekty konformacyjne obserwowalne
makroskopowo. Wystepuje takze reorientacja czasteczki biatka, ktora skutkuje zmiang orientacji
czasteczki jako calosci przy niewielkim stopniu zmian mikroskopowych. Takie zachowanie
obserwowane jest w przypadku tzw. protein ,twardych” (o duzej stabilno$ci wewnetrznej). Sam
proces adsorpcji moze wplywac pozytywnie na trwato$¢ protein, miedzy innymi poprzez stabilizacj¢
ich struktury. To z kolei bedzie skutkowac¢ wigksza odpornoscia na czynniki denaturujace. Aktywnos$é
biologiczna biatka moze by¢ uzyskana w procesie adsorpcji, w wyniku wyzej wspomnianych zmian
strukturalnych, a takze w innej sytuacji z tych samych powoddéw zahamowana. Dzieje si¢ tak
w przypadku niektorych enzymow lub receptorow, ktore po desorpcji tracg swojg pierwotng strukture
(Al-Hakeim i in. 2016).

Rézny stopien oddziatywan migdzy czasteczkami biatkami, a takze specyfika ich
wiasciwosci agregacyjnych moze skutkowaé réznymi rodzajami struktur agregacyjnych - moga by¢
one jednowarstwowe i wielowarstwowe. Pojedyncza warstwa tworzy si¢ w przypadkach, gdy biatka
nie posiadaja powinowactwa do siebie nawzajem, majg tadunek o tym samym znaku lub gdy
oddziatywania migdzy nimi sg stosunkowo stabe. Analogicznie, odwrotnos¢ tej sytuacji bgdzie
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skutkowa¢ tworzeniem si¢ wielu warstw. Z kolei gestos¢ upakowania warstw agregacyjnych
uzalezniona jest gtownie od sil elektrostatycznych wystepujacych w rozpatrywanym uktadzie. Gdy
punkt izoelektryczny biatka nie jest rowny co do wartosci pH roztworu oraz gdy sita jonowa roztworu
jest mata, to tworzaca si¢ warstwa bedzie cechowa¢ si¢ luznym upakowaniem. Z kolei, gdy pH jest
réwne pl oraz roztwor odznacza si¢ duza sitag jonowa, to gestos¢ powstatej warstwy proteinowej
bedzie wysoka. Zalezno$¢ ta rowniez bedzie dotyczy¢ sytuacji, gdy proces adsorpcji jest
nieodwracalny. W przypadku braku oddziatywan pomiedzy bialkami wypelniaja one przestrzen
adsorpcyjng preferencyjne w sposob luzny. Wedtug teorii RSA (,,ciaglej losowej adsorpcji”), biatka
ulegaja adsorpcji trafiajac jedynie na wolng przestrzen na powierzchni. Jesli adsorbujace si¢ biatko
Htrafi” na czasteczke juz zwigzang, to zostanie ono wypchni¢te z powrotem do objetosci roztworu.
Skutkuje to nieefektywnym pokryciem warstwy powierzchniowej i tworzeniem si¢ luk, ktorych ilos¢
ro$nie wraz ze zwigkszeniem si¢ liczby zaadsorbowanych molekut biatek. Biorac pod uwage wicksza
dowolno$¢ pozycji adsorbujacych si¢ makroczasteczek biatka, teoria RSA uznawana jest za bardziej
realistyczng niz adsorpcja wg teorii Langmuira (Szewczuk-Karpisz 2016). Nie swiadczy to jednak
o catkowitej poprawnosci teorii RSA, gdyz dla omawianego procesu mogg mie¢ znacznie takze inne
czynniki.

Jak juz zostato wspomniane powyzej, na adsorpcj¢ maja wptyw takze oddzialywania boczne
naladowanych bialek. Najczesciej spotykane maja charakter odpychajacy, gdyz biatka tego samego
rodzaju charakteryzujg si¢ jednoimiennymi znakami tadunku. Prowadzi to do tworzenia luzno
upakowanej warstwy adsorpcyjnej. Bazujac na tej zaleznoS$ci, proces ten moze by¢ tatwo opisany
poprzez parametr charakteryzujacy tzw. rozmiar efektywny biatka. Nie jest to jednak do konca
stuszne, gdyz rownie czegsto obserwuje si¢ oddziatywania czasteczek biatek juz zaadsorbowanych
z tymi niezaadsorbowanymi, ktéore prowadza do przys$pieszenia procesu poprzez zwigkszenie
dostgpnej powierzchni. Zjawisko to opisywane jest przez mechanizmy agregacji powierzchniowej.
Jest ono spowodowane dwoma czynnikami. Po pierwsze, bialka ,.che¢tniej” adsorbuja si¢ na
powierzchniach juz zajetych przez zwiazki pokrewne. Po drugie, utworzone zostaje specyficzne pole
elektrostatyczne, ktore indukuje samoistne gromadzenie si¢ biatek, co zwigksza efektywno$¢
adsorpcji. Chociaz samo zjawisko jest czesto obserwowane, to nadal trwa spor odnosnie
matematycznego opisu tych zalezno$ci. Z drugiej strony, moze wystapi¢ takze odpychanie si¢
mechaniczne biatek, co moze skutkowa¢ desorpcja biatka juz zwigzanego. Wystepuje to
w przypadkach, gdy w mieszaninie biatek molekuty o wigkszych rozmiarach wypychajg z warstwy
adsorpcyjnej te o mniejszych rozmiarach. Wptyw oddziatywania pomigdzy proteinami nie ogranicza
si¢ tylko do samej sorpcji, ale takze ma wplyw na zmiany orientacyjne i konformacyjne ich
makroczgsteczek. Uznaje si¢, Ze nastgpujg one po przekroczeniu pewnej granicy, a mianowicie gdy
$rednia odlegto$¢ pomiedzy czasteczkami biatka zostanie odpowiednio zmniejszona. Ponadto wysoka
sita jonowa roztworu bedzie skutkowata zwigkszeniem stopnia agregacji uktadu.

Podczas procesu adsorpcji, przy ciggtym naptywie protein w okolice adsorbentu, pokrycie
powierzchni wzrasta, az do momentu ustalenia si¢ rOwnowagi miedzy adsorpcja a desorpcja. Ma to
miejsce, gdy sorbent staje si¢ wysycony i nie moze zwigza¢ wigkszej ilosci czasteczek. W przypadku
procesu nieodwracalnego sytuacja jest catkiem podobna. Istnieje jednak model czasowego
opo6znienia, ktory dopuszceza przekroczenie mozliwosci ,,pojemnosciowych” sorbentu. Dzieje si¢ tak
na skutek opdznienia desorpcji, wynikajacego z czasu potrzebnego na zmiany konformacji biatka.
W takim przypadku nadal wystepuje adsorpcja czasteczek bez uprzedniego opuszczenia warstwy
adsorpcyjnej przez czasteczki ,,nadmiarowe”. W ten sposdb powierzchnia sorbentu staje sie
przesycona. Model ten, podobnie jak poprzednie, ma jednak swoje ograniczenia i sprawdza si¢
gléwnie do uktadow, gdzie rozwazang czasteczka jest monomer lub polimer zawierajacy matg liczbe
segmentow, w porownaniu do tej wystepujacej w biatkach. Udowodniono takze wystgpowanie efektu
Vromana, ktore powoduje pojawienie si¢ lokalnego maksimum na wykresach kinetyki adsorpcji.

Dosy¢ waznym aspektem jest takze tworzenie si¢ agregatow biatkowych. Prowadzi to nie
tylko do znaczacego wplywu na kinetyke procesu, ale takze na sama strukture warstw adsorpcyjnych.
Proces ten oznacza kumulowanie si¢ bialek. Uznaje sig¢, ze zjawisko to moze by¢ spowodowane
zarowno dyfundowaniem czasteczek biatek do obszarow ,,bogatszych” w zaadsorbowane molekuty,
jak i adsorpcja nowych protein. Jedng z unikatowych cech tych biomolekut jest fakt, ze wykazujg one

11|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 1

spore powinowactwo do obszarow na powierzchni ciala statego, uprzednio zajetych przez inne
czgsteczki biatka (Rabe 2009).

3. Podsumowanie

Adsorpcja biatek jest determinowana przez szereg czynnikow, do ktorych zaliczaja sig
zardwno te zewnetrzne, czyli okreslajace sSrodowisko procesu, jak i te wewngtrzne, ktore zwigzane sg
z wlasciwosciami samego biatka i adsorbentu. Uwzgledniajac specyficzne cechy protein, zjawisko
ich adsorpcji na powierzchni ciala statego mozna thumaczy¢ przy zastosowaniu wielu modeli. Teorie
takie jak DLVO czy RSA w znacznym stopniu przyblizaja mechanizm przebiegu procesu i ulatwiaja
jego zrozumienie. Budowa biatek wplywa rowniez na ich rozmieszczenie w warstwie adsorpcyjnej
i kinetyke jej tworzenia, a takze na zmiany orientacyjne i konformacyjne samych molekut. To z kolei
bardzo czgsto skutkuje modyfikacja wlasciwosci samych biatek, zar6wno o charakterze
odwracalnym, jak i nieodwracalnym.
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Streszczenie

Flokulanty/kondycjonery poliakryloamidowe (PAM) sa przyjaznymi dla $rodowiska
polimerami, ktoére wykazuja zdolno$¢ do stabilizacji i polepszania struktury gleb. Oddziatujac
z czastkami glebowymi przyczyniaja si¢ one do zwigkszenia stopnia agregacji i spdjnosci gleby,
a tym samym zmniejszenia jej podatnos$ci na erozje wodng i wietrzng. Dodatkowo, kondycjonery
dodawane do podtoza mogg wpltywac na mobilno$¢ i dostepno$é biologiczng zwigzkdéw i substancji
obecnych w glebie, w tym jonéw metali cigzkich.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu jonowego poliakryloamidu oraz jonow metali
cigzkich na agregacje mineratu ilastego nalezacego do grupy glinokrzemianéw warstwowych —
kaolinitu, powstajacego w procesie wietrzenia skat osadowych. W strukturze tego mineralu mozna
wyroézni¢ oktaedryczne warstwy glinotlenowe oraz tetraedryczne warstwy krzemotlenowe, ktore
taczac si¢ jednostronnie ze soba za pomoca wigzan wodorowych tworza dwuwarstwowe pakiety.
Podczas prac do§wiadczalnych zmierzono zmiany stabilnosci suspensji kaolinitu bez i w obecnosci
poliakryloamidu i jonow metali cigzkich w funkcji czasu z wykorzystaniem turbidymetru. W ten
sposob okreslono, czy dwa rodzaje adsorbatow (tj. zwigzek wielkoczasteczkowy 1 jony metalu
cigzkiego) dodane do uktadu razem lub osobno sprzyjaja tworzeniu agregatow wybranego ciata
statego. Uzyskane rezultaty zestawiono z wynikami pomiaréw wielko$ci adsorpcji poliakryloamidu
i jondéw metali cigzkich na powierzchni mineratu. Do badan wykorzystano poliakryloamid anionowy
i kationowy. Natomiast spo$rod metali ciezkich wybrano jony chromu(VI) i otowiu(II).

1. Wstep

Poliakryloamidy (PAM) stanowia grupe syntetycznych polielektrolitow rozpuszczalnych
w wodzie, ktére otrzymywane sg z monomeru akryloamidowego w procesie polimeryzacji (Kang
i in. 2013, DeBoodt 1993, Kadajji i Betageri 2011). Ze wzgledu na zdolno$¢ do rozpuszczania,
dyspergowania i pecznienia W wodzie, mogg one modyfikowaé wiasciwosci fizyczne uktadu
wodnego w wyniku procesu zageszczania, zelowania, emulgowania lub stabilizacji. Poliakryloamidy
mozna podzieli¢ na niejonowe, anionowe i kationowe (Shatat i in. 2018), a kazdy z nich znajduje
zastosowanie w wielu galeziach przemystu, gtownie w uzdatnianiu wody, przetwarzaniu mineratow
lub w rolnictwie jako tzw. kondycjonery gleby (Craciun i in. 2015, Myagchenkov i Kurenkov 1991).

Podczas adsorpcji na powierzchni ciata statego makroczasteczka polimeru moze przybieraé
rozne konformacje (np. petle, ciagi lub ogony) i w rezultacie tylko kilka jej fragmentoéw moze mie¢
bezposredni kontakt z powierzchnig. Gdy cialo stale jest niecatkowicie pokryte tancuchami
polimerowymi i jednoczesénie zakres oddziatywania elektrostatycznego migdzy makroczasteczkami
jest mniejszy niz dtugos¢ petli i ogondéw polimeru, w ukladzie nastepuje tworzenie si¢ mostkdw
polimerowych. Innymi stowy, zachodzi proces flokulacji sprzyjajacy tworzeniu si¢ agregatow
o znacznej wielko$ci (Adachi 2019). Flokulacja moze by¢ rdwniez wynikiem neutralizacji fadunku
ciala statego przez makroczasteczki polielektrolitu posiadajace tadunek o przeciwnym znaku.
W przypadku wysokich stezen polimeru powierzchnia ciata statego pokrywana jest calkowicie przez
warstwe polimerowa, a to moze z kolei powodowac stabilizacje steryczng uktadu. W takiej sytuacji
pomigdzy czastkami z zaadsorbowanym polimerem pojawia si¢ odpychanie steryczne. W przypadku,
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gdy adsorbujacy si¢ polimer jest polielektrolitem, stabilizacja steryczna moze by¢ polaczona ze
stabilizacja elektrostatyczna (Guezennec i in. 2015). Dzialanie zwigzku makroczasteczkowego
(stabilizujace lub flokulujace) jest uzaleznione od szeregu czynnikéw takich jak: struktura,
konformacja, rozpuszczalno$é i stopien polimeryzacji zwigzku wielkoczasteczkowego (Al-Hashmi
i Luckman 2010, Nowicki i Nowicka 2001).

Adsorpcja polimeru, np. PAM, jest czesto stosowana w kondycjonowaniu gleby. Flokulanty
poliakryloamidowe sa przyjaznymi dla $rodowiska polimerami, ktore wykazuja zdolnos¢ do
stabilizacji 1 polepszania struktury gleb. Korzystne dzialanie PAM zwiazane jest gtownie
z wlasciwosciami polimeru (masa czgsteczkowa, charakter jonowy) i polega na zwigkszaniu stopnia
agregacji oraz spojnosci gleby w wyniku jego oddziatywania z czastkami glebowymi (Mamedov i in.
2016). Adsorpcja zwiazku wielkoczasteczkowego na powierzchni sktadnikow fazy statej gleby moze
prowadzi¢ do stabilizacji istniejacych agregatdéw i wzmocnienia wigzan pomig¢dzy sasiadujacymi ze
soba czastkami mineratu. Dzigki powyzszym wlasciwosciom PAM dziala przeciwerozyjnie (Deng
i in. 2006). Dodatkowo, moze on wpltywaé¢ na mobilno$¢ i dostepnos¢ biologiczng zwigzkoéw
i substancji obecnych w glebie, w tym jondw metali ciezkich.

2. Material i Metody

Adsorbentem wykorzystywanym w badaniach byt minerat ilasty, nalezacy do grupy
glinokrzemianéw warstwowych — kaolinit (Sigma-Aldrich). Ma on budowe dwuwarstwowa typu 1:1,
w ktorej warstwy glinotlenowa oraz krzemotlenowa sa w sposob trwaty potaczone ze soba (Miranda-
Trevino i Coles 2003). Dwuwarstwowe pakiety tacza si¢ za pomoca wigzan wodorowych, ktore
skutecznie hamuja powigkszenie przestrzeni mi¢dzypakietowej i tym samym uniemozliwiajg
adsorpcje np. czasteczek wody lub kationéw w tym obszarze. W rezultacie zdolno$¢ sorpcyjna tego
typu mineralow ilastych jest ograniczona tylko do powierzchni zewnetrzne;.

Powierzchni¢ wlasciwg i porowato$¢ adsorbentu wyznaczono metoda niskotemperaturowej
adsorpcji/desorpcji azotu (Micromeritics ASAP 2020 analyzer). Badany mineral wykazuje stabo
rozwinieta powierzchnie wlasciwa, ktéra wynosi 8,02 m?/g.

Jako adsorbaty wykorzystano poliakryloamidy jonowe o odmiennej masie czgsteczkowej
i roznej zawartosci grup funkcyjnych zdolnych do dysocjacji. Byty to dwie odmiany polimeru
anionowego (AN PAM) o masie czasteczkowej rownej 13 000 i 14 000 kDa oraz zawarto$ci grup
karboksylowych wynoszacej 5% i 30%, a takze dwa poliakryloamidy kationowe (KT PAM) o masie
czasteczkowej rownej 7 000 kDa, ktore zawieraty 35% lub 80% czwartorzgdowych grup aminowych.

Pomiary wielkosci adsorpcji polimeréw/jonow metali ciezkich na powierzchni kaolinitu oraz
stabilno$ci suspensji minerahu ilastego w obecnosci wybranych adsorbatéw przeprowadzone zostaty
w obecnosci elektrolitu podstawowego NaCl o stezeniu 0,001 mol/L, w temperaturze 25°C, dla dwoch
warto$ci pH 51 7 (= 0,1). Wybrane warto$ci pH nawigzywaly do powszechnie wystepujacych
odczynow gleb w Polsce. Dla probek zawierajacych jony otowiu pomiary wykonywano wytacznie
w pH 5 celem uniknigcia wytracania wodorotlenku olowiu w wyzszych pH roztworu.

Wielkos¢ adsorpcji  poliakrylamidu oraz jonow metali ciezkich na powierzchni
glinokrzemianu wyznaczono metodg statyczng, w oparciu o roéznice¢ st¢zenia polimeru lub jondéw
metali w roztworze przed i po procesie adsorpcji. Wielko$¢ adsorpcji poszczegdlnych adsorbatow
zmierzono spektrofotometrycznie poprzez pomiar zabarwienia roztworu, powstatego jako wynik
reakcji jonu/polimeru z odpowiednim wskaznikiem. Intensywnos$¢ barwnego produktu reakcji jest
wprost proporcjonalna do stgzenia zwigzkow wielkoczasteczkowych lub jonow metali.
W oznaczeniach ilosciowych wykorzystano: reakcj¢ anionowego poliakryloamidu z hyamina
(Crummet i Hummel 1963), reakcje kationowego poliakryloamidu z zblcienia brylantowa
w $rodowisku zasadowym (pH 9) (Ziétkowska i in. 2015), reakcje jondow otowiu z 4-(2-pirydyloazo)-
rezorcynolem z dodatkiem buforu o pH 10 (Dagnall i in. 1963) oraz reakcj¢ jonow chromu(VI)
z difenylokarbazydem (Gardner i Comber 2002). Stezenie polimeru i jonéw metali 0znaczano przy
uzyciu spektrofotometru Carry 1000 (Varian) przy dlugosci fali 500nm (AN PAM), 495nm (KT
PAM), 520nm (oldéw) oraz 546nm (chrom). Pomiary wielko$ci adsorpcji rozpoczynano od
przygotowania probek zawierajacych odpowiednie objetosci roztworéw Cr(VI), Pb(Il) i PAM
zapewniajgcych stezenie 100ppm (PAM) i 10 ppm (jony metali) oraz 0,1g kaolinitu. Nastepnie
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ustalono pH badanych probek do wartosci 5 lub 7 i tak sporzadzone suspensje wytrzgsano W tazni
wodnej przez 24 godziny. Po uptywie tego czasu roztwory odwirowano, a nastgpnie pobierano
klarowny roztwér do oznaczania spektrofotometrycznego.

Stabilno$¢ suspensji kaolinitu, bez i w obecnosci poliakrylamidu jonowego i/lub jonow
metali ciezkich okre§lono na podstawie zmian zmg¢tnienia uktadu w czasie mierzonych przy uzyciu
turbidymetru (AN1000, Hach). Na poczatku sporzadzano suspensje mineratu ilastego poprzez
dodanie ciata statego (0,05 g) do roztworu zawierajacego elektrolit podstawowy. Nastgpnie suspensje
poddawano dziataniu ultradzwigkow przez 3 minuty, dodawano wybrany adsorbat lub dwa adsorbaty
jednoczesnie i ustalano pH uktadu. Metno$¢ uktadu mierzono po 0, 2, 5, 10, 30, 60 i 90 minutach od
rozpoczgcia pomiaru.

3. Wyniki i dyskusja

Analiza wynikow pomiaréw adsorpcyjnych wykazata, ze wszystkie rodzaje poliakryloamidu
jonowego oraz oba metale ci¢zkie adsorbujg si¢ na powierzchni kaolinitu. Jednakze, wielko$¢ ich
adsorpcji jest $cisle uzalezniona od tego, czy w uktadzie obecny byt tylko jeden adsorbat, czy dwa
adsorbaty jednocze$nie. Rys.l1 przedstawia wielko$¢ adsorpcji anionowego i kationowego
poliakryloamidu na powierzchni wybranego mineratu ilastego bez i w obecno$ci jonéw otowiu(Il)
lub chromu(V1). Z kolei Rys. 2 obrazuje ilo$¢ zaadsorbowanych jonow Pb(l1) i Cr(V1) na powierzchni
kaolinitu bez i w obecnosci jonowych flokulantow.
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AN PAM 5% + Pb(ll) m

AN PAM 5% + Cr{V1)
KT PAM 35% + Cr{VI)
KT PAM 80% + Cr{V1)

Rys. 1. Wplyw obecnosci jonow Cr(VI) (a) i Pb(ll) (b) na wielko$¢ adsorpcji poliakryloamidu
jonowego na powierzchni kaolinitu w ré6znych pH roztworu.

Dodatek jonéow Cr(VI) zwicksza ilo$¢ zaadsorbowanego poliakryloamidu kationowego,
natomiast zmniejsza wielko$¢ adsorpcji polimeru anionowego. Roéznorodny wptyw polimeru
podyktowany jest odmiennym charakterem oddziatywan wystepujacych w uktadzie. W przypadku
uktadu zwierajgcego jednocze$nie AN PAM i jony Cr(VI) miedzy anionami CrO.* lub HCrOs
a zdysocjowanymi grupami karboksylowymi polimeru anionowego wystepuje odpychanie
elektrostatyczne, ktore ogranicza kontakt polimeru z powierzchnig ciala stalego. Natomiast
w uktadzie zawierajacym jednoczesnie KT PAM i jony Cr(VI) pomigdzy anionami chromu i dodatnio
natadowanymi grupami aminowymi polimeru dzialaja sity przyciggania elektrostatycznego, ktore
sprzyjaja adsorpcji zwigzku wielkoczasteczkowego na powierzchni kaolinitu.

Obecno$é¢ jondéw otowiu(Il), wystepujacych w roztworze w formie kationéw Pb?*,
przyczynia sie do wzrostu wielkos$ci adsorpcji zarowno polimeru anionowego, jak i kationowego. Jest
to zwigzane z mozliwoscig tworzenia polaczen kompleksowych migdzy jonami Pb(Il)
i zdysocjowanymi grupami karboksylowymi polimeru. W przypadku kationowego polimeru
posiadajacego dodatnie czwartorzgdowe grupy aminowe w makroczasteczce, oddzialywanie jonéw
olowiu jest ograniczone ze wzgledu na obecno$¢ odpychania elektrostatycznego. Niemniej jednak
istnieje mozliwoé¢ tworzenia wigzah kowalencyjnych kationéw Pb?* z grupami amidowymi
makroczasteczek PAM (Gu i in. 2018).
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Rys. 2. Wpltyw obecnosci poliakryloamidu jonowego na wielko$¢ adsorpcji Cr(VI) i Pb(Il) na
powierzchni kaolinitu w réznych pH roztworu.

Dodatek anionowego i kationowego flokulanta do uktadu powoduje zwickszenie akumulacji
jonow metali cigzkich na powierzchni kaolinitu w wybranych przypadkach. Gdy do suspensji
wprowadzony jest kationowy PAM, wielko$¢ adsorpcji jonow chromu(VI) jest wigksza. Natomiast
gdy dodany zostaje anionowy PAM — zwigksza si¢ adsorpcja jonow otowiu(Il). Jest to $cisle zwigzane
z tworzeniem si¢ komplekséw metali cigzkich z makroczasteczkami PAM. Lancuchy polimerowe
skutecznie wychwytuja jony z roztworu wodnego. Tworzenie kompleksu Pb(Il)-AN PAM jest
prawdopodobnie podyktowane przycigganiem elektrostatycznym obecnym miedzy kationem otowiu
a zdysocjowanymi grupami karboksylowymi. Z kolei tworzenie kompleksu Cr(VI1)-KT PAM wigze
si¢ z przycigganiem elektrostatycznym wystepujacym pomiedzy ujemnymi jonami chromu
a dodatnimi segmentami polimerowymi zawierajacymi czwartorzedowe grupy aminowe. Innym
mozliwym mechanizmem odpowiedzialnym za wigzanie Cr(VI) przez makroczasteczki polimerowe
moze by¢ tworzenie wigzan wodorowych migdzy amidowymi grupami PAM a jonami chromu(VI)
(Zhang i in. 2012).

Zmiany mgtnosci suspensji kaolinitu w czasie bez i w obecnosci poliakryloamidu jonowego
i/lub jonow metali ciezkich w pH 5 i 7 przedstawiono na Rys.3-10.

pH 5
5000
4500
4000
—=—kaolinit
3500 —e—Kkaolinit + AN PAM 5%
—&—kaolinit+ AN PAM 30%
3000 ——kaolinit + KT PAM 35%

—a— Kaolinit + KT PAM 80%

Zmetnienie [NTU]

0 20 40 60 80 100
Czas [min]

Rys. 3. Zmiany zme¢tnienia suspensji kaolinitu w czasie w pH 5 bez i w obecnosci PAM jonowego.

Zmetnienie suspensji kaolinitu bez polimeru zmniejsza si¢ powoli, co $wiadczy
o stosunkowo duzej stabilnosci uktadu. Ze wzgledu na wysoki ujemny adunek powierzchniowy
kaolinitu pomigdzy jego czastkami wystepuje odpychanie elektrostatyczne. W rezultacie tworzenie
agregatow ciata stalego jest znacznie ograniczone. Obecno$¢ jonowych poliakryloamidow wplywa
na stabilno§¢ zawiesiny mineralu. W przypadku obu kationowych PAM i anionowego PAM
zawierajacego 5% grup karboksylowych, po 5 minutach od ich dodania zm¢tnienie uktadu jest kilka
razy mniejsze niz zawiesiny kaolinitu bez dodatku. Oznacza to, ze adsorpcja tych polimerow na
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powierzchni kaolinitu sprzyja tworzeniu duzych agregatow, ktore opadajg na dno fiolki pomiarowe;.
W uktadzie zachodzi flokulacja. Z drugiej za$ strony, adsorpcja poliakryloamidu anionowego
zawierajacego 30% grup karboksylowych powoduje wzrost stabilnosci suspensji. W obecnosci tego
polimeru m¢tnos$¢ suspensji kaolinitu jest wigksza od metno$ci zaobserwowanej bez flokulanta. Jest
to prawdopodobnie zwiazane z odpychaniem elektrosterycznym wystepujacym pomiedzy czastkami
kaolinitu pokrytymi ujemnie naladowanym warstwami polimerowymi.

pH7
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—=— kaolinit
3500 + —s—kaolinit + AN PAM 5%
= —=— kaolinit + AN PAM 30%
£ 3000 7 —s—Kkaolinit + KT PAM 35%
Z —a—kaolinit + KT PAM 80%
o 2500
H
E 2000
4
£ 1500
1000
500
0

0 20 40 60 80 100
Czas [min]

Rys. 4. Zmiany zmetnienia suspensji kaolinitu w czasie w pH 7 bez i w obecno$ci PAM jonowego.
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0 20 40 60 80 100
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Rys. 5. Wplyw obecnosci jonow otowiu(Il) na zmgtnienie uktadu kaolinit/PAM anionowy w pH 5.
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Rys. 6. Wplyw obecnosci jondw otowiu(Il) na zmgtnienie uktadu kaolinit/PAM kationowy w pH 5.
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Rys. 7. Wplyw obecnosci jondéw chromu(VI) na zmgtnienie uktadu kaolinit/PAM anionowy w pH 5.
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Rys. 8. Wptyw obecnosci jonow chromu(VI) na zmetnienie uktadu kaolinit/PAM kationowy w pH 5.
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Rys. 9. Wptyw obecnosci jonéw chromu(VI) na zmetnienie uktadu kaolinit/PAM anionowy w pH 7.

Wyniki zaobserwowane dla uktadow zawierajgcych jonowy PAM oraz jony metali cigzkich
jednoczesnie sg podobne do tych odnotowanych dla uktadéw zawierajacych tylko PAM. Oznacza to,
ze oba poliakryloamidy kationowe oraz poliakryloamid anionowy zawierajacy 5% grup
karboksylowych zachowuja zdolnosci flokulacje w obecno$ci metali cigzkich.
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Rys. 10. Wplyw obecnosci jondw chromu(VI) na zmetnienie ukladu kaolinit/PAM kationowy
wpH 7.

4. Wnhnioski

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna sformutowac¢ nastgpujace wnioski:

(1) Jony otowiu(Il) przyczyniaja si¢ do wzrostu wielkosci adsorpcji wszystkich rodzajow
poliakryloamidu na powierzchni kaolinitu, natomiast jony chromu(VI) powoduja wzrost
wielkosci adsorpcji poliakryloamidéw kationowych oraz spadek wielkosci adsorpcji
poliakryloamidéw anionowych.

(2) Poliakryloamidy kationowe zwigkszaja ilo§¢ zaadsorbowanych jondéw chromu(VI) na
powierzchni kaolinitu, natomiast poliakryloamidy anionowe powoduja wzrost wielkosci
adsorpcji jonow otowiu(Il).

(3) Obecno$¢ jonowego poliakryloamidu i jonéw metali ciezkich wplywa na stabilnos¢
(zmetnienie) suspensji kaolinitu.

(4) Poliakrylamidy kationowe oraz poliakrylamid anionowy zawierajacy 5% grup
karboksylowych powoduja silng destabilizacj¢ suspensji kaolinitu.

(5) Poliakryloamid anionowy zawierajacy 30% grup karboksylowych przyczynia si¢ do wzrostu
stabilnoS$ci suspensji mineratu ilastego.

(5) Jony chromu(VI) i otowiu(II) nie ograniczajg zdolnosci flokulacyjnych badanych zwigzkow
wielkoczasteczkowych.
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3. Wyznaczanie wydajnoSci procesu utleniania wody morskiej do wolnego
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Streszczenie

Podczas elektrolizy wody morskiej na anodach zachodza dwa konkurencyjne procesy:
utlenianie czasteczek wody do pierwiastkowego tlenu oraz utlenianie anionéw chlorkowych do
pierwiastkowego chloru. Elektroliza jest procesem energochtonnym i dlatego intensywnie badane sa
ogniwa, wykorzystujace energi¢ stoneczng np. do rozktadu wody w procesie fotoelektrochemicznym.
Celem badan bylo ustalenie procedur pomiarowych, pozwalajacych na wyznaczenie wydajno$ci
wydzielania chloru na anodach réznego rodzaju, ze szczegdlnym uwzglednieniem fotoanod
z nanostrukturalnego tlenku wolframu(VI). Opracowana metoda analityczna opierala si¢ o reakcje
chloru ze zwiazkami organicznymi, w szczegblno$ci z oranzem metylowym i N,N-dietylo-p-
fenylenodiaming (DPD). Reakcjom tym towarzysza zmiany absorpcji promieniowania w zakresie
$wiatta widzialnego i bliskiego ultrafioletu, ktore moga by¢ rejestrowane i interpretowane ilosciowo.
W pierwszej kolejnosci wyznaczone zostaty wspotczynniki absorpcji uzywanych indykatorow. Dla
oranzu metylowego o pH = 2, dla dlugosci fali 510 nm: & = 46000 £+ 1000 dm® mol* cm, dla DPD,
dla dtugosci fali 552 nm: € = 23000 £ 2000 dm® mol™* cm™. Ostatecznym celem badan byt pomiar
stezenia chloru w przedziale anodowym po fotoelektrolizie wodnego roztworu chlorku sodu
zakwaszonego do pH = 2 i poréwnania otrzymanej wartoSci z warto$cig teoretyczng przy
maksymalnej wydajnosci. Doswiadczenie potwierdzito, ze gtdwnym produktem (70%) wydzielanym
na fotoanodzie z tlenku wolframu(V1) jest chlor.

1. Wstep

W obecnych czasach trwaja intensywne poszukiwania wydajnych i ekonomicznych zrodet
energii, ktoére moglyby zastapi¢ konwencjonalne paliwa kopalne. Jedng z koncepcji jest
wykorzystanie energii stonecznej poprzez rozklad wody w ogniwach fotoelektrochemicznych
z elektrodami potprzewodnikowymi. Produktami rozktadu bylyby wodoér i tlen, zatem energia
stoneczna bytaby magazynowana w postaci energii wigzan chemicznych w wodorze, ktory nastgpnie
moze by¢ wykorzystywany jako paliwo. Zasada dziatania ogniwa fotoelektrochemicznego jest bardzo
prosta, gldéwna idea bazuje na pasmowej budowie péiprzewodnikéw. Foton o odpowiedniej energii
powoduje w potprzewodniku wzbudzenie elektronu z pasma walencyjnego do pasma przewodnictwa,
czyli generuje par¢ elektron-dziura. Tak powstata para moze ulec oczywiscie rekombinacji, ale
pozadanym stanem jest dobra separacja tadunkéw, a nastepnie oddziatywanie z elektrolitem. Dziura,
po migracji do powierzchni pdiprzewodnika, moze utleni¢ skladniki elektrolitu (np. wode do
pierwiastkowego tlenu), a wzbudzony elektron moze zredukowa¢ skladniki elektrolitu (np. kationy
wodoru do pierwiastkowego wodoru). Procesy utleniania i redukcji zawsze sa rozdzielone
w przestrzeni na dwie elektrody umieszczone w dwoch przedziatach ogniwa fotoelektrochemicznego.
Schematycznie uktad taki jest przedstawiony na Rys.4. Przylozona dodatkowa réznica potencjatow
migdzy elektrodami ufatwia separacj¢ tadunkow, przez co zwigksza wydajno$¢ procesu
fotoelektrochemicznego.

Polprzewodniki do procesu fotoelektrochemicznego musza charakteryzowaé sie¢
odpowiednig szerokoscig przerwy wzbronionej — wystarczajaco duza, aby dziury i elektrony miaty
odpowiednig energi¢ do utlenienia sktadnikow elektrolitu, a jednocze$nie odpowiednio mata, aby
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moc absorbowaé jak najwigksza czgs¢ promieniowania z zakresu widzialnego, a nie tylko ultrafiolet,
ktérego w $wietle stonecznym na powierzchni morza jest stosunkowo niewiele. Ponadto
wygenerowane nosniki tadunku musza mie¢ wystarczajaco dtugi czas zycia, a sam materiat powinien
by¢ jednocze$nie jak najbardziej odporny na korozje i fotokorozje.

Jedna z waznych grup potprzewodnikow stosowanych w ogniwach fotoelektrochemicznych
sa tlenki metali przejsciowych, zaczynajac od dwutlenku tytanu (Fujishima i Honda, 1972). Sposrod
nich, bardzo obiecujace wlasciwosci wykazuje tlenek wolframu(VI). Dodatkowo, stosunkowo prosta
synteza (Santato i in. 2001) powoduje, ze jest on materialem popularnym w fotoelektrochemii. Tlenek
wolframu(VI) krystalizujacy w uktadzie jednosko$nym ma przerwg wzbroniong o szerokosci ok. 2,5
eV, co pozwala na absorpcj¢ przez ten material promieniowania o dtugosci fali do 500 nm,
z maksimum w zakresie $wiatta fioletowego o dlugosci ok. 400 nm. (Santato i in. 2001). Tlenek
wolframu(VI) jest stabilny w roztworach o pH mniejszym niz 4 (Pourbaix, 1963), w roztworach
obojetnych i alkalicznych ulega tatwo roztworzeniu do wolframianow(VI). Fotoanody z tlenku
wolframu(VI) sprawdzaja si¢ zatem dobrze do rozktadu wody w wodnych roztworach kwasow,
szczegolnie w roztworze kwasu metanosulfonowego (Solarska i in. 2012), gdzie tlen jest jedynym
produktem utleniania i nie powstajg nadtlenki, mogace zatruwaé powierzchnie elektrody.

Jako elektrolit w fotoelektrochemii jest rowniez wykorzystywana woda morska, jest to
bardzo obiecujacy elektrolit w procesach fotoelektrochemicznych jako bardzo tatwo dostepna i tania
alternatywa dla klasycznych elektrolitow (Luo i in. 2011). W elektrolicie tym zachodzg gtéwnie dwie
konkurencyjne reakcje utleniania: czteroelektronowa reakcja utleniania wody do tlenu (E = 1,23 V):

2H,0 >0, +4H" +4e’
oraz dwuelektronowa reakcja utleniania aniondw chlorkowych do chloru (E = 1,36 V).
2CI" > Cl, +2¢

W literaturze naukowej niewiele jest doniesien ilosciowych na temat wydajnosci
wydzielania chloru i tlenu, stad tez zespdt nasz rozszerzyt charakterystyke wytwarzanych elektrod
o te pomiary, ktorych szczegoty opisane sa w dalszej czesci tekstu.

Woda morska, ktora jest gtdéwnie roztworem chlorku sodu, ma odczyn obojetny, wiec ma
zbyt wysokie pH, aby WQ3 byt stabilny w kontakcie z nig. Jednakze powstajacy na fotoanodzie chlor
ulega w wodzie odwracalnej reakcji dysproporcjonowania wedtug rownania:

Cl,+H,0 = HCI + HCIO

Powstaja w jej wyniku mocny kwas chlorowodorowy oraz staby kwas chlorowy(I), pKa=7,5
(Harris i Daniel, 2009). Mozna zatem zapisa¢ rownanie reakcji w formie jonowej:

Cl,+H,0=H"+CI"+HCIO

Przy pominigciu ewentualnych reakcji pobocznych, mozna oszacowac lokalne pH przy
fotoanodzie. Stezenia substancji potaczone sg ze soba statg rownowagi (Connick i Chia 1959):

K= [H"][CI'][HCIO]
B [CL,]

Do obliczen zostato przyjete najmniejsze znalezione w literaturze (Whitney i Vivian, 1941)
stezenie czastkowe chloru réwne 0,067 atm, ktéremu odpowiada stezenie chloru w roztworze réwne
1,12 g na kilogram wody (czyli okoto 0,0158 mol dm®). Wraz ze wzrostem stezenia chlorku sodu
rozpuszczalnos¢ chloru w wodzie maleje (Whitney i Vivian, 1941) i w przypadku roztworu chlorku
sodu o stezeniu 0,5 M powinna by¢ o okoto 30% mniejsza niz w przypadku czystej wody. Zatem
w obliczeniach mozemy przyjaé stezenie chloru réwne 0,011 M. Jako ze kationy wodoru pochodza
w wigkszosci z dysocjacji HCl, mozemy zalozy¢, ze w roztworze wodnym ste¢zenie czasteczek chloru,

=4.10"
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ktére przereagowaly z woda wynosi X, zatem stezenie kationdéw wodoru w roztworze wynosi
X, podobnie jak stezenie kwasu chlorowego(I). Stezenie anionéw chlorkowych wynosi, zatem
0,5 + x (ze wzgledu na obecno$¢ 0,5 M NaCl), a stezenie czasteczkowego chloru wynosi 0,011 —
X. Po podstawieniu do wzoru na statg rownowagi otrzymujemy réwnanie:

= —X'(X+O’5).X =4.10"
0,0112-x

Jedynym pierwiastkiem tego rownania, ktory spetnia zatozenia (x > 0 oraz x < 0,011) jest
x = 0,0026, zatem stezenie kationow wodoru wynosi: [H*] = 0,0026, co odpowiada pH = 2,6,
a stezenie rownowagowe chloru wynosi okoto 0,0083 M. W pracach elektrody stezenie chloru jest
zapewne wyzsze, tak samo jak cisnienie czastkowe chloru, wigc warto$¢ pH moze by¢ jeszcze nizsza.
Wida¢ zatem wyraznie, ze lokalne niskie pH pozwala na zachowanie trwato$ci WO3z mimo wyzszego
pH w calej objetosci elektrolitu. Istotnie, podczas dluzszej pracy ogniwa w takim elektrolicie
nastepuje stabilizacja fotopradu pltynacego w ogniwie. Przy krotkich pomiarach jednak stosowany byt
roztwor NaCl zakwaszony do pH = 2 (symulujacy warunki po pewnym czasie elektrolizy), aby
zapewni¢ stabilng pracg fotoanody od samego poczatku.

2. Material i metody

Przygotowanie elektrod. Koloid WO3 zostal otrzymany zmodyfikowang metoda zol-zel
opisang w literaturze (Santato i in. 2001), uzywajac wolframianu(VI) sodu jako prekursora. Do
zregenerowanej za pomocg 1M H>SO4 kolumny wypelnionej zywica kationowymienna (Dowex 50
WX2-200) wprowadzono 0,5 M roztwor wolframianu(VI) sodu. Gdy eluat nabrat odczynu kwasnego
(wzgledem papierka wskaznikowego), zaczgto zbiera¢ wyciek do kolby kulistej zawierajacej 20 ml
etanolu i1 element mieszajacy, mieszajac powoli. Etanol spetnia funkcje stabilizatora metastabilnego
kwasu wolframowego(VI). Kolumng eluowano woda az do momentu, kiedy caly kwas
wolframowy(VI) zostat wyeluowany — odczyn eluatu stat si¢ bliski obojetnego. Uzyskang w kolbie
mieszaning (z6tty klarowny roztwoér) zatezono na wyparce obrotowej do objetosci okoto 20 ml. Do
powstatego roztworu dodano 5 ml glikolu polietylenowego (PEG-300). Glikol polietylenowy (PEG
300) jest medium pozwalajacym odpowiednio ukierunkowaé czgsteczki kwasu wolframowego(VI)
W procesie powstawania nanoczastek, co owocuje zapewnieniem odpowiedniej porowatosci
i rozmiaru nanoczastek tlenku wolframu(VI). Kolbe okryto szczelnie folig aluminiowa (aby uchroni¢
reagenty przed degradacja pod wpltywem $wiatlta) i pozostawiono na calg noc, mieszajac. Nastepnego
dnia na wyczyszczone kawalki szkla przewodzacego, FTO (fluorine-doped tin oxide) natozono
kilkadziesiat mikrolitrow koloidu WOs3 i rozprowadzono w rownomierng warstwe (metoda doctor
blade). Tak otrzymang warstwe poddano obrobce termicznej wewnatrz pieca rurowego,
w temperaturze 550°C przez ok. 25 minut, w przeptywie tlenu. Atmosfera utleniajgca pozwala
zredukowa¢ zbedne defekty (wakancje tlenowe), ktore moglyby putapkowaé elektrony.
W temperaturze 550°C glikol polietylenowy ulega catkowitemu spaleniu, pozostaje warstwa
mezoporowatego WO3 o grubosci okoto 0,5 um i wysokim stopniu krystalizacji (uktad jednoskosny).
Na wypalong warstwg¢ WO3 naktadano kolejne warstwy wedlug tej samej procedury, otrzymano
elektrody 1, 3, i 6-warstwowe. Otrzymane nanoczastki tlenku wolfranu(VI) maja $rednie rozmiary
rzedu 30 nm.

Krzywe wzorocwe i wyznaczanie wspélczynnikow absorpcji. Pierwiastkowy chlor,
podobnie jak aniony chloranowe(l) nie ma zbyt silnych pasm absorpcji w zakresie S$wiatta
widzialnego i bliskiego ultrafioletu, jedynie mato intensywne pasmo w okolicy fal o dtugo$ci 325 nm.
Aby metody spektrofotomoetryczne mialy odpowiednia czulo$¢, musi byé uzyty dodatkowy
indykator. W toku naszych badan przeprowadziliémy badania z wykorzystaniem N,N-dietylo-p-
fenylenodiaminy (DPD) oraz oranzu metylowego.

DPD jest zwiagzkiem bezbarwnym. W reakcji z chlorem ulega natomiast utlenieniu do
rodnikéw o barwie malinowej (Rys.la) lub do bezbarwnej iminy (Rys.1b). W przypadku matych
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stezen chloru (rzgdu kilku-kilkudzieisgciu ppm) zwigzek barwny jest praktycznie jedynym produktem
reakcji. DPD reaguje zaré6wno z kwasem chlorowym(I), jak tez anionami chloranowymi(I). W widmie
UV-Vis barwnego produktu sg dwa intensywne pasma absorpcji w zakresie $wiatla widzialnego,
majace maksima przy dtugosciach fali: 510 i 552 nm (Rys.2a). Pasmo 552 nm jest nieco bardziej
intensywne i z tego powodu to wlasnie dla niego zostat wyznaczony wspotczynnik absorpcji.

NH, ®, ®,
cl,
—_—

NH3
N N® N|®
(a) (b)
Rys. 1. Produkty reakcji utleniania DPD chlorem

Do analiz uzywany byl siarczan N,N-Dietylo-p-fenylenodiaminy w postaci roztworu
wodnego o stgzeniu 0,01 M. Jest to stezenie wielokrotnie przewyzszajace ewentualne st¢zenia chloru
w badanych roztworach, w celu uniknigcia ewentualnych reakcji nastepczych ze zwiazkiem
barwnym. Odpowiednie pH mieszaniny zapewniala obecno$¢ buforu fosforanowego
(H3PO4/NaH2P0O4) o pH okoto 2. Bufor ten zapewnit jednakowe warunki podczas pomiaré6w wzorca
(roztwor lekko alkaliczny) oraz pomiarow roztworu po elektrolizie (roztwor kwasny), a utrzymywane
niskie pH zapobiegato niekontrolowanemu utlenianiu indykatora (w Srodowisku alkalicznym, kiedy
czgs¢ DPD wystepuje w postaci wolnej aminy, nastgpujg niepozadane reakcje z tlenem
atmosferycznym owocujace ciemnieniem roztworu).

Do tak przygotowanego roztworu wprowadzono roztwor wzorcowy chloru (Hach reagent)
o catkowitym stgzeniu chloru réwnym, 27 £+ 0.357 mg/L. Roztwor wzorca dodawano porcjami po 0,1
ml do 100 ml buforowanego roztworu DPD. Natychmiast po dodaniu wzorca i wymieszaniu
roztworu, byta mierzona trzykrotnie absorbancja roztworu dla dlugosci fali 552 nm (w kuwetach
kwarcowych o dlugosci drogi optycznej I = 1 cm). Nastepnie dla kazdego stezenia zostata obliczona
$rednia warto$¢ absorbancji, a nastgpnie wspotczynnik absorpcji z prawa Lamberta-Beera:

A=ecl
Gdzie: A to wartos¢ absorbancji, € to wspotczynnik absorpcji, ¢ to stezenie chloru, 1to dlugos¢
drogi optycznej

Wyniki pomiaréw i warto$ci obliczonych wspotczynnikéw absorpcji zawiera Tab.1. Sredni
wspotczynnik absorpcji dla dlogosci fali 552 nm wynosi € = 23000 + 2000 dm?® mol* cm™. Wartos¢
absorbancji dobrze koreluzje ze st¢zeniem chloru w roztworze, wspotczynnik korelacji prostej do
wykresu zaleznos$ci absorbancji na dtugosci fali 552 nm od st¢zenia wzorca w badanym roztworze
wynosi R2 = 0,999 (Rys.2).

Oranz metylowy (Rys.3a) jest zwiazkiem zawierajacym z czasteczce ugrupowanie azowe,
czyli dwa atomy azotu polaczone wiazaniem podwojnym. Jest ono ponadto sprz¢zone z dwoma
pierScieniami aromatyczymi, tworzac do$¢ duzy uklad sprzezony, co owocuje intensywnie
pomaranczowa (badz czerwong w $rodowisku kwasnym) barwg. W zakresie §wiatta widzialnego
substancja ta ma bardzo intensywne I szerokie pasmo absorpcji, z maksimum dla dtugosci fali ok.
460 nm. W $rodowisku kwasnym (Rys.3) pasmo absorpcji formy sprotonowanej przesuwa si¢
w strong fal dtuzszych (maksimum przy okoto 510 nm), a jego intensywnos$¢ jeszcze bardziej rosnie.
Zwiazkiem o bardzo podobnej budowie do oranzu metylowego jest czerwien metylowa (Rys.3b).
Moze by¢ ona z powodzeniem stosowana jako zamiennik oranzu metylowego do okreslania st¢zgnia
chloru.
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Tab. 1. Wyniki pomiarow absorbancji roztworéw indykatora dla réznych stezen wzorca chloru
i obliczone wspolczynniki absorpcji indykatora dla dtugosci fali 552 nm.

Absorbancja na 552 nm Wspotczynnik
szorca Cci2 Vcalkowita ..
[mi] | [uM] [mi] SRS [P ] ] absorpcji
omiar omiar omiar 3 | Srednia [dm? mol cm]
0,0 0,000 100,0 0,0035 0,0033 0,0031 0,0033 -
0,1 0,380 100,1 0,0123 0,0130 0,0123 0,0125 24305
0,2 0,759 100,2 0,0218 0,0218 0,0218 0,0218 24373
0,3 1,137 100,3 0,0308 0,0325 0,0311 0,0315 24763
0,4 1,515 100,4 0,0400 0,0405 0,0400 0,0402 24333
0,5 1,892 100,5 0,0486 0,0487 0,0483 0,0485 23908
0,6 2,268 100,6 0,0568 0,0572 0,0563 0,0568 23574
0,7 2,643 100,7 0,0656 0,0656 0,0663 0,0658 23656
0,8 3,018 100,8 0,0744 0,0744 0,0739 0,0742 23503
0,9 3,392 100,9 0,0827 0,0847 0,0821 0,0832 23546
1,0 3,765 101,0 0,0911 0,0910 0,0905 0,0909 23257
1,1 4,138 101,1 0,0986 0,0974 0,0977 0,0979 22864
1,2 4,509 101,2 0,1063 0,1061 0,1061 0,1062 22812
1,3 | 4,880 101,3 0,1144 0,1151 0,1135 0,1143 22752
14 5,250 101,4 0,1212 0,1210 0,1206 0,1209 22404
15 5,620 101,5 0,1280 0,1284 0,1290 0,1285 22272
0.05 0,14
a
0,12
0.04
g 0,1
© 0.03 E 0,08
§ g
£ 0.02 g o
(@] w©
é § 0,04
0.01- 2 002
0.00 . ; ; ; 0
350 400 450 500 550 600 0 1 2 3 4 5 6

Dtugos¢ fali [nm]

Stezenie wzorca chloru [uM]

Rys. 2. Widmo UV-Vis barwnego produktu reakcji DPD z chlorem (a) i zalezno$¢ absorbancji jego
roztworow od stgzenia wzorca chloru.

Wszystkie zwigzki azowe reaguja z chlorem, w wyniku czego zrywane jest polaczenie
azowe, uktad jest rozprzegany, a produkty sa bezbarwne. Mierzac spadek absorbancji roztworu
jeste$my w stanie okresli¢, jaka liczba moli zwigzku azowego (a wigc rownoczesnie jaka liczba moli
chloru) ulegla reakcji, przez co mozemy okresli¢ ilo§¢ chloru w badanym roztworze. W celu
wyznaczenia wspotczynnika absorpcji oranzu metylowego przygotowano kilka odwazek soli sodowe;j
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oranzu metylowego (2,9 mg, 5,9 mg, 10,4 mg), ktére zostaly nastepnie roztarte z chlorkiem soli
w celu ulatwienia rozpuszczania barwnika w wodzie. Z odwazek tych przygotowano roztwory
wzorcowe. Nastepnie zmierzono absorbancje¢ tych roztwordéw i kilku ich rozcienczen na dlugosci fali
460 nm. Otrzymana $rednia warto$¢ wspotczynnika absorpcji (obliczona z prawa Lamberta-Beera)
dla oranzu metylowego w pH = 7 wyniosta: € = 26500 + 500 dm® mol-*cm™. Nastepnie przygotowano
Z roztworow wzorcowych roztwory oranzu metylowego zakwaszone kwasem solnym do pH =2 (taka
sama warto§¢ pH jak w uzywanym elektrolicie w ogniwie fotoelektrochemicznym). Nastgpnie
zmierzono absorbancj¢ tych roztwordow i kilku ich rozcienczen na dtugosci fali 510 nm. Otrzymana
$rednia warto§¢ wspotczynnika absorpcji dla oranzu metylowego w pH = 2 wyniosta: € = 46000 +
1000 dm® mol* cmL. Po zmierzeniu absorbancji dla kilku réznych rozcienczen wybranych roztworéw
stwierdzono bardzo dobra korelacje liniowag migdzy stezeniem oranzu metylowego a absorbancja
roztworu.

0.3+

0.0 -

z/ —
7
Absorbancja

| (b) 300 350 400 450 500 550 600
Dtugos¢ fali [nm]

Rys. 3. Struktura oranzu metylowego (a) oraz czerwieni metylowej (b) oraz widmo UV -Vis oranzu
metylowego w roztworze o pH = 2.

©)

Rys. 4. Schemat celi fotoelektrochemicznej.

Pomiary probek elektrolitu po elektrolizie. Proces fotoelektrolizy wody morskiej
przeprowadzono w szczelnie zamknigtej celi dwukomorowej wykonanej z kwarcu (Rys.4). Przedziat
anodowy oraz katodowy byly przedzielone membrang z Nafionu. Kazdy z przedzialdéw miat
pojemnos¢ 450 ml. Fotoanoda byta o$wietlana za pomoca symulatora stonecznego Oriel 150
W z filtrem stonecznym, $wiatlem o mocy 100-110 mW cm™. Jako elektrode odniesienia
wykorzystywano elektrode chlorosrebrowa (Ag/AgCl, E = +0,2 V vs SHE), jako elektrode
pomocniczg wykorzystano drut platynowy. Elektrolitem byl roztwor NaCl o stezeniu 0,5 M (stgzenie
bliskie $redniemu zasoleniu wody morskiej) zakwaszony do pH = 2 za pomoca kwasu solnego.
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W trakcie fotoelektroliz do uktadu bylo przylozone state napiecie réwne 0,6 V lub 0,75 V (vs.
Ag/Ag/Cl), proces byt prowadzony przez 15 minut, elektrolit byt mieszany w trakcie catego procesu.
Po zakonczeniu elektrolizy roztwor byt mieszany przez kolejne 5-10 minut w celu dyfuzji chloru
z porow elektrody do elektrolitu. Nastgpnie pobierano 5 ml roztowru z celi i wprowadzano do 100 ml
roztworu DPD (lub oranzu metylowego) i mierzono natychmiast jego absorbancje. W przypadku
oranzu metylowego mierzono absorbancje kazdego roztworu przed i po wprowadzeniu chloru, aby
okresli¢ jej roznicg. Na podstawie pomiaréw absorbancji obliczono st¢zenie chloru w badanych
probkach, a znajac doktadng objetos¢ przedziatu anodowego, obliczono liczb¢ moli powstatego
chloru. Maksymalng teoretyczng ilo$¢ chloru, ktory mogt powsta¢ w wyniku elektrolizy obliczono
z pierwszego prawa elektrolizy Faradaya na podstawie wartosci tadunku elektrycznego, jaki
przeptynat przez uktad.

n=2
Fz

Gdzie: n to liczba moli chloru, Q to tadunek, ktory przeptynat w uktadzie, F to stala Faradaya, z to
liczba elektrondéw wymienianyh w reakcji redoks (w tym przypadku z = 2)

Ze stosunku powyzszych wartosci obliczono wydajno$¢ procentowa wydzielania chloru na
fotoanodach WO3 oraz anodach z innych materiatow.

3. Wyniki

Ponizsza tabela zawiera obliczone wartosci wydajnosci wydzielania chloru dla roznych
materiatéw anod i fotoanod (Pt bez o§wietlenia).

Tab. 2. Wydajnosci wydzielania chloru na anodach z roznych materiatow.

Przylozone L Wydajnos¢ o
Materiat anody napiecie Wydajnosé (metoda Sr.edma
[V vs Ag/AgCl] (metoda DPD) Z oranzem wydajnos¢ [%]
o metylowym)
WO 0,60 73% i
WO 0,60 72% 68%
WOs 0,60 72% 66% 70+ 10
WOs 0,60 74% 80%
WO, 0,60 78% 83%
Vo e = - 70 10
+
WO; 0,75 79% ]
FTO 1,50 20% - 20
FTO 1,75 47% - 47
Pt 1,50 64% i Y
Ti0: 0,60 40% ] 40
Ti0: 1,00 49% ] 49

4. Dyskusja i wnioski

Obie metody analityczne (z wykorzystaniem DPD i oranzu metylowego jako indykatorow)
daty zblizone i powtarzalne wyniki. Ze wzgledu na duza czuto$¢ sg to zdecydowanie lepsze, szybsze
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i wygodniejsze metody do wykrywania matych iloSci chloru niz np. metoda wykorzystujgca
miareczkowanie jodu powstatego w wyniku reakcji chloru z jodkiem potasu.

Wyraznie wida¢, ze gldwnym produktem utleniania na fotoanodach z tlenku wolframu(VI)
jest chlor, pozostate 30% stanowi tlen, mimo iz przylozone do elektrod potencjaly sa nizsze niz
termodynamiczny potencjat utleniania anionéw chlorkowych, co sugeruje katalityczne wlasciwosci
WO;. Wydajno$¢ wydzielania chloru na tlenku wolframu(VI) jest zdecydowanie wigksza niz na
innych badanych materiatach, nawet przy przylozonym wyzszym napigciu. Powstajacy chlor, obok
wodoru (surowca energetycznego) jest rowniez cennym produktem reakcji, pierwiastkowy chlor jest
bowiem substancja wazng w wielu galteziach przemystu, od uzdatniania i dezynfekcji wody do
syntezy wielu zwigzkow organicznych.

Opisane w tej pracy wyniki zostaly opublikowane w literaturze wraz z obszerniejsza
charaktystyka fotoelektrochemiczng WO3 (Jadwiszczak i in, 2019).
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Streszczenie

Reakcje fotowrazliwosci na substancje lecznicze mozna podzieli¢ na fotoalergiczne
i fototoksyczne. Roznig si¢ one od siebie patogeneza, a takze objawami klinicznymi
i histologicznymi. Do lekéw o znacznych wlasciwosciach fototoksycznych zaliczamy m.in.
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) i fluorochinolony. Mechanizmy ich fototoksycznosci
obejmuja tworzenie reaktywnych form tlenu, zard6wno wolnych rodnikéw (rodniki hydroksylowe,
anionorodniki ponadtlenkowe, rodniki wodoronadtlenkowe), jak i niebedacych wolnymi rodnikami
(tlen singletowy). Reaktywne formy tlenu powoduja uszkodzenia biatek, lipidow i informacji
genetycznej zawartej w DNA.

1. Wstep

Fotowrazliwo$¢ jest niepozadana reakcja pacjenta na lek podawany miejscowo lub
ogolnoustrojowo na skutek dzialania promieniowania stonecznego. Istotne dla tego zjawiska
promieniowanie obejmuje zakres UVB (280 - 315 nm), UVA (315 - 380 nm), oraz $wiatto widzialne
(380 — 750 nm). Reakcje fotowrazliwosci mozemy podzieli¢ na fototoksyczne i fotoalergiczne,
roéznigce si¢ od siebie patogeneza, a takze objawami klinicznymi i histologicznymi. Dzialanie
fotoalergizujace to nadwrazliwo$¢ na promieniowanie UV spowodowana zmianami na poziomie
chemicznym czasteczki leku. Prowadzi ona do wytworzenia przeciwcial skierowanych przeciwko
produktowi tej przemiany i objawia si¢ takze w nienaswietlanych partiach ciata. Fototoksyczno$¢ to
reakcja polegajaca na absorpcji promieniowania UV przez czgsteczke leku, a nastepnie uwolnieniu
zmagazynowane] w ten sposOb energii w sposOb prowadzacy do niekorzystnych zmian
w naswietlanych komoérkach. Wérdd lekéw o znacznych whasciwosciach fototoksycznych wyr6znié
mozemy m.in.: niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) oraz fluorochinolony (Zuba et al. 2016).

2. Opis zagadnienia

Zdolnos¢ lekéw do wywotywania fototoksycznosci zalezy od czynnikoéw fizycznych,
chemicznych, farmakokinetycznych i farmakodynamicznych. Najwazniejszym czynnikiem jest
zdolnos$¢ substancji leczniczej do absorpcji promieniowania w zakresie dlugosci fal 280-750 nm.
Ryzyko wzrasta dla lekow charakteryzujacych si¢ wysoka warto$cia molowego wspotczynnika
absorpcji (MEC), ktory mozna zdefiniowaé jako zdolno$¢ do absorpcji promieniowania 0 danej
dtugosci fali. Kolejng wazna cechg predysponujaca do wywotywania fototoksycznosci jest obecnose
atomow fluorowca w pierScieniu aromatycznym. Zerwanie wigzania migdzy halogenem
i pierScieniem aromatycznym pod wptywem promieniowania UV prowadzi do powstawania wolnych
rodnikow, ktore przyczyniaja si¢ do bezposredniego uszkodzenia komorek (Verdel et al. 2009).

Kiedy czgsteczka substancji leczniczej absorbuje promieniowanie $wietlne, elektrony moga
by¢ przenoszone z zajetych orbitali na niezajete, a w zaleznosci od typu wigzania i zwigzanego z tym
poziomu energii. Aby wréci¢ do stanu podstawowego, zaabsorbowana energia moze by¢ rozproszona
w procesie bezpromienistym (przez wewnetrzng konwersje, relaksacje wibracyjng lub przejscie
miedzysystemowe), badz tez w procesie promienistym: luorescencje (singlet), fosforescencje
(tryplet). Moze réwniez nastapi¢ reakcja chemiczna, ktorej fotoprodukty lub potprodukty wykazuja
potencjalng reaktywnos$¢ z makromolekutami komorki.
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Tlen czasteczkowy (rodnik trypletowy) w swoim stanie podstawowym jest dominujagcym
akceptorem whbudzonej energii. Na skutek przekazania energii ze stanu wzbudzonego (reakcja
fotochemiczna typu II) moze powsta¢ wzbudzony tlen singletowy, ktéry uczestniczy w oksydacji
lipidow btony komorkowej i biatek, badz tez indukuje uszkodzenia DNA. Transfer elektronu lub
protonu moze prowadzi¢ do powstawania wolnych rodnikéw (reakcja fotochemiczna typu I), ktore
bezposrednio lub w obecnosci tlenu reaguja z innymi czasteczkami, tworzac kolejne wolne rodniki,
tj. anionorodnik ponadtlenkowy (O2e-) lub bardzo reaktywny rodnik hydroksylowy (OH¢), znany
produkt posredni w oksydacyjnym uszkodzeniu DNA. Te posrednie lub bezposrednie reakcje moga
prowadzi¢ do fototoksyczno$ci poprzez oksydacje komoérkowych lipidow 1 Dbialek,
fotogenotoksycznosci przez uszkodzenia DNA i fotoalergii przez tworzenie fotoantygenow (Satomi
et al. 2016).

3. Przeglad literatury

OH

Rys. 1. Wz6r strukturalny ketoprofenu.

Jednym z najlepiej poznanych lekéw o wiasciwosciach fotoalergizujacych jest ketoprofen
(kwas 2-(3-benzoilofenylo) propanowy, Rys. 1) nalezacy do grupy niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych (NLPZ). Dziala on przeciwzapalnie, przeciwbdlowo i przeciwgoraczkowo.
Mechanizm dziatania polega na hamowaniu enzymow cyklooksygenazy 1 (COX-1)
i cyklooksygenazy 2 (COX-2), czego efektem jest zahamowanie produkcji prostaglandyn. Do
glownych dziatan niepozadanych ketoprofenu po podaniu doustnym zalicza si¢ gastrotoksycznos¢
i nefrotoksycznos¢. Miejscowe podanie leku na skor¢ w postaci zeli i aerozoli pozwala
zminimalizowa¢ jego dziatanie toksyczne, co jest wykorzystywane gtownie w objawowym leczeniu
zmian zapalnych i zwyrodnieniowych migsni i stawow.

Udowodniono, ze pod wplywem promieniowania UV ketoprofen ulega fotodegradacji
z wytworzeniem reaktywnych form tlenu (ROS), miedzy innymi poprzez reakcje dekarboksylacji.
W wyniku reakcji fotochemicznej typu II powstaje tlen singletowy wywotujacy peroksydacje lipidow
i fotodegradacje deoksyguanozyny. Do innych efektow zwigzanych z fotogenotoksycznos$cig mozna
zaliczy¢ wplyw tlenu singletowego na cykl komérkowy poprzez zatrzymanie fazy G2. Nastepuje
zaburzenie syntezy biatek wrzeciona podzialowego, gtownie tubuliny, a takze sktadnikéw blony
komorkowej potrzebnych do jej wytworzenia po zakonczonym podziale. Produkty fotorozktadu
ketoprofenu przyczyniaja si¢ rowniez do uszkodzenia mitochondriéw i lizosoméw w keratynocytach
(Ray et al. 2013).

Innym lekiem nalezacym do grupy NLPZ, ktorego dziatanie fototoksyczne zostalo dobrze
poznane jest diklofenak (kwas 2-(2,6-dichlorofenylo) aminofenylooctowy, Rys 3). Podobnie jak
ketoprofen, jest wykorzystywany w leczeniu bolu i schorzen reumatycznych. Moze by¢ podawany
zardwno miejscowo w postaci zeli i plastrow naklejanych na skore, jak i doustnie oraz w postaci
iniekcji. Do jego gtdéwnych dziatan niepozadanych nalezy gastrotoksycznos$¢ oraz uszkodzenie serca
i nerek. U ludzi diklofenak ulega biotransformacji przy udziale transferazy glukuronowej oraz
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pojedynczej lub wielokrotnej hydroksylacji i metoksylacji do kilku pochodnych fenolowych. Dwa
sposrod metabolitow fenolowych wykazuja aktywno$¢ farmakologiczna, chociaz w znacznie
mniejszym zakresie niz diklofenak. Sg to 4’hydroksy- i 5-hydroksy-diklofenak (4’0OH-DCF i 50H-
DCF).

H*
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Rys. 2. Schemat fotodegradacji ketoprofenu (na podstawie Wang et al. 2017); (ROS-reaktywne formy

tlenu).
i Cl £

Rys. 3. Wz6r strukturalny diklofenaku.

Autojonizacja
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Wykazano, ze metabolity te moga by¢ bardziej fotoreaktywne i dziataé bardziej
fototoksycznie od samego diklofenaku. Hydroksylacja pier§cieni aromatycznych w pozycjach 4’ i 5
skutkuje powstaniem nowych grup chromoforowych, w wyniku czego zwigksza si¢ zdolnos¢ do
absorbowania promieniowania $§wietlnego i reaktywno$¢ fotochemiczna. Nastgpuje rozerwanie
wigzan miedzy weglem i chlorem z wytworzeniem reaktywnego rodnika arylowego i anionu
chlorkowego. Metabolity diklofenaku, gtéwnie SOH-DCF, wytwarzajg wigcej aktywnej pochodnej
chlorokarbazolu oraz odznaczajg si¢ wyzszg fotogenotoksycznoscig od diklofenaku. Powstajacy
chlorokarbazol moze powodowaé migdzy innymi peroksydacje lipidow i hemolize erytroytow
(Garcia-Lainez et al. 2018).

Naproksen (kwas 2-(6-metoksynaftalen-2-ylo)propanowy)) (Rys.4) oprocz dziatania
fotouczulajacego powoduje takze nasielnie hemolizy erytrocytow oraz pgkanie nici DNA. W wyniku
fotodegradacji powstaje tlen singletowy oraz rodniki ponadtlenkowe indukujace peroksydacje
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lipidow (Klefah et al. 2008). W porownaniu do ketoprofenu, naproksen nie wptywa znaczaco na
powstawanie cyklobutanowych dimerdéw pirymidyny w testach fotogenotoksycznosci. Jednakze
zaobserwowano zwickszone powstawanie tych dimeréw w wyniku dluzszgo dzialania
promieniowania UVA, co moze by¢ powodowane zwigckszong fotoreaktywnos$cia powstajacych
metabolitow naproksenu (Bracchitta et al. 2013).

Inna grupg lekéw o potwierdzonym dziataniu fotouczulajacym sa fluorochinolony. Naleza
do chemioterapeutykéw o szerokim spektrum dziatania przeciwbakteryjnego. Wykazuja aktywnosé
zaré6wno na bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne. Mechanizm dziatania polega na hamowaniu
gyrazy DNA (topoizomareazy II) i topoizomareazy IV, enzymoéw bioracych udziat w procesie
replikacji, transkrypcji i rekombinacji bakteryjnego DNA. Najpowszechniej stosowanymi lekami
z tej grupy sa: cyprofloksacyna, lewofloksacyna, moksyfloksacyna (Rys. 6), norfloksacyna (Rys. 7),
ofloksacyna. Jednym z gléwnych dziatan niepozadanych fluorochinolonéw jest wysypka, rumien,
a takze zespot Stevensa-Johnsona oraz toksyczna nekroliza naskorka (Kuula et al. 2019).

[
O
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Rys. 4. Wz6r strukturalny naproksenu.
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Rys. 5. Reakcja fotodegradacji naproksenu (na podstawie Khetan et al. 2007).
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Rys. 6. Wz6r strukturalny moksyfloksacyny.

O O
| OH

Rys. 7. Wz6r strukturalny norfloksacyny.

F

Pod wptywem §wiatla fluorochinolony ulegaja szeregowi reakcji fotochemicznych, takich
jak dehalogenacja, utlenianie grupy aminowej w pozycji C-7, dekarboksylacja. Powstaja rowniez
rodniki hydroksylowe, anionorodniki ponadtlenkowe, rodniki wodoronadtlenkowe i tlen singletowy.
Reaktywne formy tlenu powoduja uszkodzenia biatek, lipidow i informacji genetycznej zawartej
w DNA (Beberok et al. 2015).
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Rys. 8. Schemat fotodegradacji norfloksacyny (na podstawie Ahmad et al. 2015).
Moksyfloksacyna, jedna z najnowszych pochodnych, posiada grupe metoksylowa w pozycji

C-8, co znacznie poprawia jej fotostabilno$¢ i zmniejsza fototoksyczny potencjat leku. Jednak
w literaturze istnieja doniesienia o toksycznym wplywie moksyfloksacyny na ludzkie melanocyty.
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Lek ten hamuje proces melanogenzy oraz moze tworzy¢ kompleksy z melaning, co prowadzi do ich
gromadzenia si¢ w komdrkach zawierajacych duzo melaniny (Beberok et al. 2015).

4. Podsumowanie

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) oraz fluorochinolony nalezg do lekow o najlepiej
poznanym mechanizmie fototoksycznym. Wykazano, ze na fotoreaktywnos$¢ leku wptywa gtownie
jego zdolno$¢ do absorpcji promieniowania w zakresie UVB, UVA i $wiatla widzialnego oraz
obecnos¢ atoméw fluorowca w czasteczce. Wlasciwosci fototoksyczne lek moze wykazywac
bezposrednio lub przez swoje fotoreaktywne metabolity. Mechanizm obejmuje tworzenie wolnych
form tlenu bedacych rodnikami (rodniki hydroksylowe, anionorodniki ponadtlenkowe, rodniki
wodoronadtlenkowe) i nieb¢dacych rodnikami (tlen singletowy). Reaktywne formy tlenu powoduja
uszkodzenia bialek, lipidow i informacji genetycznej zawartej w DNA. Znajomo$¢ molekularnych
mechanizmow fototoksycznosci umozliwia projektowanie nowych pochodnych wykazujacych
wigkszg fotostabilnos¢, a co za tym idzie - wigksze bezpieczenstwo stosowania.
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Streszczenie

Substancje stosowane jako implanty, obok odpowiednich cech chemicznych (zwilzalnos¢,
sktad, energia powierzchniowa), powinny wykazywaé takze odpowiednie wiasciwosci fizyczne,
ktéore okreslane sa za pomoca takich parametrow powierzchniowych, jak: topografia czy
chropowato$¢. Nie tylko odpowiednie oddzialywania/wigzania implant-komérka warunkuja
uzyteczno$¢ materiatow w wymienionej dziedzinie zycia. Charakter tych oddziatywan jest wazny, ale
samodzielnie niewystarczajacy. Dopiero towarzyszace im odpowiednie wiasciwosci warstwy
wierzchniej implantu, stwarzajg obiecujagce warunki dla przyczepu i rozwoju tkanek. Niemozliwym
jest jednak stworzenie implantu uniwersalnego, bowiem organy ro6znia si¢ migdzy soba, miedzy
innymi wielkoscia, elastyczno$cig, wytrzymatoscig czy tez teksturg. Dlatego podczas wytwarzania
materiatdw majacych potencjalne zastosowanie jako zamienniki konkretnego organu czy tkanki,
wazne jest aby posiadaly one cechy jak najbardziej zblizone do uzycia docelowego. Ponizszy przeglad
literaturowy miat na celu przedstawienie wplywu chropowatosci powierzchni na procesy zwigzane
z namnazaniem tkanek réznego rodzaju. Rozbieznosci uzyskiwanych wynikoéw w zaleznosci od typu
substancji uzytych do wytworzenia ostatecznego ,,produktu”, sugeruja koniecznos¢ wykonywania
badan iv vivo oraz in vitro, gdyz niewielkie roznice w proporcjach komponentéw czy metodzie
wytwarzania, mogg finalnie drastycznie zmieni¢ ich wtasciwosci. Poszukiwanie i produkcja nowych
implantow jest ,,procesem” interdyscyplinarnym, wymagajacym duzej wiedzy z zakresu biologii,
chemii, fizyki i technologii.

1. Wstep

Stowo implant pochodzi z jezyka tacinskiego (im plantare), ktére w dostownym ttumaczeniu
brzmi ,,wsadzi¢”. Definiowany jest jako wszczep, czyli cialo obce wszczepiane do organizmu,
ktérego gltdéwnym celem jest odtworzenie naturalnej funkcji narzadu i/lub poprawa estetyki
uszkodzonego organu. Bardzo szeroko stosowane sa miedzy innymi implanty kosci, czy tez
silikonowe implanty piersi. Natomiast w ortopedii bardzo czeste sg operacje wszczepienia
endoprotezy stawu biodrowego czy kolanowego.

Endoprotezy stanowig elementy zastepujace lub wspomagajace utracong funkcje narzadu lub
narzadow. Sa one wytwarzane gldwnie z biomateriatow, ktorych gtowna cechg jest kompatybilnosé
Z organizmami Zywymi co oznacza, ze muszg pasowac do wlasciwosci mechanicznych zastgpowanej
tkanki i nie moga dziata¢ cytotoksycznie, mutagennie ani immunogennie (Parizek i in. 2013).
Jednakze, stanowia one tylko niewielki ulamek z wielu cech, jakimi musza charakteryzowac si¢
materialy majace potencjalny kontakt z tkankami.

Substancje wykorzystywane jako implanty powinny posiadaé¢ takie wiasciwosci, jak:
biodegradowalno$é, brak cytotoksycznosci oraz wywotywania odczynow zapalnych i alergicznych.
Dopiero wowczas mozna je zaliczy¢ do grupy biomateriatow biokompatybilnych. Materiaty
biodegradowalne zostaty zaprojektowane tak, aby ostatecznie mogly by¢ zastapione tkanka
autologiczng. W idealnym przypadku, po resorbowaniu materialu, nie powinien istnie¢ zaden $lad
implantu. Zatem gama substratow stosowanych jako implanty jest ograniczona do uktadow, ktore
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moga by¢ tatwo metabolizowane przez organizm. Szybko$ci rozpuszczania si¢ mozna dostosowaé do
potrzeb konkretnej komorki lub tkanki. Komorki, ktore szybko si¢ namnazaja — wymagaja rusztowan
o wyzszych wskaznikach degradacji, natomiast struktury tkanek potrzebuja stabilnosci i sity, a wigc
materiatu z dluzszym czasem degradacji (Chang i Wang 2011).

Ponadto polimery biodegradowalne moga zapewniaé dodatkowy poziom kontroli
odpowiedzi komorek. Dzieje si¢ dlatego, ze podczas degradacji powierzchnia polimeru jest stale
odnawiana, zapewniajac dynamiczne podloze do przytaczania si¢ i wzrostu komorek. W tej sytuacji
komorki nie zyja w statycznym otoczeniu, lecz istnieja w sprzyjajacym, dynamicznie rozwijajacym
si¢ $rodowisku. Podczas adhezji i migracji komorki dostosowuja si¢ 1 komunikujg z otoczeniem
wieloma metodami, od réznicowania, ekspresji gendw, po wzrost i apoptoze.

Oprocz wyzej wymienionych atutdw, wazne sg takze parametry fizykochemiczne
powierzchni. Bowiem maja one istotny wpltyw na zachowanie si¢ komoérek w roznych stadiach
rozwojowych, oraz podczas proceséw zachodzacych podczas jej naprawy i/lub namnazania. Bardzo
istotne sa czynniki zwigzane przede wszystkim z powierzchnia wszczepu, poniewaz to ona ma
bezposredni kontakt z uktadem biologicznym. Procesy jakie majg miejsce W warstwie wierzchniej
biomateriatu sg $cisle uzaleznione od jej wlasciwos$ci charakteryzowanych miedzy innymi przez:
sktad powierzchniowy, charakter hydrofilowo-hydrofobowy, zwilzalno$¢, energic powierzchniowa,
czy topografie.

Kluczowym elementem jest powierzchnia implantu, ktéra decyduje o jego ostatecznej
zdolnos$ci do integracji z otaczajaca tkanka. Jednakze ztozony wplyw energii powierzchniowej,
sktadu, tadunku powierzchniowego, chropowatosci i topografii odgrywa wazng rol¢ podczas
poczatkowych faz odpowiedzi biologicznej na implant, takich jak adsorpcja biatka i przyleganie
komorkowe, a takze podczas faz pdzniejszych i bardziej przewlektych stanow. Juz sktad samego
materialu moze generowa¢ nam roznorodng przyczepno$¢ komorkowa. Przyktadowo inkubacja
mikroorganizméw Staphylococcus epidermidis (Gabriel i in. 1994), (powszechnie zwigzanych
z infekcjami skoncentrowanymi np. na narzedziach chirurgicznych) w obecnosci substratow
tytanowych (Ti), glinowych (Al) i wanadowych (V) przez 15-60 minut wykazata, ze te organizmy
przylegaty preferencyjnie do powierzchni V. Liczba przylegajacych mikroorganizméw na jednostke
powierzchni V wynosita odpowiednio okoto dwa i trzy razy wigcej niz ta wystepujaca na Ti i Al
Z drugiej strony potwierdzono, ze nawet w przypadku tego samego typu powierzchni (chemicznie
robwnowazne, roéznigce si¢ jedynie strukturalnie) mogg wystgpi¢ dramatyczne réznice w zdolnosci
komorek do przylegania do powierzchni. Przykladowo, takie zjawisko odnotowano dla komoérek
nerki na dwoch réznych krysztatach tetrahydratu winianu wapnia, mimo ze dwie powierzchnie
krystalograficzne chemicznie réwnowazne wykazywaty znaczgce roznice w odniesieniu do zjawiska
adhezji komorkowej (Hanein i in 1993; 1994).

Wykazano réwniez, ze odpowiedz komorkowa na wilasciwosci warstwy wierzchniej
implantu zmienia si¢ w zalezno$ci od typu komorki. Na odpowiedzi proliferacyjne fibroblastow
1 komorek nablonkowych znaczny wptyw w przypadku tytanu maja cechy jego powierzchni (Cochran
i in. 1994). Badanie odpowiedzi chondrocytéw strefy spoczynkowej i wzrostu na chropowatosé
powierzchni sugeruje, ze obserwowane efekty moga by¢ rowniez zalezne od etapu dojrzewania
komorek (Schwartz i in. 1996). W obu przypadkach ogoélna tendencja byt spadek liczby komorek
i syntezy DNA wraz ze wzrostem chropowato$ci powierzchni. Jednakze, komorki strefy
spoczynkowej wydawaty si¢ by¢ bardziej wrazliwe na réznice w chropowatos$ci powierzchni niz
komorki strefy wzrostu.

Nie jest mozliwe wytworzenie implantu uniwersalnego, ktory stwarzalby idealne warunki
do naprawy i1 wzrostu wszystkich mozliwych tkanek wystgpujacych w organizmach zywych.
W zaleznosci od miejsca przeznaczenia, czy wlasciwosci fizyko-chemicznych organu, wazne jest
takze ich monitorowanie podczas procesu zwigzanego z namnazaniem/wytwarzaniem nowych
narzadow, bowiem nie musza by¢ one takie same na kazdym jego etapie. Dlatego wiedza
o mechanizmach rzadzacych organizmem zywym w kontakcie z ciatem obcym oraz zrozumienie ich
pod wzgledem chemicznych i fizycznym, jest obiecujaca droga do znalezienia najbardziej
odpowiedniego wszczepu.
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2. Opis zagadnienia

Ten przeglad ma na celu oméwienie wptywu wilasciwosci powierzchni, gtoéwnie takich jak
chropowato$¢, na odpowiedz komoérkowa wzgledem materiatu implantu. Badacze sugeruja, ze obok
sktadu i topografii powierzchni rowniez tzw. wypuktosci oraz ich ksztalty odgrywaja znaczacg role
w ,przyczepianiu si¢” i dojrzewaniu komoérek wzdluz odpowiednich $ciezek réznicowania.
Roéznorodna tekstura powierzchni powoduje rézne formy kontaktu miedzy komérkami a otaczajaca
matryca. To z kolei wptywa na interakcje komorkowe na powierzchni i powoduje réznice w rodzajach
potaczen, ktéore moga wystagpi¢c na styku. Aby zoptymalizowa¢ mozliwo$¢é procesow
naprawczych/tworczych tkanek, nalezy zrozumie¢ nie tylko, w jaki sposob wlasciwosci powierzchni
implantu (charakteryzowane przez: energie¢ powierzchniowa, sktad, chropowato$¢ i topografie)
wplywaja na poczatkowa odpowiedz biologiczna, ale takze w jaki sposdb te cechy moga sterowac
dlugoterminowa odpowiedzia biologiczna, tj. procesem proliferacji komorek, rdéznicowania,
wytwarzania macierzy itp.

Oczekuje si¢, ze zrozumienie, w jaki sposob wiasciwosci materialu wpltywaja na
bezposredniag odpowiedz komoérkowa doprowadza do opracowania powierzchni i materiatow, ktore
utatwig pomyslne wiaczenie ich do otaczajacej tkanki.

3. Przeglad literatury

a. Profilometr optyczny — przyrzad do analizowania chropowatos$ci powierzchni

W zaleznosci od skali nieregularnosci powierzchni materialu, chropowato$¢ powierzchni
mozna podzieli¢ na makroporowato$¢ (100 um - milimetry), mikroporowato$¢ (100 nm - 100 um)
i nanoporowato$¢ (mniej niz 100 nm) (Chang i Wang 2011). Chropowato$¢ powierzchni odnosi si¢
do tekstury najwyzszej warstwy materiatu i jest mierzona iloSciowo przez pomiar wystepow lub
zaglebien na powierzchni (Ross i in. 2012). Jest ona reprezentowana przez réozne parametry, w tym
Ra ($rednia arytmetyczna wysoko$c), Rq (Sredni kwadrat wartosci wysokosci) i R, (réznica wysokos$ci
miedzy $rednig z pigciu: najwyzszych szczytow i najnizszych dolin) (Cheng i in. 2019), ktore
ilo§ciowo obrazuja stopien chropowato$ci dla danej powierzchni, a zatem sg szeroko stosowane do
opisywania powierzchni matryc do hodowli komorek in vitro.

Jednakze podczas analizy parametréw uzyskiwanych w wyniku skanowania okreslonej
powierzchni badanego materiatu, nalezy wzigé pod uwage, ze ich warto$ci mogg znacznie si¢ r6zni¢
w zalezno$ci od zastosowanego powickszenia, tzn. od powierzchni obszaru poddawanego
skanowaniu w danym momencie.

b. Osteoblasty wrazliwe na r6znice w chropowato$ci powierzchni implantow

Hipoteze¢ dotyczgca wptywu chropowatosci powierzchni na zachowanie si¢ na niej komorek
organizmow zywych, potwierdzaja badania z wykorzystaniem komodrek podobnych do osteoblastow
z eksplantatow szczurow (Bowers i in. 1992). Komorki te hodowane na materiatach tytanowych o Ra
w zakresie od 0,14 um do 1,15 um okazaty si¢ by¢ wrazliwe na réznice w szorstko$ci. Zauwazono,
ze piaskowana powierzchnia o posredniej szorstkosci (R.=0,87 pm) miata wyzszy poziom
przyczepienia komorek niz kontrolne tworzywa sztuczne i inne powierzchnie tytanowe. Ponadto
wystapily takze réznice na poziomie morfologii komorki w zaleznosci od typu powierzchni na jakiej
byly hodowane. Pozwolito to na wysunigcie wniosku, ze chropowatos¢ powierzchni komercyjnie
czystego tytanu ma wptyw na poczatkowe przytaczenie komorek i pozniejsze rozprzestrzenianie si¢
oraz moduluje proliferacj¢ i roznicowanie komorek, syntez¢ matrycy i lokalne wytwarzanie
czynnikow) (Kieswetter i in. 1996). Takie same wnioski zostaly wyciggnigte przez Yamashita i in.
2009, ktorzy rowniez badali wptyw chropowatosci powierzchni na poczatkowe przylaczenie mysich
komorek podobnych do osteoblastow MC3T3-E1. Badano hanokompozyt cyrkon/tlenek glinu i tlenek
cyrkonu stabilizowany tlenkiem itru w poréwnaniu do czystego tytanu i tlenku glinu (chropowatosé
powierzchni R, dla uktadéw gtadkich wynosita $rednio 0,24 pum, a dla szorstkiich ~1,04 um).

Badania te zostaty potwierdzone przez (Hatano i in. 1999), gdzie rowniez zanotowano, iz
osteoblasty szczurow miaty wyzsza proliferacje oraz podwyzszong aktywno$¢ fosfatazy alkalicznej
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(ALP) i ekspresje osteokalcyny na szorstkiej powierzchni (0,81 pm) w poréwnaniu z powierzchnig
gtadka.

Co ciekawe, odwrotng zalezno$¢ zanotowali (Washburn i in. 2004) podczas badania mysiej
linii komérkowej podobnej do osteoblastéw MC3T3-E1, bowiem okazalo si¢, ze szybko$¢ proliferacji
na gladkich obszarach (0,55 nm) badanej folii jest znacznie wigksza niz na obszarach szorstkich (13
nm).

Poddajac wnikliwej analizie dane otrzymane przez poszczegolnych badaczy, mozliwe jest
stwierdzenie ogolne, iz moze istnie¢ kilka réznych (pod wzgledem topograficznym) powierzchni
danego materiatu, ktére mimo swej réoznorodnosci moga by¢ w kazdym przypadku kompatybilne
z organizmami zywymi, a adhezja oraz namnazanie si¢ na ich powierzchni nowych komoérek moze
by¢ uwarunkowana nieco innymi mechanizmami (ale w kazdym z przypadkoéw — akceptowalnymi).

c. Namnazanie chondrocytow na implantach o réznej chropowatosci

Podobnie, jak omowione w poprzednim rozdziale osteoblasty, rowniez chondrocyty — czyli
komorki tkanki chrzestnej, sg wrazliwe na tekstur¢ implantu. Ich hodowla na gladkich
powierzchniach skutkowata spadkiem produkcji proteoglikanu i kolagenu w stosunku do proby
kontrolnej z tworzyw sztucznych (Kieswetterrtal i in. 1996). Jednakze reakcje chondrocytéw strefy
spoczynkowej i wzrostu na chropowato$¢ powierzchni byly jednak wyraznie rézne. Produkcja
kolagenu przez mniej dojrzate chondrocyty strefy spoczynku byta znacznie mniejsza niz w przypadku
kontroli na gladszych powierzchniach. Natomiast, dla bardziej dojrzatych chondrocytéw byta
réwnowazna z produkcja kontrolng z tworzywa sztucznego, ale z kolei znacznie mniejsza na bardziej
szorstkich powierzchniach. Poczatkowo nieznaczny wzrost chropowato$ci powierzchni powodowat
opo6znienie zdolnosci komorek do rozwoju w bardziej dojrzate fenotypy w stosunku do komorek
hodowanych na plastiku, jednakze w pewnym momencie zaobserwowano odwrotny efekt wraz
z dalszym wzrostem chropowatosci powierzchni. Ogélnie komoérki wyhodowane na tych bardziej
chropowatych powierzchniach okazaty si¢ fenotypowo bardziej dojrzate oraz stwierdzono
zwigkszong proliferacje i zmniejszong synteze kolagenu niz w przypadku komoérek wyhodowanych
na probach kontrolnych wykonanych z tworzywa sztucznego.

Ponadto w innych badaniach, hodowla na szorstkich plazmowanych powierzchniach
pozwolita na uzyskanie komoérek zaokraglonych, charakteryzujacych si¢ wypustkami
cytoplazmatycznymi. Natomiast komorki hodowane na gladkich powierzchniach uzyskanych
w wyniku elektropolerowania miaty dobrze rozlozona, sptaszczong morfologie (analogiczne
uzyskano podczas hodowli na plastiku) (Schwartz i in. 1996).

d. Rozprzestrzenianie si¢ naczyniowych komoérek miesni gtadkich (VSMC) na chropowatych
implantach

Badacze Parizek i in. 2013, podjeli si¢ analizy zachowania komoérek migsni gladkich na
powierzchniach o réznych stopniach chropowatosci. W tym celu przygotowali oni dwa podtoza:
polietylen o niskiej (LDPE) i wysokiej (HDPE) gestosci. W celu uzyskania powierzchni
charakteryzujacych si¢ odmienng tekstura, polimery te dodatkowo zostaty poddane modyfikacji za
pomoca plazmy argonowej. A nastgpnie szczepiono je: glicyna (Gly), glikolem polietylenowym
(PEG), albuming surowicy bydlecej (BSA), czastkami wegla koloidalnego (C) lub mieszaning BSA
+ C. Po przeprowadzeniu badan najwigksze réznice w chropowatosci uzyskano po szczepieniu
glicyna i PEG.

W przypadku probki modyfikowanej za pomoca PEG, poczatkowo przyczepita sig
stosunkowo niska liczba komoérek VSMC, ale obszar rozprzestrzeniania si¢ komoérek w pierwszym
dniu po posianiu na tym materiale (1527 = 98 um?) byl $rednio wigkszy niz obszary na innych
zmodyfikowanych probkach LDPE, a ponadto znacznie wigkszy niz obszary na niezmodyfikowanym
LDPE. Z drugiej strony obszary rozprzestrzeniania si¢ komoérek VSMC na modyfikowanym HDPE
byly wigksze niz te na niemodyfikowanej powierzchni polimeru. Co zostalo wytlumaczone jako
wynik wzrostu st¢zenia tlenu na powierzchni probek zmodyfikowanego polimeru, ich
zoptymalizowana zwilzalnoscia, a takze zmianami chropowatosci powierzchni i morfologii.
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Natomiast modyfikacja przy zastosowaniu BSA spowodowata wystgpienie struktur
klastrowych rzgdu nanometréw (doktadniej < niz 100 nm) i submikronowych (tj. mniejszych niz
1 um), ktoére sprzyjaja adsorpcji czasteczek posredniczacych w adhezji komorek w bardziej
fizjologicznej konformacji niz konwencjonalne powierzchnie ptaskie, co z kolei znacznie wptywa na
poprawe adhezji i dalsze funkcjonowanie komorek.

e. Hodowla komorek neuronéw na biomateriatach

Badania przeprowadzone przez zespoly Bartolo oraz Chung majace na celu okreslenie
zachowania neuronoéw oraz komorek $roédbtonka zyly ludzkiej na powierzchniach z chropowato$cia
w skali od nanoskali (6,26 nm) do mikroskopii (200 nm) (Bartolo i in. 2008; Chung i in. 2003),
pozwolily na stwierdzenie, Ze szorstkie blony w nanoskali wydaja si¢ bardziej wspieraé wzrost
neurytow, modulujac proces rozwoju neurondow. Natomiast, w przypadku mniejszych komoérek efekt
byt odwrotny — zwigkszenie chropowatosci powierzchni biomateriatow w skali nanometrycznej (10—
102 nm) poprawia adhezje¢ i wzrost tego typu komorek.

Z kolei Brunetti i in. 2010 wykonali badania oparte na analizie reakcji ludzkiej linii
komorkowej nerwiaka niedojrzalego (SH-SYS5Y) na powierzchnie zlota o réznych poziomach
nanoporowato$ci wykazaty, ze komorki neuronowe SH-SY5Y maja zaskakujaco wysoka wrazliwos¢
na cechy nanoskali. Zauwazono, ze neurony wyczuwaja i aktywnie reaguja na nanotopografi¢
powierzchniowa, z zaskakujaca wrazliwoscia na zmiany nawet rzedu kilku nanometrow. Specyficzna
i funkcjonalna adhezja komodrek wystepowata tylko na plaskich paskach ztota, z wyraznym
samowyrownaniem neurondéw. Na tej podstawie mozna wysnué kolejny wniosek, ze mate wartosci
nanoporowatos$ci powierzchni sg w stanie wygenerowaé¢ ogromnag odpowiedz biologiczng pod
wzgledem zywotnosci komorek.

f. Namnazanie komoérek — a kontrola chropowato$ci podtoza

Grupa badawcza Deligianni in. 2012 podjeta si¢ analizy przytaczania i proliferacji komorek
ROS 17/2.8 na powierzchni hydroksyapatytu (HA) o kontrolowanej chropowatosci powierzchni, tzn.
wstepnie wypolerowane probki HA zostaty poddane nadzorowanym zadrapaniom za pomoca papieru
metalograficznego SiC. W oparciu o pomiar chropowatosci powierzchni, wyznaczono parametr Ra
dla dwoch probek: HA-P — dla ktorej wynosi on 0,259 + 0,123 mm, a dla HA-240 — 0,341 = 0,070
mm. Po wnikliwej analizie danych naukowcy doszli do wniosku, iz rdéznica chropowatosci
powierzchni migdzy tymi dwiema probkami nie jest wystarczajaco duza, aby wykazaé statystycznie
istotng roznicg w liczbie przyczepionych komorek; ,,zadrapania” generowane przy uzyciu papieru
prowadza do wigkszej liczby mostkow komorkowych w rowkach a co za tym idzie — wyzszej Sredniej
liczby przytaczonych komorek 1 najwyzszej maksymalnej liczby przylaczonych komorek.
Podsumowujac, wyzszy stopien przyczepnosci i proliferacji komoérek w przypadku szorstkiej
powierzchni zostat podyktowany gtownie zwigkszong dostgpnoscig pozywki i biatek surowicy dzigki
obecnosci rowkow z przytaczonymi komoérkami.

Opisywane powyzej zalezno$ci nie wystapily w przypadku badan in vitro procesu
przyczepiania i proliferacji komorkowej fibroblastow na powierzchni materialow tytanowych
modyfikowanych za pomoca plazmowego utleniania elektrolitycznego, obrobki elektroerozyjnej,
w wyniku czego otrzymano materialy réznigce si¢ szorstkoscia i porowatoscia. Wygenerowano trzy
warianty powierzchni: z ,,gladsza”, ,,Srednio-gruba” i ,,szorstka” topografiag. Analiza otrzymanych
danych nie pozwolila jednak na wysunigcie jakiejkolwiek jednoznacznej zaleznosci pomigdzy
poszczegoblnymi probkami (miedzy sobg oraz w odniesieniu do proby kontrolnej) (Jung i in. 2016).

Z kolei badania komérkowe z wykorzystaniem somatycznych komorek macierzystych
wykazaty lepsza adhezje, wzrost komorek i proliferacje dla probek polistyrenu modyfikowanych
przez plazme tlenowa przy dluzszym czasie ekspozycji niz w przypadku polimerdéw nie poddawanych
procesowi plazmowania (Biazar i in. 2011). Ponadto folie napromieniowane plazma przez dtuzszy
czas wykazaty lepsza zywotno$¢. Ogdlnie chropowato$¢ powierzchni polistyrenu wzrastata wraz ze
wzrostem czasu ekspozycji materiatu na dzialanie promieniowania plazmowego. Probki
napromieniowane plazma tlenowa wykazywaty wigksza szorstkos¢ (31 nm) w poréwnaniu
z probkami napromieniowanymi plazma oboj¢tng (16 nm) po 180 sekundach.
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4, Podsumowanie

Powszechnie wiadomo, ze jedna z czterech cech fizykochemicznych (chropowato$¢,
topografia, sktad, zwilzalno$¢) opisujacych powierzchni¢ implantdéw moze odgrywaé bardziej
dominujaca role w procesach zwigzanych z namnazaniem nowych komorek. Wazne jest, aby zdawac
sobie sprawe, ze wszystkie sg ze sobg Scisle powiazane i ze ich zwigzek moze dyktowaé przebieg
mechanizméw zachodzacych na granicy implant-komorka.

Ten przeglad mial na celu przedstawienie/udowodnienie, jak wazna jest chropowatos$¢
powierzchni biomaterialdéw stosowanych w implantologii w procesach zwigzanych z naprawa lub
namnazaniem tkanek w organizmach zywych, oraz okreslenie jej wptywu na poszczegélne etapy
wymienionych proceséw. Starannie przemyslane i kontrolowane badania in vitro nad wptywem
sktadu powierzchni, chropowatosci, tekstury i/lub energii moga zapewni¢ znaczny wglad w zdolnos¢
powierzchni do modulowania odpowiedzi komoérkowej i przyblizy¢ badaczy do otrzymania
biomateriatu o maksymalnej biokompatybilnosci.

5. Literatura

Bartolo LD, Rende M, Morelli S'i in. (2008) Influence of membrane surface properties on the
growth of neuronal cells isolated form hippocampus. J. Membr. Sci, 325, 139-149.

Biazar E, Heidari M, Asefnezhad A i in. (2011) The relationship between cellular adhesion and
surface roughness in polystyrene modified by microwave plasma radiation. Int J Nanomedicine
6: 631-639.

Bowers K, Keller JC, Randolph B. i in. (1992) Optimization of surface micromorphology for
enhanced osteoblast responses in vitro. Int J Oral Max Impl 7:302-310.

Brunetti VV, Maiorano G, Rizzello L i in. (2010) Neurons sense nanoscale roughness with
nanometer sensitivity. Pro Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 107(14): 6264-9.

Chang HI, Wang Y (2011) Cell Responses to Surface and Architecture of Tissue Engineering
Scaffolds. Regenerative Medicine and Tissue Engineering - Cells and Biomaterials, DOI:
10.5772/21983

Chung TW, Liu DZ, Wang SY i in. (2003). Enhancement of the growth of human endothelial cells
by surface roughness at nanometer scale. Biomat 24: 4655-4661.

Cheng Y, Feng G, Moraru CI (2019) Micro- and Nanotopography Sensitive Bacterial Attachment
Mechanisms: A Review. Frontiers in Microbiology 2019; 10:191.

Cochran DL, Simpson J, Weber H, Buser D (1994). Attachment and growth of periodontal cells on
smooth and rough titanium. Int J Oral Max Impl 9:289-297.

Deligianni DD, Katsala ND, Koutsoukos PG i in. (2012) Effects of surface roughness of
hydroxyapatite on cell attachment and proliferation. J Biotechnol 22(1): 87-96.

Gabriel BL, Gold J, Gristina AG i in. (1994) Site specific adhesion of Staphylococcus epidermidis
(RP12) in Ti-Al-V metal systems. Biomat 15: 628-634.

Hanein D, Geiger B, Addadi L (1994) Differential adhesion of cells to enantiomorphous crystal
surfaces. Science 263: 1413-1416.

Hanein D, Sabanay H, Addadi L i in. (1993). Selective interactions of cells with crystal surfaces.
Implications for the mechanism of cell adhesion. I Cell Sci 104: 275-288.

Hatano K, Inoue H, Kojo T i in.(1999) Effect of Surface Roughness on Proliferation and Alkaline
Phosphatase Expression of Rat Calvarial Cells Cultured on Polystyrene. Bone 25, 439-445.

Jung O, Smeets R, Kopp Ai in. (2016) PEO-generated Surfaces Support Attachment and Growth of
Cells In Vitro with No Additional Benefit for Micro-roughness in Sa (0.2-4 pm). In vivo 30: 27-
34.

Kieswetter K, Schwartz Z, Dean DD i in. (1996) The role of implant surface characteristics in the
healing of bone. Crit Rev Oral Biol Med 7(4): 329-45.

Parizek M, Slepickova Kasalkova N, Bacakova L i in. (2013) Adhesion, growth, and maturation of
vascular smooth muscle cells on low-density polyethylene grafted with bioactive substances.
Biomed Res Int, Article ID 371430,

40|Strona



Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce

Ross AM, Jiang Z, Bastmeyer M i in. (2012) Physical aspects of cell culture substrates: topography,
roughness, and elasticity. Small 6;8(3): 336-55.

Schwartz Z, Martin JY, Dean DD, i in. (1996) Effect of titanium surface roughness on chondrocyte
proliferation, matrix production, and differentiation depends on the state of cell maturation. J.
Biomed. Mater. Res Part B 30:145-155.

Yamashita D, Machigashira M, Miyamoto M i in. (2009) Effect of surface roughness on initial
responses of osteoblast-like cells on two types of zirconia. Dent Mat J 28(4): 461-470.

Washburn NR, Weir M, Anderson P, i in. (2004) Bone formation in polymeric scaffolds evaluated
by proton magnetic resonance microscopy and X-ray microtomography. J. Biomed. Mater. Res
Part A 69(4): 738-747.

41|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 1
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Streszczenie

Mikroskopia kata Brewstera (BAM) jest z powodzeniem wykorzystywana do
nieinwazyjnego obrazowania monowarstw Langmuira na granicy faz powietrze-woda. Jednoczesna
obserwacja i rejestracja struktury filmu w czasie rzeczywistym pozwala na uchwycenie dynamicznej
aktywnoS$ci, bez potrzeby stosowania jakichkolwiek $rodkéw mikroskopowych, ktore mogltyby
zaktocaé strukture i zachowanie warstwy Langmuira. Tym badaniom moga by¢ poddane jedynie
substancje, ktore wykazuja specyficzng budowe, tzw. amfifilowa (czyli posiadaja czgs¢ hydrofobowsa
oraz hydrofilowa), ktéra umozliwia im orientowanie si¢ na powierzchni miedzyfazowej. Ponizszy
przeglad ma na celu przedstawienie, jak wiele parametrow mozna uzyskaé¢ oraz uswiadomienie, jak
réznorodnych informacji moze dostarczy¢é wykorzystywana technika. Artykul zawiera teoretyczne
wyjasnienie zasady dziatania mikroskopu oraz opis mozliwosci jakie z nich wynikaja, jednoczesnie
znajdujace potwierdzenie w dostepnej literaturze.

1. Wstep

Filmy monomolekularne tworzace si¢ na granicach faz sa miejscem wielu oddziatywan
istotnych biologicznie. W efekcie czego, filmy te najczgsciej okreslane monowarstwami, sa szeroko
stosowane jako modele biomembran umozliwiajac analiz¢ proceséw zachodzacych na powierzchni
bton, skladajacych si¢ glownie z lipidow i biatek. Wykorzystanie monowarstw w badaniach
eksperymentalnych w roli modeli biomimetycznych pozwala na rygorystyczna kontrole
roznorodnych czynnikow, takich jak np. sktad filmu, czy temperatura procesu. Dodatkowo
bezposrednia wizualizacja daje mozliwo$¢ bardziej szczegdtowej analizy zarowno architektury filmu,
jak i zmian w przypadku interakcji z innymi czgsteczkami. Dlatego tez, do realizacji tego celu techniki
z dziedziny mikroskopii optycznej sa jednymi z najpopularniejszych technik obrazowania. Przede
wszystkim nalezy tu wymieni¢ mikroskopi¢ kata Brewstera (BAM), ktora jest metodg nieinwazyjna,
gdyz podczas pomiarow nie wymaga wprowadzania dodatkowych substancji.

Mikroskop kat Brewstera (BAM) jest nowoczesnym urzadzeniem shuzacym do badania
cienkich warstw na powierzchni cieczy. Umozliwia on wizualizacj¢ monowarstw badz filmoéw
adsorpcyjnych Langmuira na granicy faz powietrze-ciecz w czasie rzeczywistym. Poza obserwacja
zmian zachodzacych w filmach podczas ich sprezania lub rozprgzania, mozliwe jest oszacowanie
roznorodnych parametrow jak: grubo$¢ monomolekularnego filmu, orientacja przestrzenna
obserwowanych substancji, a nawet proceséw zachodzacych pomiedzy poszczegdlnymi sktadnikami
w warstwie, w wyniku czego mozna przewidywac rodzaj i sit¢ oddziatywan wystepujacych pomigdzy
nimi. Ponadto jest mozliwa obserwacja zachodzacych w strukturze zmian, separacji faz, wielkosci
domen ich ksztaltu i upakowania, optymalizacja parametréw osadzania, ustalenie kinetyki reakcji, jak
roOwniez monitorowanie i wykrywanie materiatdéw powierzchniowo czynnych (m.in. adsorpcja bialtka,
flotacja nanoczastek).

2. Opis zagadnienia

Mikroskopia kata Brewstera jest nowoczesng, bardzo obiecujaca technika badawcza.
Jednakze nie kazdy zdaje sobie sprawe jak wiele uzytecznych, a jednocze$nie réznorodnych
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parametré6w mozna uzyskaé przy jej wykorzystaniu. Ponizszy przeglad ma na celu przedstawienie
kilku przyktadow potwierdzajacych wszechstronne uzycie tej metody.

3. Zasada dzialania

Jak juz bylo wspomniane, mikroskop kat Brewstera (BAM) pozwala na zilustrowanie m.in.
zmian zachodzacych podczas sprezania pojedynczych warstw Langmuira lub filmow
z zaadsorbowanymi roznego rodzaju substancjami znajdujacymi si¢ na granicy powietrze-woda.
Dziatanie BAM opiera si¢ na prawie zatamania, czyli wykorzystuje wspotczynniki zatamania $wiatta
dwoch osrodkoéw, mianowicie powietrza i cieczy. Stosunek tych wspotczynnikéw nazywany jest
prawem Snelliusa, opisujacym zmiane¢ drogi promienia $wiatta podczas przechodzenia przez granice
faz dwoch osrodkow, ktére musza rézni¢ si¢ migdzy soba wartoscia wspotczynnika zatamania
$wiatla, oraz spelniaja warunek przezroczystosci. Prawo to jednocze$nie pozwala na wyznaczenie
odpowiedniego kata padania $wiatta spolaryzowanego na granice¢ faz, gwarantujgcego uzyskanie
stanu, w ktorym promien padajacy nie bgdzie si¢ odbijat (Rys. 1). Kat, przy ktorym mozliwa jest taka
sytuacja nazywany jest katem Brewstera (Sun i in. 2017).

n,, powietrze

brak
odbicia

odbicie

n,, woda film

Rys. 1. Zasada dziatania BAM.

W konkretnym przypadku przedstawionym na Rys. 1 kat Brewstera na granicy faz
powietrze-woda wynosi 53 wowczas obraz otrzymany za pomoca BAM dla czystej wody wydaje si¢
czarny (Rys. 2. a). Jakiekolwiek dodanie/umieszczenie innego materiatu na granicy powoduje zmiany
w biegu wiazki §wiatla generowanej w mikroskopie, w zwigzku z czym nast¢puje modyfikacja
wspotczynnika zatamania $wiatla, co w efekcie przyczynia sie do odbijania i wy$wietlania niewielkiej
ilosci §wiatta na obrazie (Rys. 2. b i c). Uzyskany obraz zawiera obszary o rdznej jasnosSci
i uzalezniony jest od obecnosci poszczegolnych czasteczek (Rys. 2. b) a takze ich rozmieszczenia
oraz gestosci upakowania (Rys. 2. ¢) w obszarze probkowania. Z kolei ta informacja jakosciowa jest
réwniez przydatna do analizy zachowania monofilmu. Rozprzestrzenianie si¢ cienkiej warstewki
molekularnej o wspotczynniku zatamania innym niz wspotczynnik wody na jej powierzchni prowadzi
do niewielkiego natezenia odbicia proporcjonalnego do kwadratu grubo$ci cienkiej warstewki.

BAM jest technika, ktora oprocz jakosciowej informacji optycznej moze dostarczy¢
informacje odno$nie strukturalnej analizy jakosciowej. Jest to oparte na jego zdolnosci do
obrazowania anizotropii dzieki wystepowaniu rdznic podczas odbijania wigzki $wiatta
spolaryzowanego bedacych konsekwencjg odmiennych wtasciwosci grupy lipidowej polarnej glowy
(Roldan-Carmona i in. 2012). Jest to réwniez wazna zaleta metody BAM, gdyz analiza jedynie
izoterm sprezania w tym przypadku moze by¢ niewystarczajgca. Na Rys. 3 przedstawiono typowa
izoterme sprezania modelowej blony biologicznej zbudowanej z fosfolipidu DPPC (1,2-dipalmitoilo-
sn-glicero-3-fosfocholiny). Film lipidowy tuz po nalozeniu rozprzestrzenia si¢ po calej mozliwej
powierzchni (czyli znajduje si¢ na duzych obszarach molekularnych), w zwiazku z czym
oddziatywania pomigdzy poszczegélnymi czasteczkami sa mocno ograniczone. Stan ten jest
charakterystyczny dla zachowania blony znajdujacej si¢ w fazie gazowej (G). Podczas kompresji
zmniejsza si¢ powierzchnia dostgpna dla czasteczek, w efekcie zblizaja si¢ one do siebie,
a oddziatywania pomigdzy nimi sa coraz silniejsze. Konsekwencja takiej sytuacji jest zmiana ich
orientacji — tancuchy weglowodorowe zaczynaja przybieraé pozycje pionowa w stosunku do granicy
faz. Jednoczesnie zachodzi zmiana ich stanu z fazy z gazowej na faze cieczy rozprezonej (LE), a dalej
w stan cieczy skondensowanej (LC). Podczas, gdy monowarstwa znajduje si¢ w znacznym stopniu
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kompresji, niektore lipidy, takie jak DPPC, wykazuja region plateau, oznaczajacy wspolistnienie LE
i LC prowadzace do tworzenia domen. (Ladniak i in. 2019). Po osiggni¢ciu maksymalnego cis$nienia
nastepuje zapadnigcie si¢ filmu w subfaze wodng lub powstanie wielowarstwy. Na izotermach m-A
zobrazowane jest ono jako nagly spadek warto$ci ci$nienia powierzchniowego, a na obrazie
z mikroskopu BAM wystepuje zaburzenie struktury filmu, zaczynaja by¢ zauwazalne obszary
o ciemnym zabarwieniu (czyli obszary przypisywane wystgpowaniu subfazy wodnej). To ci$nienie
zapadania si¢ jest miarg stabilnosci filmu i moze by¢ jednoczesnie uzyte do ilosciowego okreslenia
wptywu ligandow destabilizujacych (Baoukina i in. 2008). Jednak pomiary izoterm © — A daja jedynie
wglad we wlasciwos$ci termodynamiczne, w zwigzku z czym charakterystyka zjawisk strukturalnych
na poziomie mezoskopowym jest wykluczona, gdy ta technika jest stosowana samodzielnie.
Wprowadzenie rownolegle w czasie rzeczywistym, oprocz rejestracji izoterm bardzo czutych technik
obrazowania, umozliwitlo nowy wglad w morfologi¢ mezoskopowa i porzadkowanie domen fazy
skondensowanej (Vollhardt 2014).

a) b)

Rys. 2. Obrazy uzyskane z mikroskopu kata Brewstera podczas sprezania monowarstwy DPPC (1,2-
dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny) technikg Langmuira dla: a) granicy faz woda-powietrze, b)
monowarstwy DPPC rozprzestrzenionej na wodzie znajdujacej si¢ pod ci$nieniem bocznym 7 mN/m,
¢) monowarstwy DPPC rozprzestrzenionej na wodzie znajdujacej si¢ pod cisnieniem bocznym 9
mN/m.

Cisnienie powierzchniowe, mN/m

G-LE
1

40 [:1] a0 100 120
Powierzchnia na czasteczke, A*

Rys. 3. Schemat przebiegu izotermy n -A dla monowarstwy zbudowanej z fosfolipidu DPPC (1,2-
dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny) w temperaturze 20°C. Symbole w ramkach oznaczajg stan,
w jakim znajduje si¢ film monomolekularny, gdzie G — oznacza faz¢ gazowa, LE — fazg cieczy
rozpre¢zonej, LC — fazg cieczy skondensowanej.
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3.1 Mozliwosci wynikajace z wykorzystania techniki BAM

Mikroskopia kata Brewstera (BAM) jest potezng technika, ktoéra gtownie umozliwia
wizualizacje monowarstw Langmuira w czasie rzeczywistym. Jednakze dzigki temu mozliwe jest
uzyskanie szeregu innych wysoce uzytecznych parametrow. Poprzez obserwacj¢ zachowania si¢
filméw Langmuira podczas procesu sprezania (co jest mozliwe dzigki sprzgzeniu BAM z wanng
Langmuira mozliwe staje si¢ badanie organizacji bocznej filmoéw. W efekcie pozwala to na
zaobserwowanie rozdziatu faz, czy tworzenia si¢ domen filmu monomolekularnego, ktére moga mie¢
réznorodne rozmiary i ksztalty — uzaleznione od jego wlasciwosci. Istnieje szereg czynnikdéw
wplywajacych na te cechy. Przede wszystkim s3 to: dlugo$¢ czasteczki substancji tworzacej
monowarstwe oraz obecnos¢ w jej strukturze wigzania podwojnego. Co wazne wykrycie tego jest
mozliwe w obrazach BAM, ale niewykonalne jedynie na podstawie analizy izoterm spr¢zania
(izoterm ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajacej na jedng czasteczke
w monowarstwie) (Daear i in. 2017).

3.2 Wizualizacja ksztattu domen za pomocag BAM

Obrazowanie za pomoca BAM daje mozliwo$¢ oszacowania ,formy” zwigzku lub
mieszaniny jaka moze znajdowac si¢ w uktadzie badawczym. Warto zauwazy¢, ze pomimo catkowitej
zgodno$ci izoterm m — A enancjomerycznych i racemicznych monowarstw fosfolipidowych
zaobserwowano wyrazng chiralng dyskryminacje/rozroznienie. Systematyczne badania monowarstw
fosfolipidow wykazaty, ze chiralnos$¢ jest zasadniczo widoczna w morfologii domeny. W stanie
rownowagi monowarstwy fosfolipidow tworza domeny o rdéznych ksztattach 1 teksturach
wewngtrznych Dostepne w literaturze wyniki badan wskazuja na istnienie duzej réznorodnosci
domen fazy skondensowanej, roznigcych si¢ rozmiarami i ksztattami mezoskopowymi, a takze ich
cechami teksturalnymi. Wystepujace ,niezgodnosci” spowodowane sg wrazliwoscia budowy
chemicznej monowarstwy amfifilowej na warunki zewnetrzne uktadu, takie jak ciSnienie
powierzchniowe i temperatura (Vollhardt 2014).

Przyktadowo, naukowcy (Prenner i in. 2007) zaobserwowali znaczne odchylenia od
idealnego upakowania w funkcji sktadu dwusktadnikowych mieszanin sfingomieliny (SM)
i fosfatydylocholiny (PC). Przy wysokich stg¢zeniach SM (> 60% molowych) odnotowano stabilne
domeny zblizone ksztattem do ksztaltu palcow, natomiast w obszarze $rednich stezen (migdzy 30
a 60% molowych) przybieraty one ksztatty okragte, jednoczes$nie byty one znacznie mniejsze co do
wielkoséci. Domeny te byly rowniez bardzo stabilne az do osiggnigcia ci$nienia powierzchniowego
w poblizu zakresu zalamania monowarstwy, ponadto dalsza kompresja nie prowadzita do tworzenia
bardziej jednorodnego filmu.

Z kolei obserwacja pojawiania si¢ domen oraz charakterystyka ich ksztattu pod wplywem
obecnosci fB-sitostanolu w mieszanych filmach z palmitoilooleilofosfatydyloetanoloaming (POPE)
i palmitoilooleoilofosfatydyloseryng (POPS) pozwolita na spostrzezenie, iz pomimo zaniku
zauwazalnego przejscia fazowego LE-LC, pojawiaja si¢ domeny sugerujace jego istnienie, jednakze
warto§¢ cisnienia powierzchniowego, przy ktorym sa one dostrzegalne zmniejsza si¢ wraz ze
wzrostem zawartosci f-sitostanolu w uktadzie z ktorymkolwiek z lipidow. Pojawiajace si¢ na
obrazach BAM jasne plamki moga $wiadczy¢ o tworzeniu si¢ krystalitow a ich liczba wzrasta wraz
z postgpem kompresji. Ponadto sa one widoczne, az do momentu zatamania si¢ monowarstwy, gdzie
obserwuje sie juz krystality o znacznych rozmiarach. Hac-Wydro i in. (2013) sugeruja, iz domeny te
pochodza od [-sitostanolu ze wzgledu na niskg mieszalno$¢ tego sterolu w monowarstwie
fosfolipidowej.

3.3 Wykorzystanie BAM do okres$lenia grubosci monowarstwy

Uktad optyczny BAM umozliwia nie tylko analize przej$¢ fazowych, topografii, ksztaltow
domen filméw Langmuira w zaleznosci od ich ci$nienia powierzchniowego, ale takze pozwala na
okres$lenie grubosci tworzacej sie podczas kompresji monowarstwy, gdyz padajgca na obecne w niej
czasteczki wigzka $wiatta spolaryzowanego odbija si¢ tylko tam, gdzie sa one obecne, za$ nat¢zenie
$wiatla odbitego jest proporcjonalne do kwadratu grubosci cienkiej warstwy. Dzigki kalibracji
wstepnej poziomow szarosci kamery na subfaze wodna, mozliwe jest dobre oszacowanie grubos$ci
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monowarstwy natozonej na jej powierzchni¢. To okreSlenie jest tylko przyblizone, poniewaz
konieczne jest uwzglednienie wspdiczynnika zatamania $wiatta filmu, ktéry zazwyczaj nie jest
doktadnie znany. Przyktadowo naukowcy Desbat and Castano (2013) dokonali pomiarow grubosci
dla monowarstwy cholesterolu uwzgledniajac wspoélczynnik zatamania §wiatla 1,49, w ten sposob
okreslono grubo$¢ dla monowarstwy cholesterolu rzedu 18 A + 2 A przy ci$nieniu 30mN/m oraz
odpowiednio 54 A + 3 A dla domen o wysokiej intensywnos$ci obserwowanych przy 45 mN/m.
Otrzymane wyniki sugeruja, ze film cholesterolu przechodzi przemiang fazowa z jednowarstwowej
do trojwarstwowej przy cisnieniu zapadania 40 mN/m.

Z kolei Fidalgo i in. (2019) ktorzy rowniez dokonali analizy izoterm spr¢zania monowarstw
utworzonych z cholesterolu, zaobserwowali, iz poczatkowo (gdy nastepuje przejscie czasteczek
z fazy gazowej) Srednia warto$¢ grubosci warstewki pozostaje stata i wynosi okoto 0,25 nm. Pierwszy
nagty wzrost grubosci filmu od 0,25 nm do 1,15 nm, jest zwiazany z gwattownym wzrostem cisnienia
powierzchniowego, dla ktérego grubos¢ filmu stale ros$nie, az do osiagniecia wartosci 1,5 nm.
Dodatkowo zaobserwowali, ze na koncu tego plaskowyzu, zbiegajacego si¢ z zatlamaniem
monowarstwy, ponownie nastepuje wzrost grubosci filmu, ktory stabilizuje si¢ przy sredniej wartosci
okoto 3 nm. Pomimo réznic uzyskanych podczas kompresji w konkretnych wartosciach grubosci
filmu monomolekularnego, obrazy otrzymane z mikroskopu BAM byly zgodne z wcze$niej
zaproponowang i opublikowang ptynna strukturg filmu cholersterolu.

Goggin i Samaniuk (2018) wykorzystali technik¢ BAM do obserwacji zmian jakie
zachodzity podczas kompresji i dekompres;ji grafitu i grafenu na granicy faz powietrze-woda, w celu
poszerzenia charakterystyki tych materiatow jako potencjalnych funkcjonalnych folii
o kontrolowanym przewodnictwie i przezroczystosci, ktore moga by¢ wytwarzane przy zastosowaniu
metody osadzania w fazie cieklej. Obrazy BAM wykonano podczas trzech cykli kompresji
i rozprezania, czyli podczas rejestracji krzywych przedrelaksacyjnych i porelaksacyjnych. Na
zdjeciach wykonanych podczas pierwszego cyklu zaobserwowano mniejsze, bardziej rownomiernie
rozmieszczone aglomeraty przed kompresja oraz wigksze, bardziej rozproszone aglomeraty podczas
ekspansji i po niej. Ponadto w kolejnych cyklach odnotowano narastajgce zgrubienie na granicy faz,
sugerujac powstawanie wickszych agregatow, dodatkowo pomig¢dzy nimi pojawity si¢ duze puste
przestrzenie. Ostatecznie wywnioskowano, iz scalenie materiatu grafitowego w wyniku aglomeracji
czastek lub uktadania arkuszy grafenu odbywa si¢ w sposob ciagly i objawia si¢ spadkiem ci$nienia
powierzchniowego, podczas gdy czastki o grubosci rzedu nanometra i kilkudziesigciu nanometréw
sg w stanie pokonac¢ te oddzialywania dzigki energii cieplne;j.

Co ciekawe, mikroskopia kata Brewstera moze by¢ wykorzystana do okreslania grubosci nie
tylko materiatdw modelowych, ale takze materialow biologicznych. Tego typu eksperymentow
podjeta sie niezalezna grupa badawcza z Niemiec (Winsel i in. 2003). Postanowili oni przesledzi¢
proces adsorpcji materiatu powierzchniowo czynnego ptynu pobranego z plukania oskrzelowo-
pecherzykowego (BAL) na granicy faz powietrze/woda w temperaturze 37°C. Pierwsze obserwacje
dotyczyly wzrostu ci$nienia powierzchniowego poczatkowo z wartosci 26 mN/m do 44 mN/m
w stanie rOwnowagi, czemu towarzyszylo jednoczesne ciagle wzrastanie grubosci filmu utworzonego
z materiatu biologicznego posiadajacego niejednorodny charakter. W stanie rownowagi adsorpcji
grubos¢ BAL wynosita okoto 12 nm — co sugeruje, iz jest to struktura wielowarstwowa.

3.4 Badania BAM substancji biologicznych na granicy faz powietrze-woda

Kolejnym istotnym zastosowaniem BAM jest oznaczanie aktywnosci enzymow
w monowarstwach Langmuira. Biatko bedace przedmiotem zainteresowania mozna wprowadzi¢ do
uktadu ré6znymi sposobami, np. poprzez wstrzyknigcie do subfazy po osadzeniu warstewki substratu,
wilaczyé do podfazy przed osadzeniem warstewki substratu lub dodaé¢ przez nakropleniem
monowarstwy. Wazne jest, aby substrat biatkowy byt aktywny powierzchniowo, gdyz spetnienie tego
warunku umozliwi monitorowanie interakcji mi¢dzy enzymem a substratem na granicy faz.

Mate i in. (2014) wykorzystali obrazowanie przy pomocy mikroskopu BAM do wizualizacji
wprowadzenia biatka o-hemolizyny Escherichia coli do trojsktadnikowych mieszanin
fosfatydylocholiny, sfingomieliny o réznej dhugosci i pltynnosci tancucha oraz cholesterolu. Analiza
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uzyskanych obrazéw pozwolita na wyciagnigcie wniosku, ze hemolizyna przedostaje si¢ do obu faz
lub Ze jej wprowadzenie do jednej fazy powoduje wplyw na druga fazg.

Z kolei Wnetrzak i in. (2012) dokonali okre$lenia wlasciwosci blonotworczych,
alkilofosfocholinowego leku przeciwnowotworowego, tj. Erucylofosfocholiny. Badania zostaty
oparte o analiz¢ izoterm ci$nienia powierzchniowego w funkcji powierzchni przypadajacej na
czasteczke (m — A) uzyskanych technikg Langmuira, obliczonych na podstawie uzyskanych danych —
modutow $cisliwosci, oraz topografii przy wykorzystaniu mikroskopu kata Brewstera. Naukowcy
doszli do wniosku, iz czynniki takie, jak: temperatura subfazy, sita jonowa, szybko$¢ kompresji oraz
liczba czasteczek rozmieszczonych na powierzchni praktycznie nie majg wptywu na charakterystyke
filméw Erucylofosfocholiny, leku ktory w kazdym z przeprowadzonych eksperymentow tworzyt
bardzo stabilne monowarstwy Langmuira. Ponadto potwierdzono jej ciekly charakter, okreslony
ilo$ciowo za pomoca warto$ci modutu Sciskania, ktory osiaggnat maksymalng warto$¢ ok. 80 mN /m,
co spetnia kryterium charakteru ptynnego, oraz jednorodnoscig’homogenicznoscia filmu podczas
catego procesu kompresji na obrazach uzyskanych przy wykorzystaniu BAM.

Interesujace badania przeprowadzili takze naukowcy z Arabii Saudyjskiej (Mandal i in.
2016), ktorzy sprawdzali wplyw roéznych czynnikéw na proces usuwania cholesterolu z ukladu
ceramid/cholesterol przy zastosowaniu metylo-beta-cyklodekstryny (MBCD). Ten zwigzek wedtug
naukowcow jest najskuteczniejszym Srodkiem shuzacym do usuwania cholesterolu (Chol)
z biomembran. Odnotowali oni, iz stopien w jakim Chol byt usuwany - nie zalezat od jego pierwotne;j
ilosci w uktadzie, co bylo wielkim zaskoczeniem, gdyz w wigkszosci mieszanych monowarstw
lipidowych zawarto$¢ Chol miala istotny wplyw. Ponadto podczas zachodzenia procesu zubozania
cholesterolu zaobserwowano réwniez zmiany morfologiczne domen, w postaci peknigé monowarstw,
ktorych ilos¢ zwigksza si¢ wraz z uptywem czasu.

4. Podsumowanie

Na podstawie przedstawionego skroétowego przegladu literaturowego mozna stwierdzi¢, ze
technika wykorzystujaca mikroskop BAM zrewolucjonizowata wizualizacj¢ monowarstw na
granicach faz, umozliwiajac uzyskanie ich fizyko-chemicznej charakterystyki w czasie rzeczywistym
bez ingerencji w strukture badanych filmoéw. Sprzgzenie ich z wanng lub wannami Langmuira, byto
duzym, bardzo wartoSciowym przedsigwzieciem, gdyz umozliwito to dostrzezenie nawet stabych
oddzialywan, ktore prowadzily jedynie do niewielkich zmian izoterm ci$nienia powierzchniowego
w funkcji powierzchni (m-A), czasami ledwie zauwazalnych a jednocze$nie powodowaty znaczne
zmiany w organizacji filmu. Zatem zastosowanie mikroskopii optycznej zapewnia uzyskanie
waznych dodatkowych informacje, pozwalajacych lepiej zrozumie¢ potencjalny wplyw
makroczasteczek, no$nikow lekow, lekéw lub innych nanoczastek na uktady istotne z biologicznego
punktu widzenia.

Technika BAM w ciagu ostatnich kilku (kilkunastu lat) stala si¢ niezb¢dnym narze¢dziem,
istotnym zaréwno dla zastosowan biologicznych, jak i technicznych, prowadzac do opracowania
nowych materialow i biomateriatdéw. Szerokie i wcigz rosnace zainteresowanie wykorzystaniem
BAM, potwierdzone licznymi publikacjami, udowadnia, ze jest to stale rozwijajaca si¢ dziedzina,
z ktdrg zwigzane sg znaczne nadzieje obecnie przeprowadzanych badan i tych w przysztosci.
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Stowa kluczowe: polisacharydy, rozpuszczalnosé, kontrolowane uwalnianie

Streszczenie

Na przestrzeni ostatnich lat przeprowadzono wicle badan skupiajacych si¢ na aspekcie
kontrolowanego uwalniania substancji aktywnych z rdéznorodnych matryc (no$nikow)
otrzymywanych z udzialem biodegradowalnych polimerow pochodzenia naturalnego oraz ich
pochodnych. Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byto zbadanie mozliwosci
wykorzystania wybranych polisacharydow jako nos$nikéw kofeiny, umozliwiajacych jej
kontrolowane uwalniania w czasie. Matryce w postaci filméw otrzymano z wodnych roztworoéw
mieszaniny agaru (AGR), hydroksypropylometylocelulozy (HPMC), karboksymetylocelulozy
(CMC), utlenionej skrobi ziemniaczanej (USZ) oraz glicerolu pelniacego role plastyfikatora. Filmy
z dodatkiem i bez dodatku kofeiny (kontrolne) uzyskiwano metoda rozprowadzenia cienkiej warstwy
roztworu polimeréw wraz z dodatkami, a nastgpnie usunig¢cia rozpuszczalnika poprzez odparowanie
(25°C, 24h). Analiza fizykochemiczna filméw obejmowata pomiary grubosci, pH, barwy,
rozpuszczalnosci i kinetyki uwalniania kofeiny.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze dodatek kofeiny spowodowal znaczny wzrost
grubosci filméw, ale tylko nieznacznie zmienita pH no$nikéw. Zaobserwowano, ze filmy
inkorporowane kofeing byty biate (nieprzezroczyste), jak rowniez charakteryzowaty si¢ wigkszym
udziatem barwy czerwonej i zottej. Rozpuszczalno$é i stopien uwalniania filmow byty uzaleznione
gléwnie od materiatu z ktérego wykonano matryce. Z wyjatkiem filméw otrzymanych na bazie CMC
i CMC/HPMC, ktore byly w pehi rozpuszczalne w wodzie, inkorporacja kofeing spowodowata
zwigkszenie podatnosci filméw na rozpuszczanie. Sposréd wszystkich badanych probek filmy
uzyskane z mieszaniny USZ/AG wykazywaty najwolniejsze tempo uwalniania kofeiny.

1. Wstep

Nieustanny rozwoj przemystu farmaceutycznego pozwala uzyskaé¢ formy lekéw, ktore
charakteryzuja si¢ coraz lepszymi efektami terapeutycznymi. Jednym ze sposobow ulepszenia
dzialania preparatow leczniczych jest modyfikacja farmakokinetyki uwalnia substancji czynne;j.
Dzieki wykorzystaniu réznorodnych systemow kontrolowanego uwalniania (z ang. DDS- Drug
Delivery Systems) mozliwe jest uzyskanie $rodkéw charakteryzujacych si¢ zarowno szybkim jak
i dlugotrwatym dziataniem. W zaleznos$ci od metody produkcji oraz materialu z ktérego zostat
wykonany nosnik leku mozemy wyr6zni¢ §rodki o przedtuzonym, opdznionym, pulsacyjnym lub
przyspieszonym uwalnianiu. Najpopularniejszym sposobem uzyskania lekéw o zmodyfikowanej
kinetyce uwalniania jest wykorzystanie no$nikéw biopolimerowych, ktorych zaletg jest stosunkowo
prosta technologia ich wytwarzania pozwalajgca otrzymac jednorodne materiaty. Dodatkowo, dzieki
réznorodnos$ci polimeréw mozliwe jest uzyskiwanie odmiennych profili uwalniania. W systemach
nosnikowych substancja aktywna jest najczg$ciej rownomiernie rozpuszczona lub rozproszona
W matrycy polimerowej. Matryce moga ulega¢ pgcznieniu w przewodzie pokarmowym (np.
w zotadku) lub wrecz przeciwnie — rozpuszczac si¢ juz w jamie ustnej. Matryce pierwszego rodzaju
czgsto wytwarzane sg z polimerow, ktore absorbuja wodg. Naleza do nich m.in. ré6znego rodzaju
pochodne celulozowe (metyloceluloza, HPMC) czy tez alginiany. Mechanizm kontrolowanego
uwalniania substancji aktywnych z polimerowych systemow matrycowych moze opieraé¢ si¢ na
aktywnej dyfuzji substancji, osmozie lub erozji matrycy polimerowej (Haznar-Garbacz i Garbacz
2009; Shaik i in. 2012).

Jako systemy uwalniania substancji czynnej bardzo czgsto wykorzystuje si¢ matryce
hydrozelowe. Hydrokoloidy wykorzystywane do ich otrzymywania tworzg tréjwymiarowsa
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usieciowang strukture i charakteryzuja si¢ duzg zdolno$cig absorpcji i utrzymywania wody. Ponadto
pozadane jest aby polimery wykorzystywane do produkcji no$nikow wykazywaty dobrg integralno$¢
mechaniczng, nietoksycznos$¢, oraz okreslong odporno$¢ na czynniki chemiczne i temperaturg.
Nosniki hydrozelowe sa popularne poniewaz cechuje je biodegradowalno$¢ (mikroorganizmy
w odpowiednich warunkach rozkladaja hydrozele wydzielajac dwutlenek wegla, wode i amoniak)
oraz biozgodno$¢ (materiaty z ktérego powstaja no$niki oraz produkty ich rozktadu nie sa toksyczne)
(Tyliszczak i Pielichowski 2007).

Systemy kontrolowanego uwalniania mozna stosowa¢ do dostarczania (do organizmu)
réznych substancji aktywnych. Kofeina (w zaleznosci od pochodzenia botanicznego nazywana
réwniez teing guaraning lub mateing) nalezy do alkaloidow purynowych i przybiera posta¢ biatego,
krystalicznego proszku, ktory charakteryzuje si¢ gorzkim smakiem. Zwigzek ten jest obecnie
najbardziej rozpowszechniong psychoaktywna substancjg na $wiecie. Naturalnymi zrodtami kofeiny
sa napary z roznych gatunkéw ziaren kawowca (Coffea arabica, Coffea canephora), krzewu
herbacianego, (Camelia sinensis), liany brazylijskiej paulinia guarana (Paulinia guarana) oraz
ostrokrzewu paragwajskiego Mate (llex paraguaiensis). Obecna jest rowniez w zarodkach nasion koli
(Cola vera). Na rynku dostgpnych jest wiele lekow i suplementow zawierajacych kofeing. Ponadto
stanowi ona popularny dodatek do napojéw energetycznych oraz typu cola. Wedlug dostgpnych
danych literaturowych w ciggu dnia jedna osoba spozywa $rednio 200 mg kofeiny (Dworzanski i in.
2011; Bojarowicz i Przygoda 2012).

Wplyw kofeiny na organizm cztowieka to temat kontrowersyjny, poniewaz zwigzek
powoduje zarowno negatywne jak i pozytywne skutki zdrowotne. Mechanizm dziatania substancji
opiera si¢ gtdéwnie na hamowaniu receptoréw adenozyny Al i A2, co prowadzi do stymulacji
centralnego uktadu nerwowego. Na skutek dziatania kofeiny wzrasta stgzenie enzymu cyklazy
adenylanowej, co z kolei prowadzi do wzrostu stezenia cyklicznego adenozyno-3’,5’-monofosforanu
(CAMP) w komorce. Dziatanie kofeiny zalezy od spozytej dawki oraz indywidualnych cech
organizmu wptywajacych na szybko$¢ jej wchianiania. Spozycie kofeiny skutkuje przyspieszeniem
bicia serca, rozszerzeniem naczyn krwiono$nych, przyspieszeniem lipolizy w komorkach,
wzmozonym wytwarzaniem wielu neuroprzekaznikow np. acetylocholiny, a takze zwigkszeniem
aktywnosci dopaminy. W konsekwencji nastgpuje Wzrost koncentracji i zmniejszenie sennosci, co
jest gtownym powodem spozywania uzywek zawierajacych kofeing. Co wiecej, wedtug niektorych
badan dlugotrwate przyjmowanie kofeiny moze zmniejszy¢ ryzyko wystgpienia chordb
neurodegeneracyjnych, np. Parkinsona i Alzheimera. Z drugiej strony nadmierne spozywanie kofeiny,
zwlaszcza w poznych godzinach wieczornych, moze prowadzi¢ do bezsennosci co z kolei skutkuje
obnizonym samopoczuciem, a nawet wystgpieniem zaburzen psychicznych takich jak depresja.
Kofeiny powinny si¢ wystrzega¢ osoby cierpiace na schorzenia gastroenterologiczne, poniewaz
substancja moze nasila¢ objawy refluksu przetyku oraz sprzyja¢ rozwojowi wrzodow zotadka po
przez stymulacj¢ wydzielania kwasu solnego (Bojarowicz i Przygoda 2012; Zdrojewicz i in. 2016).
W przypadku ww. o0sob, stopniowe uwalnianie kofeiny w przewodzie pokarmowym moze przyniesé
wymierne korzysci zdrowotne, tj. zmniejszy¢ negatywny wptyw na uktad pokarmowy.Celem badan
przedstawionych w niniejszej pracy bylo wykorzystanie wybranych polisacharydow do otrzymania
nosnikow, ktore pozwolityby na modyfikacj¢ kinetyki uwalniania kofeiny.

2. Materialy i Metody

Materiaty wykorzystane do badan:
e agar (Sigma Aldrich, USA),
e hydroksypropylometyloceluloza (Sigma Aldrich, USA
e karboksymetyloceluloza (Wolfcelulosics, Niemcy),
e utleniona skrobia ziemniaczana LU-1400-3 (WPRZ S.A. Lubon, Polska),
e kofeina (Sigma Aldrich, USA),
e  glycerol (Sigma Aldrich, USA).
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Filmy otrzymywano z 5 % (m/m) wodnych roztworéw polimeréw, zawierajacych glicerol
(2 % m/m), ktory petnit role plastyfikatora. Roztwory filmotworcze otrzymywano z roztwordw
monopolimerowych (CMC, USZ) jak réwniez z roztworéw dwupolimerowych: CMC/AGR (4:1),
USZ/AGR (4:1), CMC/HPMC (4:1), USZ/HPMC (4:1). Polimery i glicerol rozpuszczono w wodzie
destylowanej o temp. 90 °C przez okres 1h. Nastepnie do kazdego roztworu dodano kofeing w takiej
iloéci aby pojedyncze filmy zawieraly 200 mg substancji. Filmy formowano przez naniesienie 13,26
g roztworu na wypoziomowang ptytke wykonang z polichlorku winylu (PCV) o powierzchni 13,26
cm? i suszenie w temp. 25 °C przez okoto 24 h. Otrzymane filmy poddano klimatyzacji w komorze
klimatycznej (MLR-350, Sanyo Electric Biomedical Co.) w temperaturze 25 °C i wilgotno$ci
wzglednej (RH) 50% przez 24h. Otrzymano zaréwno filmy kontrolne bez dodatku kofeiny jak i filmy
inkorporowane tym zwiazkiem.

Pomiar grubosci filmow wykonano przy uzyciu rgcznego grubosciomierza (Mitotuyo Serial
No, 7327) z doktadnoscia do 2 um. Probke badano w kilku miejscach, uzyskane wyniki usredniano.
Pomiar pH filméw wykonano za pomoca pH-metru Elemetron CP-401 przy uzyciu elektrody
Elmetron EPX-3. W celu zmierzenia pH filmow na powierzchni probki umieszczono 20 pl wody, po
czym umieszczano elektrode na powierzchni filmu i po uptywie 2 minut odczytywano zmierzong
wartos$¢. Barwe filmow okre§lano w systemie CIE L*a*b* z wykorzystaniem Kolorymetru NH-310.
Przed wykonaniem badania, kolorymetr skalibrowano na wzorcu bieli. Pomiar barwy
przeprowadzano w trzech powtdrzeniach z zastosowaniem czarnego tta (L* = 21,86; a* = 0,80; b* =
6,51), nastepnie wyniki usredniono. W celu okreslenia rozpuszczalno$ci matryc, klimatyzowane
probki o powierzchni 13,26 cm? zwazono z dokladnoécia do 0,001 g, nastepnie umieszczono
w szczelnie zamknigtych butelkach napetnionych 200 ml wody destylowanej o temperaturze 37 °C.
Po uptywie 24h, ostroznie zlano roztwor znad probki, nastgpnie nierozpuszczong czg¢$¢ probki
przeptukiwano woda destylowana i ostatecznie suszono w temperaturze 25 °C, 50% RH, przez 48h.

Rozpuszczalno$é matryc w wodzie obliczono zgodnie wedtug wzoru:
Rozpuszczalnosé s.s. [%]=(mo-mr)/mo x 100%

gdzie:
mo- masa probki przed rozpuszczeniem [g],
mr- masa probki po rozpuszczeniu i wysuszeniu [g].

W celu zbadania uwalniania kofeiny z matrycy polimerowej, klimatyzowane probki
0 powierzchni 13,26 cm? umieszczono w szczelnie zamknigtych butelkach napetionych 200 ml
wody destylowanej o temperaturze 37 °C. Probki nastepnie wytrzgsano (30 rpm, Benchmark, Incu-
Shaker Mini) i pobierano 0,5 ml ptynu akceptorowego po uptywie 1, 5, 15, 30, 60, 120 minut.
Oznaczenie stezenia kofeiny wykonano przy uzyciu spektrofotometru (Perkin-Elmer Lambda 40)
przy dtugosci fali A=270 nm (Belay i in. 2008). Zawarto$¢ kofeiny obliczono na podstawie krzywej
wzorcowej zgodnie z rOwnaniem: y = 50,56x + 0,999.

3. Wyniki i Dyskusja

Grubo$¢ matrycy biopolimerowej w duzej mierze zalezy od wlasciwosci samego roztworu
(lepko$¢, gestosé, napiecie powierzchniowe) z ktoérego ja otrzymano oraz metody wytwarzania (Pajak
i in. 2013). Tabela 1. przedstawia grubos¢ filmow biopolimerowych kontrolnych i z dodatkiem
kofeiny. Na podstawie pomiaru stwierdzono ze grubos¢ filmow kontrolnych przyjmowata wartosci
w przedziale 73-207 um. Wprowadzenie kofeiny do matrycy spowodowalo znaczne zwigkszenie
grubosci filmow (876-1283 um). W przypadku filmu otrzymanego z CMC zaobserwowano az ~18
krotny przyrost grubosci, z kolei najmniejsza zmiang grubosci odnotowano w przypadku filmu na
bazie CMC/HPMC (~5,5 krotny wzrost badanej cechy). Znaczny przyrost grubosci filmow jest
spowodowany zwigkszeniem udziatu suchych sktadnikow w sktadzie filmow, tj. obecnoscia az 200
mg kofeiny. Dodatkowo, zaobserwowano, ze zwigzek naruszyl integralno$¢ matrycy biopolimerowe;j
w wyniku czego otrzymane filmy byly nieréwne i chropowate.
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Obecnos¢ kofeiny nieznacznie wptyngta na pH filméw (Tabelal). Wartosci pH probek
kontrolnych utrzymywata si¢ w przedziale 5,85-7,23. Karta charakterystyki kofeiny (Sigma Aldrich,
2017) wskazuje ze zwiazek daje delikatnie kwasny odczyn, tj. pH w przedziale 5,5-6,5 (10g/l).

Tab. 1. Grubo$¢, pH i rozpuszezalno$¢ filméw bez dodatku kofeiny (0) i inkorporowanych kofeing
(K). AGR-agar, HPMC-hydroksypropylometyloceluloza, CMC-karboksymetyloceluloza, USZ-
utleniona skrobia ziemniaczana.

Film Gﬂlllr)I%éc' oH Rozpus[g/co]zalnoéc'
CMCO 73+8 6,51+ 0,01 100+0,00
CMCK 1283+2887 6,58+0,00 100+0,00
uszo 126+8 5,85+0,02 43,11+1,2
USZ K 11167104 5,89+ 0,01 87,18+3,2

CMC/AG 0 140+35 6,70+0,03 86,26+1,4
CMC/AG K 877+108 6,62+0,00 96,18+5,4
USZ/AG 0 98+3 5,91+40,04 40,98+2,6
USZ/AG K 963+55 6,10+0,05 77,8147,1
CMC/HPMC 0 207+3 7,23+0,01 100+1,0
CMC/HPMC K 1121+25 6,64+0,00 100+0,5
USZ/HPMC 0 102+20 5,90+0,02 64,65+1,1
USZ/HPMC K 1167+115 6,10+0,03 86,31+0,7

Zmiany kwasowo$ci byly zalezne przede wszystkim od pH wyjsciowego matryc
biopolimerowych. Dodatek kofeiny spowodowat spadek kwasowosci tylko w przypadku filmow
o wysokim pH poczatkowym (CMC/AG i CMC/HPMC). W pozostalych matrycach odnotowano
odwrotna zalezno$¢ tj. niewielki wzrost pH ($rednio o 0,12).

Stopien rozpuszczalnosci filmow kontrolnych i inkorporowanych kofeing przedstawiono
w Tabeli 1. Filmy na bazie CMC oraz CMC/HPMC jako jedyne byly w 100% rozpuszczalne,
niezaleznie od inkorporacji kofeing. Catkowita rozpuszczalno$¢ matryc, ktorych sktadowa jest CMC
wynika z budowy tego polisacharydu. Polimer jest zmodyfikowang forma celulozy otrzymywang
w wyniku reakcji alkalicelulozy z chlorooctanem sodu, dlatego tatwo rozpuszcza w cieptej wodzie
(Szymanski i in. 2015). Podobne wyniki dotyczace szybkiej i catkowitej rozpuszczalnosci matryc
otrzymanych z CMC uzyskali Mohammadi i in. (2018). Dodatek AG do matryc spowodowat
zmniejszenie podatnosci na rozpuszczalnie, zarowno w przypadku filméw na bazie CMC (spadek
0 13,74%), jak i USZ (spadek o 2,13%). W temperaturze 37°C AG przyjmuje forme zelu, co jak
mozna wnioskowa¢ powoduje obnizenie rozpuszczalnosci filméw. AG ulega ponownemu
rozpuszczeniu dopiero po podgrzaniu do temperatury powyzej 85 °C (Armisen i Galatas 2009).
Z kolei dodatek HPMC do filméw na bazie USZ, spowodowat wzrost rozpuszczalnosci o 21,54%.
Woeczesniejsze badania Brindle i Krochta (2008) réwniez wykazaty mozliwos¢ wzrostu
rozpuszczalno$ci filméw po wprowadzeniu tego polisacharydu do matryc otrzymanych na bazie
izolatu biatka serwatkowego. Za wyjatkiem filméow z CMC i CMC/HPMC, dodatek kofeiny
spowodowat zwigkszenie podatnosci nosnikoéw na rozpuszczalno$é. Wyjasnieniem tego zjawiska, jest
najprawdopodobniej zmniejszenie integralnosci filmoéw na skutek obecnosci kofeiny, ktora utrudniata
utworzenie spdjnej sieci polimerowej. Ponadto, wiadomym jest ze kofeina jest rozpuszczalna
w wodzie 0 (2 /100 ml, 25°C) i jej rozpuszczalno$¢é wzrasta wraz ze wzrostem temperatury (Karta
charakterystyki kofeiny Sigma Aldrich 2017).

52|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Tab. 2. Barwa filmow bez dodatku kofeiny (0) i inkorporowanych kofeing (K). AGR-agar, HPMC-
hydroksypropylometyloceluloza, CMC-karboksymetyloceluloza, USZ-utleniona skrobia
ziemniaczana.

Film = a* b*
CMC 0 50,50£0,70 -0,37+0,05 -3,49:0,02
CMC K 99,95+0,03 2,59+0,38 -1,89:0,00
uszo 48,76+0,80 0,15+0,12 -4,21£0,21
USz K 99,980.00 2,88£0,09 2,2+1,41

CMCIAG 0 49.40+0.09 -0,180,02 3,38£0,00
CMCIAG K 99,78+0.01 2,14+0,28 6,83+2,40
USZ/AG 0 46,44=1,82 -0,13+0,04 -3,840,36
USZ/AG K 97,16£0,22 0,06+0,02 -2,21£0,10
CMC/HPMCO |  46,26+0,01 -0,07:£0,08 3,76+0,18
CMC/HPMCK |  99,83+0,28 2,52+0,08 3,95+1,50
USZ/HPMC 0 43,47+0,39 -0,19+0,03 -4,12+0,12
USZ/HPMCK |  99,92+0,00 2,89+0,08 2,51+0,92

W Tabeli 2. przedstawiono parametry barwy filméw. Sktadowa L* okreslajaca jasnosé
filméw kontrolnych przyjmowata wartosci od 43,47 do 50,50. W przypadku filmow z kofeing
zaobserwowano wzrost parametru L* dla kazdego analizowanego nos$nika do warto$ci ~99, co
oznacza ze w porownaniu do probek kontrolnych filmy z kofeing byty bielsze (tj. nieprzezroczyste
na czarnym tle). Parametr a* okresla nat¢zenie barwy od zielonej do czerwonej, z kolei b* od
niebieskiej do zoltej. Dodatek kofeiny, niezaleznie od rodzaju matrycy polimerowej, spowodowat
istotne zwickszenie udziatu barwy czerwonej oraz zoéttej w widmie odbiciowym préobek. Sposrod
probek inkorporowanych kofeing najwicksze natezenie czerwonej barwy zaobserwowano
w przypadku filmoéw USZ/HPMC (2,89), natomiast najbardziej zolte okazatly si¢ filmy otrzymane
z CMC/AG (6,83).

Rys. 1 przedstawia tempo migracji kofeiny z badanych filméw do ptynu akceptorowego
(woda o temp. 37 °C). Sposrod wszystkich analizowanych probek kofeina najwolniej uwalniata si¢
z matrycy na bazie USZ/AG. 11o$¢ uwolnionego zwigzku po uptywie 5 minut wyniost 36,99% ilosci
poczatkowej. Wigksze ilosci kofeiny przenikngty do ptynu akceptorowego po uptywie 5 minut
w przypadku filméw CMC/AG (48,85%) i CMC/HPMC (50,34%). Spowolnienie tempa uwalniania
kofeiny w przypadku USZ/AG i CMC/AG jest spowodowane obecnos$cia AG, ktory ulega zelowaniu
w temperaturze 37°C i opdznia przenikanie (dyfuzj¢) substancji czynnej do ptynu akceptorowego. Jak
przedstawiono w Tabeli 1, film kofeinowy otrzymany na bazie USZ/AG wykazywatl najmniejsza
rozpuszczalno$¢ sposrod wszystkich badanych probek, co moglo warunkowac zaobserwowana niska
szybko$¢ uwalniania kofeiny. Rowniez dodatek HPMC pozwolit opdzni¢ migracj¢ kofeiny (rys. 1).

Badania przeprowadzone przez Nellore i in. (1998) udowodnily, Zze wykorzystanie
wysokich stezen HPMC pozwala spowolni¢ leku (metoprol) nawet o 10 godzin. Szybkos$¢ uwalniania
kofeiny z pozostatych matryc byta znacznie wigksza i miescita si¢ w granicach od 79,71 do 82,97%.
Po uptywie 15 minut z filméw USZ/AG, CMC/AG i CMC/HPMC uwolnito si¢ odpowiednio 68,33,
77,14% 1 81,49% kofeiny. W pozostalych matrycach migracja substancji byta znacznie
intensywniejsza, tj. ilo§¢ uwolnionej kofeiny wynosita ~92%. Po uptywie 1 h nastapilo catkowite
uwolnienie kofeiny z matrycy USZ/AG. W przypadku pozostatych nosnikow, po tym czasie, jak
réwniez po uplywie 2 h, ilos¢ kofeiny ktdra przenikneta do ptynu akceptorowego wynosita >90%.
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Rys. 1. Szybko$¢ migracji kofeiny z filméw do ptynu akceptorowego (woda o temp. 37°C). AGR-
agar, HPMC-hydroksypropylometyloceluloza, CMC-karboksymetyloceluloza, USZ-utleniona
skrobia ziemniaczana.

4. Wnhnioski

Przeprowadzone badania wykazatly, ze wprowadzenie kofeiny do matrycy polimerowej
powoduje znaczny wzrost grubosci filméw, co jest skutkiem zwigckszonego udzialu suchych
sktadnikéw i braku jednorodnosci topografii matryc. Dodatek kofeiny spowodowat wzrost pH
filmow, ktorych kwasowos¢ wyjSciowa osiagneta wartos¢ powyzej 6,6; z kolei odwrotng zalezno$é
(. spadek pH) zaobserwowano w przypadku nosnikéw o pH powyzej 6,6. Filmy inkorporowane
kofeing byly biate oraz charakteryzowaly si¢ wigkszym udzialem barwy czerwonej i zobttej
w poréwnaniu do no$nikow kontrolnych. Rozpuszczalno$¢ matryc uzalezniona byta od materiatu
z ktorego byty wykonane oraz obecnosci kofeiny. Filmy otrzymane na bazie CMC i CMC/HPMC,
zarowno bez jak i z dodatkiem kofeiny, byly catkowicie rozpuszczalne. W niniejszej pracy
udowodniono, ze obecno$¢ AGR w sktadzie nosnikéw pozwolita ograniczy¢ rozpuszczalno$é¢ probek
oraz spowolni¢ uwalnianie kofeiny. Ograniczenie migracji substancji do ptynu akceptorowego udato
si¢ rowniez uzyskac poprzez dodanie HPMC do CMC.
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Streszczenie

Zagrozenia cywilizacyjne takie jak wzrost skazenia srodowiska, wystgpowanie chorob dieto
zaleznych, wysokiekoszty leczenia oraz szybsze starzenie si¢ spoteczenstwa spowodowaty wzrost
zainteresowania zywnos$cia funkcjonalna, ktéra obok dostarczania podstawowych sktadnikow
zywnosSci stanowi takze zrodto substancji wykazujacych dziatanie prozdrowotne. Obecnie duza czes$é
spoteczenstwa zwraca uwagg juz nie tylko na wartos$¢ kaloryczng produktéw, lecz rowniez stara si¢
wprowadzi¢ do swojej diety jak najwigcej substancji aktywnych o potwierdzonym dziataniu
przeciwutleniajacym, przeciwnowotworowym, pro- i prebiotycznym, hepatoprotekcyjnym, itp.
Struktura chemiczna i wlasciwosci zwiazkow fizjologicznie korzystnych sg bardzo zréznicowane.
Sposrod wielu zwiazkéw aktywnych, duzym zainteresowaniem cieszg si¢ karotenoidy. Substancje
z tej grupy to barwniki nadajace Zywnos$ci barwe zo6ita, pomaranczows oraz czerwong. Sg one
naturalnie wytwarzane przez rosliny oraz niektore bakterie i grzyby. W diecie czlowieka uwazane sg
one za jedne z wazniejszych naturalnych przeciwutleniaczy. Znana od dawna astaksantyna, dopiero
w ostatnich latach stata si¢ na tyle popularna, ze zacz¢to wykorzystywacé ja w przemysle spozywczym
i farmaceutycznym. W mniejszej pracy przedstawiono najnowsze doniesienia literaturowe na temat
dziatania astaksantyny i mozliwosci wykorzystania jej potencjatu prozdrowotnego.

1. Wstep

Zanieczyszczenie srodowiska i zywnosci, niewlasciwa dieta i tryb zycia oraz coraz szybsze
tempo zycia codziennego powoduje ze nasz organizm coraz czg$ciej narazony jest na stres
oksydacyjny. Termin ten opisuje brak rownowagi pomiedzy stezeniem reaktywnych form tlenu
(ROS) i wolnych rodnikéow, a zdolnosécig organizmu do detoksykacji i ich usuwania. Wigkszo$¢
wolnych rodnikéw oraz ROS jest silnie reaktywna, i jesli wystepuja w nadmiarze prowadza do
kaskady reakcji, ktore w konsekwencji powoduja uszkodzenia bialek, lipidow i DNA. Zmiany tego
rodzaju, prowadza do wystepowania licznych schorzen, dlatego wielu naukowcow zwraca szczegdlng
uwage na dzialanie przeciwutleniaczy, ktére zmniejszaja uszkodzenia oksydacyjne w komorkach
organizmu 1 przeciwdzialaja stresowi oksydacyjnemu. Astaksantyna jest popularnym
przeciwutleniaczem. Substancja wykazuje zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikow (nadtlenkowego,
podchlorynu czy nadtlenoazotynu) oraz wygaszania tlenu singletowego. Dodatkowo astaksantyna
moze stymulowaé aktywno$¢ enzymdéw antyoksydacyjnych np. dysmutazy ponadtlenkowe;j
i zmniejsza¢ produkcje ROS. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca astaksantyny jest silniejsza niz dziatanie
witaminy E (o 14 razy), p-karotenu (o 54 razy) oraz witaminy C (o 65 razy). Do tej pory
przeprowadzono liczne badania opisujace znaczny potencjat przeciwutleniajacy astaksantyny oraz
skupiajace si¢ na innych wlasciwos$ciach substancji i jej dzialaniu na organizm cztowieka.

2. Opis Zagadnienia

Celem niniejszej pracy jest przeglad i analiza dostepnych danych literaturowych
dotyczacych wiasciwosci i1 zastosowania astaksantyny w przemys$le. Przedstawione badania
laboratoryjne i kliniczne opisujg efekty stosowania astaksantyny we wspoétczesnej medycynie oraz
obrazujg mozliwosci jej wykorzystania.
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3. Przeglad PiSmiennictwa

Astaksantyna (3,3’-dihydroksy-B,B-karoten-4,4’-dion) (rys.1) nalezy do grupy ksantofilow
i w $wiecie roslin oraz zwierzat odpowiada za czerwone wybarwienie tkanek. Specyficzna budowa
chemiczna astaksantyny sprawia, ze wykazuje ona znacznie silniejsze dziatanie przeciwutleniajace
oraz wigksza odporno$¢ na dziatanie wysokiej temperatury i Swiatla, niz pozostale barwniki tego
rodzaju.
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Rys. 1. Struktura astaksantyny (Pogorzelska i in. 2016).

Dodatkowo, moze szybko i swobodnie przenikaé¢ barier¢ krew-mozg. Obecne w jej strukturze
sprzezone wigzania wielokrotne, stanowiace system chromoforowy, odpowiadaja za barwe zwiazku
oraz jej silne wlasciwosci przeciwutleniajace. W poréwnaniu do innych karotenoidéw jest znacznie
bardziej stabilna i polarna, poniewaz w swojej strukturze chemicznej posiada po dwie grupy
hydroksylowe i karbonylowe. Substancja moze wystepowaé¢ w formie trzech stereoizomerow:
(3R,3'R), (3R,3'S) i (3S,3'S). Obecnos¢ atomdéw tlenu w pierScieniach na koncach czasteczki
astaksantyny nadaje im hydrofilowego charakteru. Co wigcej, jej struktura chemiczna jest podobna
do budowy btony komérkowej dzigki czemu jej dziatanie nie jest ograniczone, tj. moze usuwac wolne
rodniki i reaktywne formy tlenu zar6wno we wnetrzu btony komorkowej jak i na jej powierzchni
(Goto i in. 2001; Stachowiak i Czarnecki 2006; Pogorzelska i in. 2016).

Obecnie astaksantyna wykorzystywana jest w przemysle spozywczym, nutraceutycznym
i farmaceutycznym. Wyrdzniamy astaksantyng naturalng i syntetyczng. Tylko niektore gatunki alg,
drozdzy, bakterii Gram-ujemnych i ro$lin sa zdolne do biosyntezy tego zwiazku. Zwierzeta wyzsze
nie sg w stanie syntetyzowac¢ zwiazku de novo, niemniej jednak barwnik jest obecny w ich diecie
czego skutkiem jest rozowe wybarwienie ich tkanek. Uwaza sie, ze najlepszym zrodlem astaksantyny
naturalnej sa algi Haematoccocus pluralis, w przypadku ktorych zawarto$¢ barwnika w warunkach
optymalnego wzrostu wynosi ok. 3% suchej masy. Duze zapotrzebowanie na naturalng astaksantyne
doprowadzito do opracowania innowacyjnych metod opierajacych si¢ na wprowadzeniu czynnikow
stresogennych do $rodowiska bytowania alg, dzieki ktorym efektywno$¢ produkcji tej substancji
moze dochodzi¢ nawet do 4% suchej masy alg. Alternatywnym gatunkiem mikroorganizméw
wykorzystywanym do pozyskiwania naturalnej astaksantyny jest Chlorella zofingensis oraz drozdze
Xanthophyllomyces dendrorhous. Pozyskiwanie zwigzku na skale przemystowa odbywa
z pancerzykow skorupiakéw. Taka forma otrzymywania astaksantyny z jednej strony nie jest
kosztowna, ale z drugiej, ekstrakcja zwiazku odbywa si¢ przy uzyciu wysokiej temperatury co
prowadzi do rozpadu karotenoidu. Problem ten mozna rozwigza¢ poprzez wykorzystanie
rozpuszczalnikow organicznych, co pozwala ekstrahowaé astaksantyne bez wysokotemperaturowej
obrobki, dzigki czemu mozliwe jest ograniczenie jej strat (Stachowiak i Czarnecki 2006; Pogorzelska
i in. 2016). Na rynku dostgpna jest rowniez astaksantyna syntetyczna, do ktorej zalicza si¢
dibursztynylo-disodo-astaksantyne (DDA-disodium disuccinate astaxanthin) oraz astaksantyng
CDX-085. W odroznieniu od naturalnych form zwigzku, DDA jest dobrze rozpuszczalna w wodzie
co stanowi duzg zalete. Z kolei, CDX-085 charakteryzuje si¢ wicksza biodostgpno$cia niz DDA oraz
lepsza dyspersja w wodzie. Budowa syntetycznych astaksantyn jest nieco odmienna od substancji
uzyskiwanej de novo (np. majg inny ksztalt, przylaczone sg do kwaséw ttuszczowych) w wyniku
czego astaksantyna uzyskiwana syntetycznie moze wykazywaé stabsze wlasciwosci
przeciwutleniajace i skutkowa¢ odmiennymi efektami dziatania w przeprowadzanych badaniach
klinicznych (Capelli i in. 2013; Sieradzka i Kotodziejczyk-Czepas 2016).

Glownym zrodtem naturalnej astaksantyny w diecie cztowieka jest migso ryb (losos, leszcz,
pstrag) i owoce morza (krewetki, langusty, kraby), co wynika z faktu, iz substancja ta jest
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wykorzystywana w zywieniu ww. zwierzat. Jej zawarto$¢ w zaleznosci od zwierzgcia, gatunku
i sposobu zywienia moze waha¢ si¢ od 0,28 do 15 mg/100g produktu. Dodatkowym zrédiem
astaksantyny moga by¢ suplementy diety. Wedlug alfanumerycznego systemu oznaczen Unii
Europejskiej, astaksantyna zostala przypisana do grupy barwnikéw i oznaczona symbolem E161j.
Podobnie jak inne karotenoidy, astaksantyna ulega przemianom metabolicznym w organizmie
czlowieka. Zwigzek moze wystgpowaé w postaci wolnej, ale zazwyczaj przyjmuje posta¢ zwigzang
w formie estrow. Metabolizm substancji zaczyna si¢ w nabtonku jelita cienkiego gdzie dochodzi do
hydrolizy estrow astaksantyny oraz jej uwolnienia. W kolejnym etapie, astaksantyna tworzy micele
z wolnymi kwasami tluszczowymi przy udziale kwasoéw zolciowych. Kolejno na drodze dyfuzji
biernej, zwiazek absorbuje do enterocytow dzigki dziataniu trzustkowej fosfolipazy A oraz
lizofosfatydylocholiny. Astaksantyna nastgpnie trafia do chylomikronéw i jest wchtaniana do limfy,
ktora transportuje ja do watroby gdzie taczy si¢ z lipoproteinami. Substancja w najwickszej ilosci
wigze si¢ z lipoproteinami o bardzo matej gestosci (VLDL) — od 36 do 64%, w mniejszej ilosci
z lipoproteinami o matej gestosci (LDL) — 29% oraz wysokiej gestosci (HDL) — 24% (Pogorzelska
i in. 2016).

Wiasciwosci astaksantyny i jej warto$¢ prozdrowotna opiera si¢ gtdéwnie na jej dziataniu
przeciwutleniajacym. Zwiazek przede wszystkim posiada zdolno§¢ zmiatania wolnych rodnikow.
Dane literaturowe potwierdzaja, ze wykazuje ona znacznie silniejsze dziatanie w ,,wychwytywaniu”
reaktywnych form tlenu niz inne karotenoidy, tj. a-karoten, B-karoten, luteina czy likopen. Duza
efektywnos$¢ astaksantyny wynika z jej struktury chemicznej. Karotenoidy z natury potrafiag
wychwytywac tlen singletowy i transportowa¢ wzdhuz podwdjnego wiazania tancucha polienowego,
tym samym konczac tancuch reakcji. Astaksantyna dodatkowo posiada polarne konce, ktdore moga
reagowac z gtdéwnymi grupami fosfolipidowymi i wymiata¢ wolne rodniki z powierzchni lub wngtrza
warstwy lipidowej (Valko i in. 2007; Rodrigues i in. 2012). Dodatkowo, coraz wigcej badan opisuje
wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwnowotworowe czy imunnomodulacyjne astaksantyny.
Stosowanie astaksantyny jest bezpieczne i1 nie wywotuje dziatan niepozadanych. Zaréwno
dlugotrwata suplementacja matymi dawkami astaksantyny (4 mg/ dzien) jak i jednorazowe podanie
znacznej dawki zwigzku (100 mg) nie skutkowato wystapieniem skutkéw ubocznych (Qsterlie i in.
2000; Miyawaki i in. 2008). Rowniez badania na zwierzetach, ktorym podawano astaksantyne
w iloSci siggajacej nawet 12 g/kg m.c. nie oddziatywalo negatywnie na ich stan zdrowia. Astaksantyna
jest stosunkowo szybko usuwana z organizmu, a $redni okres jej pottrwania wynosi okoto 52 dni
(Pogorzelska i in. 2016).

Wedtug dostepnych danych literaturowych z ostatnich lat, astaksantyna moze stanowié
wazny element uzupelniajacy terapi¢ schorzen ukladu krazenia. Niektore doniesienia oprocz
wlasciwos$ci przeciwutleniajgcych, koncentruja si¢ rowniez na dziataniu przeciwzakrzepowym
i przeciwzapalnym astaksantyny (lgielska — Kalwat i in. 2015; Sieradzka i Kotodziejczyk-Czepas
2016). Przyktadowo, Li i in. (2019) indukowali proces zapalny hepatocytow ryby Channa argus
z uzyciem réznych stezen lipopolisacharydu. Nastgpnie wykonano testy in vivo w ktorych
przeprowadzono wstepne leczenie astaksantyna. Otrzymane wyniki pokazaly, ze zwiazek spelniata
istotng rol¢ przeciwzapalna m.in. regulacjac cytokiny prozapalne TNF-a, IL-6 i IL-1p oraz regulujac
szlaki sygnalizacyjne NF-xB i kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK). Wtasciwosci
przeciwzapalne astaksantyny sg dopiero poznawane, jednak dotychczas otrzymane wyniki badan
sugeruja, ze moze by¢ ona szczegdlnie wazna w profilaktyce schorzen ukladu naczyniowego
opierajacych sie na przewlektym procesie zapalnym, np. w przypadku miazdzycy (Sieradzka
i Kotodziejczyk-Czepas 2016).

Z uwagi na coraz czestsze wystepowanie cukrzycy, niektdérzy naukowcy przeprowadzili
doswiadczenia majace na celu zbadanie wpltywu diugotrwatego spozywania astaksantyny na
metabolizm glukozy. Urakaze i in. (2018) przeprowadzili badanie kliniczne na grupie 29 zdrowych
0s6b, wsrod ktorych 16 oso6b przyjmowato astaksantyng (grupa badawcza), natomiast pozostali
placebo (grupa kontrolna). W poczatkowym etapie badan okre§lono poziom hemoglobiny glikowanej
(HbAlc) (wyniki miescity si¢ w zakresie od 5,6 do 6,4%) oraz przeprowadzono test doustnego
obcigzenia 75g glukozy (OGTT). Nastgpnie osoby w grupie badanej przez 12 tygodni przyjmowaty
astaksantyne w ilo$ci 12 mg/dzien. Po uptywie tego czasu u wszystkich pacjentow poddanych
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suplementacji odnotowano znaczny spadek poziomu HbAlc, jak i poziomu glukozy po ponownym
przeprowadzaniu OGTT.

Ograniczenie stresu oksydacyjnego ma duze znaczenie w przypadku schorzen
neurodegeneracyjnych i wiele prac naukowych wskazuje, ze astaksantyna moze odgrywac kluczowsa
role przy profilaktyce i leczeniu chor6b takich jak Alzheimer czy Parkinson (Fakhri i in. 2019).
Opierajac si¢ na tej hipotezie, przeprowadzono badania dotyczace wplywu suplementacji
astaksantyna na stan psychiczny i nastrdj osob zdrowych. W eksperymencie wzigto udziat 28 osob,
z mediang wieku 42 lata, ktorzy przyjmowali 12 mg astaksantyny (grupa badana) lub placebo (grupa
kontrolna). Przed dniem 0 i ponownie na koncu 8-tygodniowego okresu suplementacji, badani
wypehili ankiet¢ w celu oceny nastroju. Ostatecznie wyniki ankiety pokazaly, ze w grupie poddane;j
suplementacji znacznie poprawit si¢ ogdlny stan nastroju (+11%) oraz korzystniej wypadly parametry
warunkujace depresj¢ (0 57%) i zmeczenie (0 36%). Otrzymane wyniki sugerujg ze oprocz poprawy
mierzonych parametrow zwigzanych ze zdrowiem moézgu (schorzenia neurologiczne i funkcje
poznawcze), suplementacja astaksantyng zmniejszyla negatywne cechy nastroju jednoczesnie
wspierajac samopoczucie psychiczne (Talbott i in. 2019).

Inne dostepne dane literaturowe potwierdzaja rowniez, ze astaksantyna przeciwdziata
procesom starzenia si¢ skory redukujac zmarszezki, plamy, piegi oraz dziala ochronnie przeciwko
promieniowaniu UV. Co wigcej, astaksantyna moze przeciwdziala¢é nowotworom powodujac ich
apoptoze, zwicksza site¢ migSni oraz przyspiesza ich regeneracje, dziata ochronnie na Zzotadek
w przypadku zakazenia Helicobacter pylorii, a takze dziata ochronnie na oczy i stawy (Igielska —
Kalwat i in. 2015).

Obecnie astaksantyna jest stosowana przede wszystkim jako pigment w akwakulturze.
Barwnik dodawany jest do pasz ryb oraz owocéw morza w wyniku czego ich migso przyjmuje
intensywniejsza barwe rézowo-czerwona, co skutkuje lepsza jakoscia oraz wigksza akceptacja na
rynku konsumenckim. Dodatek astaksantyny wptywa réwniez pozytywnie na rozwdj akwakultury,
poniewaz poprawia ptodnos¢ zwierzat wodnych. Karotenoid stanowi rowniez popularny element pasz
dla drobiu i §win w celu nadania intensywniejszej barwy mig$niom zwierzat oraz zoitkom jaj kur
(Pogorzelska i in. 2016; Lim i in. 2018).

Badania nad prozdrowotnymi wlasciwosciami astaksantyny pozwolity dostrzec jej potencjat,
dlatego obecnie substancja jest dostepna w formie suplementow diety. Swoje zastosowanie znalazta
rowniez w przemysle spozywczym. Dotychczas byta wykorzystana jako element funkcjonalnego
oleju stonecznikowego, ktory odpowiada za hamowanie utleniania kwasow tluszczowych
w produkcie. Zainteresowanie astaksantyng jest duze, jednak istnieja pewne problemy z jej
wykorzystaniem w branzy spozywczej na skalg przemyslows. Biodostepno$¢ astaksantyny jest
ograniczona, poniewaz zwigzek jest niestabilny chemicznie, co znacznie ogranicza mozliwosci
wykorzystania astaksantyny jako funkcjonalnego sktadnika zywnos$ci. Dodatkowo naturalna
astaksantyna jest stabo rozpuszczalna w wodzie, co rowniez moze ograniczaé jej biodostgpnose.
W $rodowisku naturalnym astaksantyna wystgpuje w postaci estrow, dlatego konieczne jest
przeprowadzenie hydrolizy przez esterazy cholesterolowe, aby doszto do jej uwolnienia. Stopien
absorpcji substancji zalezy w duzej mierze od czynnikdw zywieniowych, np. obecnos$ci tluszczu
w pokarmie. Powyzsze ograniczenia sprawity, ze konieczne stato si¢ prowadzenie badan majacych
na celu opracowanie metod umozliwiajagcych poprawienie stabilnosci astaksantyny oraz jej
biodostgpnosci (Sieradzka i Kotodziejczyk-Czepas 2016; Liam i in. 2018).

Z jednej strony rozwigzaniem problemu, moze by¢ wiaczenie astaksantyny do preparatow
zawierajacych zwigkszong ilo§¢ thuszczu lub wytworzenie emulsji, z drugiej substancje mozna
osadzi¢ w no$nikach umozliwiajacych jej lepsza rozpuszczalno§¢ w wodzie oraz zwiekszajacych
stabilno$¢ zwiazku. Nowe perspektywy dla przysztego zastosowania astaksantyny w produkcji
zywnoéci funkcjonalnej daje wytworzenie nanoemulsji. Mao i in. (2019) wytwarzali nanoemulsje na
bazie trojglicerydu kaprylowo-kaprynowego, glicerynomonosterynianu, surfaktantu (Tween 60) oraz
98% astaksantyny. Ciekle nosniki pozwolity zapewni¢ dobrg stabilno$¢ astaksantyny przez cate 28
dni badania w temperaturze 25°C. Dodatkowo przeprowadzono trawienie in vitro otrzymanych
no$nikow, ktorego wyniki sugerowaly ze nanoemulsje mogg stanowi¢ potencjalng form¢ doustnego
dostarczania astaksantyny, poniewaz zapewniajg dobra strawno$¢ substancji. Inne badanie skupiato
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si¢ nad fotostabilizacjg pigmentu, przy uzyciu oleistej nanoemulsji stabilizowanej fosfolipidami,
nanoemulsji z chitozanem, nanoemulsji stabilizowanych karagening, alginianem wapnia
i tripolifosforanem chitozanu. Nosniki byly tatwe w przygotowaniu, wykluczono
wysokotemperaturowa obrobke oraz wykorzystanie toksycznych odczynnikow, dlatego systemy
moga stanowi¢ dobra baze¢ do tworzenia zywnosci dla zwierzat i ludzi zawierajaca astaksantyne.
Najlepsze efekty fotostabilizacji uzyskano w przypadku no$nikéw z karagening (Alarcon-Alarcon
2018).

4, Podsumowanie i Wnioski

Przedstawione dane literaturowe wskazuja, ze astaksantyna moze stanowi¢ wazny element
w profilaktyce i leczeniu wielu schorzen. Badania kliniczne dostarczaja nowych perspektyw
dotyczacych jej wykorzystania zar6wno w przemysle farmaceutycznym jak i innych dziedzinach
zycia. Oprécz udowodnionego dziatania przeciwutleniajgcego, substancja ta moze wykazywaé
rowniez  wlasciwosci  przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, czy hamujgce  procesy
neurodegeneracyjne. Bazujac na dostepnej wiedzy codzienna suplementacja astaksantyng wydaje si¢
uzasadniona rowniez w przypadku osob zdrowych. Badania pilotazowe sugeruja, ze zwigzek moze
w przysztosci stanowi¢ popularny sktadnik Zywnosci funkcjonalnej. Jednak, aby upowszechni¢
wykorzystanie astaksantyny w przemysle spozywczym wymagane jest przeprowadzenie wigkszej
iloSci oznaczen w celu opracowania metod pozwalajacych uzyska¢ nosniki umozliwiajace
zachowanie stabilnosci i poprawy biodostgpnosci astaksantyny.
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Streszczenie

W pracy zostal oméwiony proces wymiany jonowej oraz podziat jonitéw. Opisano takze
czynniki wplywajace na szybkos¢ wymiany jondw oraz wlasnosci jonitdw w obecnosci roztwordw
elektrolitow. Ponadto poréwnano efektywno$¢ sorbentow t.j. zywic jonowymiennych, wegli
aktywnych, sorbentéw typu ,,low cost” oraz zeolitow w procesach usuwania barwnikéw z roztworéw
wodnych pod katem ich praktycznego zastosowania W procesie oczyszczania §ciekow przemyshu
wiokienniczego. Szczegdlng uwage skupiono na poréwnaniu wartosci pojemnosci sorpcyjnej ww.
sorbentéw wzgledem barwnikow oraz mozliwo$¢ desorpcji zaadsorbowanych barwnikow.

1. Wstep

Wymiana jonowa jest procesem wymiany jonéw pomigdzy roztworem, a jonitem o tym
samym znaku i w ilo$ciach rownowaznych. Jonity zwane rowniez zywicami jonowymiennymi sg
praktycznie nie rozpuszczalne w roztworze i sa zdolne do wymiany jondéw, gdyz zawieraja grupy
jonogenne. Grupy te sg trwale zwigzane z jonitem oraz sg zjonizowane lub zdolne do dysocjacji. Po
wprowadzeniu zywicy jonowymiennej do roztworu elektrolitu zachodzi wymiana jondéw az do
momentu ustalenia sie stanu rownowagi. Roztwor bedacy w stanie rOwnowagi zawiera te same jony
co poczatkowo, natomiast w zmienionym stezeniu, a takze jony zwigzane poczatkowo z jonitem.
Proces wymiany jonowej realizowany jest najczesciej w uktadzie kolumnowym (Rys.1).

\N/
“

Wyciek L
Zﬁaﬁatoryjna 5 ,’;f, ,:1 s kolumna Amberpack™

Rys. 1. Proces wymiany jonowej prowadzony na skale laboratoryjna oraz przemystowa w uktadzie

kolumnowym.

Wykorzystywany jest on m.in. do: odsalania, zmi¢kczania, demineralizacji, usuwania
fosforanow, azotanow oraz zanieczyszczen organicznych z wody, wyodrebniania i odzyskiwania
sktadnikbw z  roztworow  rozcienczonych, do  przerdbki roztworéw  otrzymanych
z hydrometalurgicznego procesu przerobu rud oraz oczyszczania $ciekow. Sposérdd wszystkich
wymienionych zastosowan w gldwnej mierze jest wykorzystywany w procesie demineralizacji wody.
Roéznego rodzaju substancje organiczne zawarte w $Sciekach posiadaja odmienne wlasciwosciami
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w zwigzku z tym mozliwe sg dwa mechanizmy ich usuwania przy wykorzystaniu zywic

jonowymiennych:

— wymiana jonowa czyli proces wymiany jonéw miedzy roztworem, a jonitem 0 tym samym znaku
i w ilosciach réwnowaznych. Proces ten uwarunkowany jest wystepowaniem oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy grupami funkcyjnymi zywicy i grupami funkcyjnymi
makroczasteczek organicznych;

— fizyczna adsorpcja, ktora jest rezultatem wystepowania sit van der Waalsa pomig¢dzy
hydrofobowymi centrami makroczasteczek organicznych (m.in. barwnikdw) i matryca polimeru
(Tan i Kilduff 2007).

Sam proces wymiany jonowej przebiega w nastepujacych etapach:

| poczatkowo zachodzi przemieszczanie si¢ jonu z glebi roztworu do powierzchni jonitu
1 nastepnie jon dyfunduje wewnatrz ziarna jonitu do grupy jonogennej

Il w kolejnym etapie dochodzi do reakcji wymiany

IV wymieniony jon przemieszcza si¢ z wewnatrz ziarna do jego powierzchni

V Wymieniony jon przemieszcza si¢ z powierzchni jonitu do roztworu

Proces wymiany jonowej przedstawiono na Rys. 2:

Kationit-S0sH + Na™+ CT — Kationit-—80sNa"+ H + CT

Anionit-N"(CHs)s OH + Na™ + CT — Anionit-N"(CH:): CT+ Na™+ OH

J .
_I

Rys. 2. Mechanizm wymiany kationowej (2) i anionowej (b).

MDHPHN%‘?%'%IT%IUIHL L3
ahdbakbakhRA])
)

Szybkos¢ procesu wymiany jonowej jest uwarunkowana budowa jonitu (wielko$¢ porow),
rodzajem i ilo$cig grup funkcyjnych, wielkoscig tadunku elektrycznego jonow biorgcych udziat
W procesie wymiany, stezenie elektrolitu, pH roztworu, rodzajem zanieczyszczen obecnych
W roztworze, temperaturg procesu.

2. Opis zagadnienia

Intensywny rozwdj metod opierajacych si¢ na wymianie jonowej, a takze wzrost zakresu ich
wykorzystania i stosowania nastgpit w momencie wynalezienia jonitow charakteryzujacych sig¢
odpowiednimi wiasciwosciami fizykochemicznych. Powszechnie wykorzystywane w technologii
oczyszczania roztworow wodnych i $ciekow zywice jonowymienne (jonity) sa ciatami statymi,
wielkoczgsteczkowymi, nierozpuszczalnymi w wodzie i rozpuszczalnikach organicznych.
Charakteryzujg sie¢ one duzg zdolno$cig wymienng, dobra odpornoscig chemiczng oraz duzg
wytrzymato$cig mechaniczna. Podstawowym parametrem charakteryzujacym jonit jest jego zdolnos¢
wymienna, oznaczajaca ilo$¢ jonow, ktore mogg zosta¢ wymienione z roztworem w przeliczeniu na
jeden gram suchego jonitu lub 1 cm?® speczniatej zywicy jonowymiennej (Florianczyk i Penczek
1998). Kazda zywica jonowymienna zbudowana jest z:
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e matrycy np. polistyrenowej, poliakrylowej, fenolowo — formaldehydowej (Rys.3)

a)
— CH,—CH——CH,—CH——CH,—CH —
—CH-CH;CH— CH"
CH,
|
— CH,—CH —-CH, —CH ------
COOCH
- CH—CH,—----
b)

Rys. 3. Matryce jonitow: styrenowo-diwinylobenzenowa (a) i akrylowo-diwinylobenzenowa (b).

o grupy funkcyjnej: o charakterze kationu: (np. czwartorzedowa amoniowa, trzeciorzgdowa
aminowa, fosfoniowa, sulfoniowa lub grupy funkcyjne o charakterze anionu: (np.
sulfonowa, karboksylowa, aminodwuoctanowa, fosfonowa, fosfinowa) (Rys.4)

3

CH;
| | ! (I:H3
HsC CHs HsC CHz—CHz—OH

a)
Rys. 4. Rodzaje grup funkcyjnych anionitow.

e przeciwjonu.

Wymieniacze jonowe mozemy podzieli¢ ze wzgledu na
a) stopien dysocjacji grup funkcyjnych (Kowal i Ewiderska-Br6z 1996, Nawrocki i Bitozor

2000):

e kationity obojetne lub stabo kwasne posiadajace stabo zdysocjowane grupy funkcyjne,
ktére moga wymienia¢ tylko kationy pochodzace z soli stabych kwasow; efektywne
w obojetnym lub stabo alkalicznym $rodowisku; majg one strukture porowatg

e kationity silnie kwasne z silnie zdysocjowanymi grupami funkcyjnymi, zdolnymi do
wymiany wszystkich kationow, skuteczne w szerokim zakresie pH; mogg mie¢ strukturg
zelu lub makroporowata, ich matryce stanowi zazwyczaj Zywica styrenowa usieciowana
diwinylobenzenem; Kationity silnie kwasne posiadaja grupy funkcyjne typu mocnych
kwasow (-SO3zH) lub ich soli (-SOsNa)

e anionity slabo zasadowe majgce stabo zdysocjowane grupy funkcyjne (np.
pierwszorzgdowe, drugorzedowe i trzeciorzedowe amoniowe), wymieniajace tylko aniony
mocnych kwasow; ich struktura jest makroporowata lub zelowa
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e anionity silnie zasadowe z silnie zdysocjowanymi grupami funkcyjnymi np. -CH2N(CHs)3
lub CHyN(CH3)2(CH2CHOH)*, ktére moga wymienia¢ aniony nawet bardzo stabych
kwasow maja struktur¢ zelowa lub makroporowatg. Anionity tego typu moga byé
stosowane bez wzgledu na odczyn roztworu, poniewaz wystepuja w postaci zdysocjowane;j
w calym zakresie pH.

b) pochodzenie:

e naturalne np. zeolity czyli uwodnione glinokrzemiany sodowe lub wapniowe, ktore
obecnie wychodza z uzytku ze wzgledu na ich gorsze wihasciwosci fizykochemiczne
W poréwnaniu z jonitami syntetycznymi. Naturalne wymieniacze jonowe, w tym i zeolity
nie sg odporne na dzialanie kwasow, pod ktorych wplywem nastgpuje ich rozktad.

e polsyntetyczne pochodzenia naturalnego, poddane przemianom chemicznym np. wegle
sulfonowane. Otrzymywane sg w wyniku sulfonowania wegla kamiennego st¢zonym
kwasem siarkowym (VI). Ta czeSciowa obrobka chemiczna powoduje podniesienie ich
zdolnoéci wymiennej przez zastapienie substancji przeszkadzajacych, dodatkowymi,
czynnymi grupami funkcyjnymi.

e syntetyczne np. syntetyczne glinokrzemiany lub syntetyczne Zzywice organiczne.
Otrzymywane sa zwykle na drodze syntezy organicznej przez polimeryzacje lub
polikondensacje. Sa to substancje nierozpuszczalne w wodzie oraz innych
rozpuszczalnikach organicznych, posiadajg wysoka zdolno$¢ wymienna, wysokg trwatosé
mechaniczng i chemiczng dzigki czemu znajduja szerokie zastosowanie w przemysle.

c) Skfad matrycy (szkieletu) i jej strukture

e organiczne- wsérdd tej grupy najbardziej rozpowszechnione sg syntetyczne wymieniacze
organiczne. Sg one zelami wielkoczasteczkowego, usieciowanego polimeru. Ich wysoka
trwalo$¢ mechaniczna oraz chemiczna, wysoka zdolno§¢ wymienna sprawia, ze sa one
lepsze od pozostatych wymieniaczy jonowych.

e nieorganiczne sa to naturalnie wystepujace w przyrodzie np. gliny, zeolity oraz materiaty
syntetyczne (Minczewski i in. 1973).

Uwzgledniajac strukture przestrzenng zywic jonowymiennych mozna je sklasyfikowac na
zelowe 1 makroporowate. Ich podstawowa struktura jest identyczna: struktura makroczasteczkowa
jest uzyskiwana w obu przypadkach w procesie polimeryzacji jako tzw. kopolimery zelowe, ktorych
wlasciwo$ci transportowe, wynikajace z podatno$ci na proces dyfuzji wewnatrzziarnowe;j,
uzaleznione byly od wielkosci pozornych poréw polimerycznego szkieletu powstajacych miedzy
fancuchami polimeru i wigzaniami sieciujacymi. Réznica miedzy tymi dwoma typami zywic odnosi
si¢ do ich porowatosci. Zywica typu zel posiada naturalng porowato$¢ ograniczong do odlegtosci
miedzy czasteczkami. Jest to struktura typu mikroporowatego. Srednica poréw zywicy zelowej
wynosi 2+3 nm (Zagorodni 2007) i zalezy od stopnia usieciowania kopolimeru i zawarto$ci grup
hydrofilowych. Natomiast zywice typu makroporowatego posiadaja dodatkowa sztucznie
wytworzong porowatos$¢, ktéra jest osiggana poprzez dodatek substancji przeznaczonych do tego
whasnie celu na etapie polimeryzacji. Srednice poréw zywic makroporowatych sa dos¢ duze (do 150
nm), po to aby nastepowata szybka dyfuzja wewngtrzziarnowa do grup jonogennych (Nawrocki
2010). Cechg charakterystyczng tego typu zywic jest mozliwo$¢ wymiany jonow o bardzo duzych
rozmiarach np. makroanionéw organicznych. Posiadajg one duzo wigksza powierzchnie wlasciwag
w poroéwnaniu do zywic zelowych.

Wybdr odpowiedniej zywicy jonowymiennej uwzgledniajacy jej wewnetrzng strukture jest
bardzo wazny podczas wykorzystania jej do konkretnego celu (Rys.5). Zywice makroporowatre
posiadajace duza powierzchni¢ wlasciwa, umozliwiaja szybki i tatwy proces wymiany jonoéw
0 duzych rozmiarach. Z kolei w zywicach mikroporowatych wymieniane jony dyfunduja przez
struktur¢ Zelu do poszczegodlnych centrow wymiennych. W jonitach mikroporowatych wszystkie
grupy funkcyjne sa dostepne dla wymiany pod warunkiem, ze jony wymieniane nie posiadajg zbyt
duzych rozmiarow.
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Rys. 5. Schemat budowy zywicy zelowej (a), zelowej-rozgalezionej (b), porowatej (c) i porowatej-
rozgalezionej (d).

b)

3. Przeglad literatury

Jonity polimeryzacyjne cechuje: duza zdolnos¢ wymienna, dobra odpornos¢ chemiczna oraz
duza wytrzymato$¢ mechaniczna w porownaniu do jonitow polikondensacyjnych dzigki czemu
stanowiag One obecnie przewazajaca cze¢$¢ §wiatowe]j produkcji przemystowej. Co wiecej dzigki
wprowadzeniu do produkcji przemystowej jonitow makroporowatych, 0 rzeczywistych wymiarach
poréow wigkszych niz wymiary czasteczkowe, udato si¢ uzyska¢ poprawe zdolnosci kinetycznych
stosowanych wymieniaczy jonowych (Dgbrowski 2006). Do usuniecia barwnika SPADNS (Rys.6)
Greluk i Hubicki (Greluk i Hubicki 2011) wykorzystali anionity makroporowate o matrycy
polistyrenowej (Amberlyst A-21 i Amberlyst A-29) réznigce si¢ miedzy sobg zasadowoscig grupy
funkcyjnej. Uwzgledniono wplyw poczatkowego stgzenia barwnika i czasu kontaktu fazowego w celu
oceny zdolno$ci sorpcyjnej wymieniaczy anionowych. Dane réwnowagowe zostaly wyliczone
w oparciu o réozne modele izoterm adsorpcji, w tym Langmuira, Freundlicha i Dubinina-
Radushkevicha. State szybkosci reakcji wymiany obliczono stosujac model pseudo-pierwszego
rzedu, pseudo-drugiego rzedu oraz dyfuzji miedzyziarnowej Morrisa-Webera. Wyniki wykazaty, ze
adsorpcja barwnikow w stanie rownowagi jest zgodna z rownaniem Langmuira, a kinetyke retencji
SPADNS na obu wymieniaczach anionowych mozna najlepiej opisa¢ za pomoca modelu pseudo-
drugiego rzedu. Najwigksza pojemnos¢ sorpcyjna podczas adsorpcji SPADNS uzyskano stosujac
silnie zasadowy Amberlyst A-29 i wynosita ona 387,7 mg/g, natomiast dla stabo zasadowego
Amberlyst A-21 wartos¢ ta byta praktycznie o potowe nizsza i wynosita 187,6 mg/g.

HO HO
SO I
Q, )
MNa* 0 \D

Ma®
M =570.4 g/mol CAS: 23647-14-5
Rys. 6. Wz6r strukturalny SPANDS.

Interesujace sa rowniez badania Wawrzkiewicz i Hubickiego (Wawrzkiewicz i Hubicki
2008), ktorzy do usunigcia C.I. Acid Blue 74 wykorzystali anionity zelowe Amberlite IRA-67
i Amberlite IRA-402 r6znigce si¢ miedzy sobg grupami funkcyjnymi oraz matrycg. Podczas sorpcji
barwnika C.I. Acid Blue 74 na wykorzystanych anionitach stwierdzono, ze wraz ze wzrostem temp.
293-328K ilos¢ substancji zaadsorbowanej ro$nie. Pojemnos$¢ sorpcyjna uzytych anionitéw wynosita
46,6 mg/g i 79,3 mg/g kolejno dla Amberlite IRA-67 i Amberlite IRA-402.

Warto takze wspomnie¢ o badaniach majgcych na celu Usunigcie barwnika bezposredniego
C.1. Direct Blue 71 na anionicie Lewatit MonoPlus SR-7. Pojemno$¢ sorpcyjna anionitu wzgledem
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C.1. Direct Blue 71 wynosita 850,2 mg/g. Dodatek soli t.j: Na,COs oraz Na,SO, w zakresie od 5 do
25 g/dm® do roztwordw zawierajagcych w/w barwnik w iloéci 100 mg/dm® spowodowat wzrost
pojemnosci sorpcyjnej. Ilosci barwnika bezposredniego zaadsorbowanego przez anionit w stanie
réwnowagi (qe) z roztworéw o stezeniu wyjéciowym adsorbatu 100-1000 mg/dm? s3 zblizone do tych
wartosci, ktdre zostaty obliczone z rdwnania kinetycznego pseudo-drugiego rzedu, co potwierdzaja
warto$ci wspdtczynnikéw determinacji r2. Brak wyraznego wptywu pH roztworu na retencje
barwnika oraz niezadowalajaca jego desorpcja z fazy anionitu (wydajnos¢ desorpcji 12,1 %, eluent:
1 M NaOH w 90% v/v metanolu) wskazuja, ze proces jego wigzania ma charakter mieszany
z dominujagcym udzialem chemisorpcji (Wawrzkiewicz i in. 2017).

W ciagu ostatnich lat podj¢to proby poszukiwania nowych, a zarazem tanich sorbentow
wykorzystywanych w procesach sorpcji roznych substancji, jonow metali cigzkich, a takze
barwnikow ze $ciekow. Istota tego problemu jest zastapienie drogich tradycyjnych sorbentow tanimi,
ktore czesto sg produkowane z materiatdéw odpadowych (z ang. low-cost). Niektore z nich powstaja
z odpadow, ktore nie znajduja juz zadnego zastosowania, zaliczamy do nich m. in. tuski ryzowe,
stoma czosnkowa, skorki, pestki owocow cytrusowych, odpady rolnicze, popioty lotne, torf oraz
wiele innych (Rafatullah 2010).

Hameed i in. (Hameed 2008) zbadali zdolnosci sorpcyjne adsorbentu przygotowanego
z odpadow kokosowych (CBW) i odpadéw rolniczych do usuwania zasadowego barwnika (bigkitu
metylenowego) z roztworu wodnego. Eksperymenty prowadzono w temp. 303K w celu zbadania
wptywu pH i poczatkowego stezenia blekitu metylenowego (MB). Wyznaczyli izotermy adsorpcji
w oparciu 0 modele Langmuira, Freundlicha i Temkina. Uzyskane wyniki byly zgodne z modelem
izotermy Langmuira, pojemno$¢ monowarstwy wynosita 70,92 mg/g w temp. 303K. Kinetyka sorpcji
zostata opisana przy uzyciu rOwnania pseudo-pierwszego rzedu, pseudo-drugiego rz¢du i rownania
dyfuzji wewnatrzczasteczkowej. Dane eksperymentalne bardzo dobrze opisywal model réwnania
kinetycznego pseudo-drugiego rzedu.

Nasiona papai, ktore sa powszechnie dostepnym produktem odpadowym w Malezji zostaty
wykorzystane do usunigcia biekitu metylenowego. Przeprowadzone badania miaty na celu zbadanie
wplywu czasu kontaktu, poczatkowego stezenia barwnika (50-360 mg/dm?) i pH (3-10) na usuwanie
biekitu metylenowego (MB) w temperaturze 303K. Maksymalna zdolnosci adsorpcji wynosita 555,56
mg/g. Kinetyka procesu sorpcji zachodzita zgodnie z rownaniem pseudo-drugiego rzedu. Uzyskane
wyniki badan wykazaty, ze nasiona papai sg bardzo skuteczne w usuwaniu btekitu metylenowego
z roztworoéw wodnych (Hameed 2009).

Na uwage zastuguja rowniez wegle aktywne (materiaty weglowe), ktére otrzymywane sa
gldwnie z surowca organicznego, takiego jak torf, antracyt, drewno, trociny, wegiel brunatny czy tez
kamienny, a takze z substancji pochodzenia zwierzgcego np. kosci. Wegle otrzymywane ze skorup
orzechow oraz pestek owocow charakteryzuja si¢ znaczng wytrzymalosciag. Materialy weglowe
charakteryzujg si¢ duza powierzchnig wilasciwa (300 — 2500 m?%/g), silnie rozwinietg strukturg
porowata (mikropory, mezporoy) oraz mozliwoscia modyfikacji powierzchni. Ww. cechy
przyczynily si¢ do zastosowania wegla aktywnego w procesach usuwania barwnikow ze Sciekow.
Wegiel aktywny zastosowano do usuwania barwnikéw reaktywnych. Orfao i wspotpr. (Orfao 2006)
zbadali zdolnosci sorpcyjne wegla wzgledem C.l. Reactive Red 241. Maksymalna pojemnos¢
adsorpcji wyznaczona w temp. 298 K i dla réznych probek wegla zmieniata si¢ w kolejnosci ACa
(lekko kwasowe)<ACo (hormalne) <ACb (lekko zasadowe), najwieksze wartosci uzyskano w pH=2.
Proces ten mozna wyttumaczy¢ wzrostem zasadowosci probek z ACa do ACb. Kinetyke adsorpcji na
trzech rozpatrywanych probkach wegla opisywano modelem pseudo-drugiego rzedu. Wielo$cienne
nanorurki weglowe i sproszkowany wegiel aktywny zostaly wykorzystane przez Prola i in. (Prola
2013) jako potencjalne adsorbenty do usuwania C.I. Direct Blue 53 z roztworé6w wodnych. Przy pH
2,0 optymalna adsorpcja barwnika zostata osiagnigta przez oba adsorbenty. Stan rownowagi zostat
osiagnigty po 3 i 4 h odpowiednio stosujac nanorurki weglowe i sproszkowany wegiel. Maksymalna
pojemnos¢ sorpcyjna adsorpcji barwnika wynosita 409,4 i 135,2 mg/g odpowiednio dla nanorurek
weglowych i sproszkowanego wegla. Przeprowadzone badania wykazaty, ze nanorurki wgglowe wraz
z zaadsorbowanym barwnikiem C.I. Direct Blue 53 mozna regenerowac przy uzyciu mieszaniny 50%
acetonu + 3 mol/dm® NaOH. Wegle aktywne s substancjami nietoksycznymi i tatwymi do utylizacji
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po zuzyciu, dlatego tez odgrywaja dosy¢ wazna role w procesach oczyszczania $ciekow, natomiast
ze wzgledu na wysoka ceng ich wykorzystanie jest ograniczone.

4. Podsumowanie

Wymiana jonowa juz od dawna posiada stabilne i wazne miejsce w technologii oczyszczania
sciekow. Wiaze si¢ to m.in. z upowszechnieniem metod wykorzystujacych réznego typu zywice
jonowymienne, bez ktorych obecnie cigzko byloby si¢ obejs¢ w wielu dziedzinach przemystu
chemicznego (Bogoczek i Surowiec 1978). Jak pokazuje przedstawiony przeglad literaturowy jonity
réznego typu jako adsorbenty barwnikoéw wykazuja bardzo dobre wlasciwosci sorpcyjne.
W pordéwnaniu z innymi adsorbentami jonity moga znalez¢ praktyczne zastosowanie W procesach
sorpcji barwnikow z roztworéw wodnych i $ciekow.
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Streszczenie

Intensywny rozwdj wielu galezi przemyshu m.in. wldkienniczego, papierniczego, tworzyw
sztucznych, zuzywajacych duze ilosci wody stat si¢ przyczyng zanieczyszczenia i skazenia
srodowiska wodnego. W zwigzku z tym koniczne stalo si¢ ograniczenie wyciekow oraz ich
oczyszczanie, ktore poza $rodkami powierzchniowo czynnymi, utleniaczami, zasadami, kwasami
zawieraja rowniez barwniki. Barwniki zawarte w wodzie utrudniaja przenikanie promieni
stonecznych, przez co hamujg proces fotosyntezy i rozwdj biocenozy.

1. Wstep

Woda jest substancja niezbedna do zycia. Kazdy organizm zawiera wodg i potrzebuje jej
zeby zy¢. Nasza planeta Ziemia pokryta jest w 71% woda. Zdecydowana wigkszo$¢ znajduje si¢
w morzach i oceanach i jest niedostgpna do spozycia przez ludzi (okoto 97%), natomiast pozostate
3% zajmuje woda stodka (ladolody, lodowce, wieczne $niegi i 16d gruntowy oraz glebinowe wody
podziemne). Z tych 3% tylko niewielki 0,06% jest fatwo dostepny, dla roslin, zwierzat i ludzi.
Znajduje sie w jeziorach, rzekach, bagnach, glebie i atmosferze oraz w samych organizmach (Rys.1).

WODA
POWIERZCHNIOWA

WODA NA ZIEMI WODA SLODKA

11%

2%
rzeki © bagna = jeziora

woda powierzehniowa 0,3%
mwody podziemne 31.4%
pokrywa lodowa i lodowce 68,3%

woda stodka  ® woda stona (oceany)

Rys. 1. Zasoby wodne Ziemi.

Ze wzgledu na gwaltowny wzrost liczby ludnoéci oraz dziatalno$¢ przemystowsa
zapotrzebowanie na wode podwaja si¢ globalnie co 21 lat. Blisko ponad 80 krajow stanowigcych 40%
$wiatowej populacji zmaga si¢ z kryzysami wodnymi. ONZ (Organizacja Narodow Zjednoczonych)
oszacowalo, ze do 2025 r. niedobor wodny moze dotknaé az 2,7 miliarda ludzi. Co wigcej, wiele
z tych krajow walczy z brakiem czystej wodny. Z powodu chordéb zwigzanych ze spozyciem

69|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 1

zanieczyszczonej wody umiera rocznie okoto 5-10 miliondéw ludzi. W zwigzku z powyzszym
zapotrzebowanie na czysta wode z roku na rok rosnie. Poszukiwane sg coraz bardziej nowoczesne
i ekonomiczne technologie oczyszczania wody/$ciekow. Rekultywacja, recykling i ponowne
wykorzystanie $ciekow sa konieczne do spelnienia wymagan dotyczacych wody do nawadniania,
przemystu oraz zastosowan domowych ze wzgledu na rosnaca populacje i rozwdj w wielu czesciach
$wiata (Rijsberman 2006). Pod pojeciem rekultywacja rozumiemy przywracanie warto$ci
uzytkowych lub przyrodniczych terenom zniszczonym przez dziatalno$é¢ cztowieka. Ma ona na celu
przywrocenie poprzednich funkcji, a takze cech fizycznych, chemicznych i biologicznych jak
najbardziej zblizonych do naturalnych. W przypadku oczyszczania $ciekow polega ona na
wytworzeniu wody o wysokiej jakosci, ktora jest ponownie wykorzystywana do zastosowan
rolniczych i przemystowych. Recykling $ciekdw opiera si¢ na odzyskaniu wody i ponownym jej
wykorzystaniu.

Scieki to woda, ktora zostata wykorzystana do okreslonego celu i zawiera réznego rodzaju
zanieczyszczenia pochodzace z terenow przemystowych, rolnych i miejskich, ktore trzeba usunaé
przed ponownym wprowadzeniem wody do srodowiska. Nieoczyszczone $cieki powoduja skazenie
wod powierzchniowych oraz podziemnych i wylaczenie ich z uzytkowania gospodarczego
i spotecznego. Do najbardziej niebezpiecznych zanieczyszczen S$rodowiska zaliczamy S$cieki
przemystowe zawierajace w duzej mierze zwigzki organiczne i nieorganiczne, takie jak barwniki,
zwiazki fenolowe, zwiazki aromatyczne i metale cigzkie (Ahuja 2009, Al-Asheh i in. 2003). Scieki
te mogg zawiera¢ nie tylko znaczne ilosci barwnikow, ale takze srodkéw pomocniczych (np. soli,
kwasow, alkaliow, substancji powierzchniowo czynnych) oraz wiele specyficznych zanieczyszczen
(np. tluszcze, woski, kazeina, substancje bielace, krochmal). Owe substancje trafiajg do $ciekow
w takiej ilosci, w jakiej je wprowadzono do barwnej kapieli i co wigcej nie zuzywajg si¢ w procesie
barwienia witokna w przeciwienstwie do barwnikéw. Ze wzgledu na zréznicowany sklad
i pochodzenie konieczna jest ich obrobka oraz poszukiwanie prostych i efektywnych metod ich
oczyszczania.

Wsrod wielu znanych metod ich oczyszczania za najbardziej efektywne uznaje si¢ obecnie
metody fizykochemiczne i chemiczne. W pierwszym etapie oczyszczania §ciekow zawiesiny i osady
oddziela si¢ na drodze sedymentacji grawitacyjnej, sedymentacji odsrodkowej lub filtracji ztozone;.
Nastegpnie w drugim etapie w zaleznosci od sktadu §ciekdow oczyszczanie mozna prowadzi¢ jedna lub
kilkomaz podanych metod: koagulacja, flokulacja, adsorpcja/wymiana jonowa, elektroliza,
elektrodializa, odwrocona osmoza, neutralizacja, utlenianie i redukcja (Anielak 2000).

2. Opis zagadnienia

Barwniki uwalniane z przemystu farbiarskiego maja negatywny wplyw na $rodowisko
i ludzkie zdrowie. Zawarto$¢ barwinkéw w $ciekach widkienniczych po procesie barwienia waha si¢
w granicach od 2 do 50% w zalezno$ci od rodzaju zastosowanego barwnika (Hessel i in. 2007).

Barwniki sg to zwigzki organiczne pochodzenia naturalnego lub syntetycznego, ktore nadajg
kolor takim substancjom jak wtdkno tekstylne, skora, wlosy, tworzywa sztuczne lub wosk. Cztowiek
od dawna wykorzystuje barwniki, niegdys pozyskiwano je przez ekstrakcje surowcdéw roslinnych tj.
lisci, kwiatow, korzenia i owocdéw. PO zageszczeniu wyciggu i izolacji barwnika uzyskiwano
preparaty barwigce, ktore sg mniej szkodliwe dla konsumenta. Do dzisiaj produkowane sa barwniki
naturalne (Rys.4), ale wykorzystuje si¢ je w duzo mniejszym stopniu gdyz daja mniej intensywne
zabarwienie w porownaniu od tych otrzymywanych syntetycznie. Jednym z naturalnie
otrzymywanych barwnikow jest kurkumina. Barwnik barwy zottej, otrzymywany na drodze ekstrakcji
Z ktaczy rosliny kurkuma. Wykorzystywana jest ona do barwienia zywnosci, thuszczow oraz jako
wskaznik kwasowosci tzw. papierki kurkuminowe. Hematoksylina jest niebieskim barwnikiem,
pozyskiwanym z drzewa kampeszowego. Najczes$ciej wykorzystywana jest do barwienia welny,
jedwabiu, wiokien poliamidowych, wloséw dajgc odporne na $wiatto barwy fioletowe lub czarne. Co
wiecej, stosuje si¢ ja rowniez do barwienia komorek na czerwono w srodowisku kwasnym, natomiast
w $rodowisku zasadowym do barwienia komodrek na niebiesko.

Zwigzki chemiczne wykorzystywane jako barwniki powinny charakteryzowaé sie¢ m. in.
zdolno$cig do barwienia innych materialéw, stabilno$cig w postaci statej w danej temperaturze,
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odpornoscig na blakniecie pod wptywem $wiatta, chemikaliow i prania oraz odporno$cig na kwasy
i zasady (Ozcan i Ozcan 2004). Kolor barwnika jest $ci$le zwigzany z selektywnym pochtanianiem
$wiatta o wybranej dhugosci fali (odpowiednim kolorze). Swiatlo widzialne sktada si¢ z fal
o dhugosciach w zakresie od okoto 375 lub 400 nm do okoto 760 lub 780 nm. Gdy promien $wiatta
napotyka pigment, czeséci spektrum sg wchianiane przez wigzania chemiczne. W czasteczce barwnika
obecne s3 dwa rodzaje ugrupowan: chromoforowe i auksochromowe. Grupy, ktére modyfikuja
zdolno$¢ chromoforéw do pochfaniania $wiatta, nazywane sg auksochromami (NOz, NO, N = N).
Czg$¢ czasteczek, atomoéw lub jondw, ktora zapewnia kolor poprzez adsorbowanie diugosci fali
w zakresie widzialnym (380-780 nm), nazywa si¢ chromoforami (OH, NHz, NHR, NR> i COOH).
Czasteczki barwnikow moga zawiera¢ takze inne podstawniki, ktore nadajg im specyficzne
wlasciwos$ci wplywajac na ich rozpuszczalnos¢ czy poprawe trwatoscei.

Kurkumina

Ostryz dlugi (kurkuma)

S A
HO OH
OCHs H3CO

Rys. 2. Synteza naturalnych barwnikow.

Proces barwienia prowadzacy do nadania produktom i tkaninom porzadnych cech i barw
oparty jest na zjawisku przenoszenia czasteczek z osrodka otaczajacego widokno do jego wngtrza.
Migdzyfazowy ,transport” barwnika z otoczenia do wngtrza widkna jest procesem ztozonym
z szeregu procesOw czastkowych do ktérych zaliczamy:

o dyfuzje barwnika z fazy otaczajacej widkno do jego powierzchni,
e sorpcje barwnika na zewnetrznej powierzchni wtokna,
o dyfuzje barwnika do wewnatrz wtdkna,

e sorpcje barwnika w objgtosci widkna.

Podczas barwienia pomiedzy barwinkiem, a barwionym materialem moga tworzy¢ sig
oddziatywania mi¢gdzyczasteczkowe np. sity van der Waalsa Trwato$¢ i fatwos$¢ wigzania czasteczek
barwnika z widknem zalezy w znacznej mierze od odpowiedniej struktury chemicznej i fizycznej
wiokna (Anielak 2000, Lipp-Symowicz 2003).

Barwniki mozna klasyfikowa¢ na dwa zasadnicze sposoby, w zaleznos$ci od sktadu
chemicznego lub zastosowania. Barwniki majg szeroki zakres zastosowania i sg stosowane do
barwienia wielu roznych substancji. Wykorzystywane sg do nadawania koloru tkaninom i tworzywom
sztucznym. Sg réwniez stosowane w przemysle spozywczym, poligraficznym, skorzanym, a takze
w medycynie do barwienia preparatow farmaceutycznych (Bensalah 2009).

Barwniki organiczne sg zbudowane z pochodnych aromatycznych takich zwiazkow, ktore
dysponuja ruchliwymi, luzno zwigzanymi z czasteczka, elektronami nt (np. benzen, naftalen, antracen,
zwiazki heterocykliczne, benzydyna, fenylenodiamina) oraz réznych grup funkcyjnych. Barwniki
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obejmujg bardzo szeroka grupe zwiazkow. Klasyfikacja chemiczna barwnikéw jest uzyteczna
w przypadku analizowania metod syntezy barwnikéw, ich budowy chemicznej oraz zaleznosci
pomiedzy budowa, a rdéznymi wlasciwo$ciami. Uwzglednia takze obecnos$ci ugrupowan
chromoforowych oraz ich zastosowanie. Biorac pod uwage powyzsze wyrdzniamy barwniki
polimetynowe, policyklochinonowe, nitrowe i nitrozowe, akrylometanowe, akryloaminowe, azowe.
Grupa chromoforowa w barwnikach azowych jest grupa azowa (-N = N-). W zaleznosci od potaczenia
grupy azowej z grupami aromatycznymi w czasteczce, zwiazki te maja barwe z6tta, pomaranczowa,
czerwong lub brazowa. Barwniki nitrowe naleza do grupy barwnikow w ktorych chromoforami sa
grupy nitrowe —NO». Sa one pochodnymi naftoli, fenoli lub amin aromatycznych. W czasteczce
zawieraja grupy sulfonowe. Glownie stosowane sg jako barwniki kwasowe do barwienia bawelny
i jedwabiu naturalnego.

Klasyfikacja techniczna sprawdza si¢ przy okreslaniu mozliwosci zastosowania barwnikow
do réznych celéw oraz sposobu barwienia, gdzie najwazniejsze s3 zagadnienia rozpuszczalnosci
i chemicznych whasciwosci barwnikow. Zgodnie z ta klasyfikacja barwniki dzielimy na kwasowe,
zasadowe, zaprawowe, bezposrednie, reaktywne, kadziowe i siarkowe. Ponadto z uzytkowego punktu
widzenia wyrdzniamy barwniki rozpuszczalne w wodzie i nierozpuszczalne w wodzie. Do pierwszej
grupy zaliczmy barwniki rozpuszczalne w wodzie z wytworzeniem barwnego kationu (barwniki
zasadowe) i barwnego anionu (barwniki kwasowe, reaktywne, bezposrednie), do drugiej grupy
zaliczamy barwniki nierozpuszczalne w wodzie np. zawiesinowe lub tworzone na wtoknie (barwniki
lodowe, zaprawowe) (Sokotowska 2005).

3. Przeglad literatury

Barwniki reaktywne zostaly odkryte w 1956 roku przez J. Rattee i P. Stephen. Ze wzgledu
na dobrg rozpuszczalno$¢ w wodzi wykorzystywane sg do barwienia widkien celulozowych.
Zawierajg tatwo rozrywajace si¢ aktywne wigzania albo odrywajgce si¢ podczas barwienia aktywne
atomy lub grupy. Ich czgsteczki zawieraja uklady, ktore tworzg kowalencyjne, trwate wigzania
z grupami wodorotlenowymi celulozy. Podstawienie to zachodzi wedlug mechanizmu
nukleofilowego. Barwniki te zwykle nie wykazuja dostatecznego powinowactwa do barwionych
wiokien. Wigzanie miedzy wioknem, a barwnikiem tworzy si¢ poprzez odczepienie aktywnej grupy
lub rozerwanie aktywnego wigzania barwnika. Dlatego wazne jest, aby podczas barwienia
barwnikami reaktywnymi alkalizowa¢ kapiele wtedy, gdy barwniki zaczng przenika¢ do widkna, co
spowoduje zmniejszenie stopienia hydrolizy. Wybarwienia tymi barwnikami charakteryzuja si¢
odpornoécig na czynniki mokre oraz bogata paleta barw (Mielnicki 1991).

Barwniki reaktywne ze wzgledu na szeroka game¢ kolorystyczna, trwale wigzanie
z wloknem, dobre odpornosci otrzymanych wybarwien oraz stosunkowo tatwg synteze sg czgsto
stosowane w przemysle widkienniczym. Czern reaktywna 5 (Reactive Black 5, RB5), nalezy do grupy
barwnikow reaktywnych i zajmuje pierwsze miejsce pod wzgledem ilosci produkcji. W przemysle
tekstylnym wystepuje pod réznymi nazwami: Cavalite Black B, Remazol Black GF, Remazol Black
B, Diamira Black B i wiele innych (Gibbs i in. 2004). Greluk i Hubicki (Greluk i Hubicki 2013)
podjedli probe usunigcia trzech barwnikow reaktywnych z roztworow wodnych rozniacych si¢
mi¢dzy soba masa czasteczkowa i struktura. Usuwali Reactive Black 5, Reactive Red 2 oraz Reactive
Red 120 za pomoca silnie zasadowej, polistyrenowej zywicy Amberlite TRA-900. Dane
eksperymentalne dotyczace adsorpcji wykazaty dobra korelacj¢ z modelem izotermy Langmuira.
Analiza wskazala, ze wraz ze wzrostem temp. 298-318 K pojemnos$¢ sorpcyjna Amberlite IRA-900
ro$nie. Maksymalng pojemno$¢ sorpcyjna dla Amberlite IRA-900 uzyskano wzgledem Reactive
Black 5 i wynosita ona 1648 mg/g, natomiast dla Reactive Red 2 i Reactive Red 120 wynosita kolejno:
1630 mg/g i 1043 mg/g. Czasteczka barwnika posiadajgca wigksze rozmiary (Reactive Red 120) duzo
gorzej adsorbuje si¢ w poréwnaniu do tych o mniejszych rozmiarach (Reactive Black 5). Ponadto
warto rowniez zauwazy¢, ze barwnik Reactive Red 120 posiada wigcej grup funkcyjnych
w poréwnaniu do pozostatych, uzytych barwnikow co rowniez mogto si¢ przyczyni¢ do zmniejszenia
wydajnosci sorpcyjnej zywicy anionowymiennej.
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Rownanie Langmuira wykazalo dobre dopasowanie do danych eksperymentalnych
dotyczacych adsorpcji rownowagi. Wptyw $rodka powierzchniowo czynnego na adsorpcj¢ barwnika
zalezato wyraznie od rodzaju $rodka powierzchniowo czynnego obecnego w roztworze oraz od
struktury barwnika. Niejonowe i anionowe $rodki powierzchniowo czynne nie wykazaly wptywu na
adsorpcje Reactive Black 5 i Reactive Red 2. Natomiast obecno$¢ tych samych $rodkow
powierzchniowo czynnych miata wyrazny wplyw na adsorpcj¢ Reactive Red 120. Kationowy $rodek
powierzchniowo czynny miat negatywny wplyw na adsorpcje wszystkich trzech barwnikéw. Pomiary
kinetyczne wykazaty, ze czasteczki barwnikow o mniejszych rozmiarach tj. Reactive Black
5 i Reactive Red 2 wykazato szybsze wigzanie z zywicg anionowymienng niz barwnik o duzej masie
czasteczkowej Reactive Red 120. Kinetyka procesu sorpcji jest zgodna z modelem kinetycznym
pseudo-drugiego rzedu.

Barwniki bezposrednie s3 to rozpuszczalne w wodzie sole kwasow sulfonowych.
W roztworach wodnych dysocjuja na barwne aniony posiadajace zdolno$¢ do asocjacji. Ladunek
ujemny anionu barwnika jest kompensowany przez jony sodu, rzadziej amonu. Barwniki
bezposrednie wigza si¢ z wioknami celulozowymi za pomoca wigzan wodorowych i sit van der
Waalsa, natomiast z widoknami o charakterze amfoterycznym za pomoca wigzan jonowych. Barwniki
bezposrednie charakteryzujg si¢ silnym powinowactwem do widkien celulozowych co sprawia, ze s
stosowane w przemys$le wldkienniczym ze wzgledu na ich niskie koszty, szeroki zakres barw
1 odpornos$¢ na $wiatto.

Wawrzkiewicz (Wawrzkiewicz 2011) podjeta proby usunigcia C.I. Direct Red 75
z roztworéw wodnych za pomocg poliakrylowych zywic, roznigcych si¢ miedzy soba zasadowoscia
(stabo zasadowa zywica: Amberlite IRA-67 oraz silnie zasadowa: Amberlite IRA-458).
Monowarstwowe zdolnosci sorpcyjne Qo okreslone na podstawie modelu Langmuira dla stabo i silnie
zasadowych wymieniaczy anionowych wynosity 994 mg/g i 430 mg/g, odpowiednio dla Amberlite
IRA-67 i Amberlite IRA-458. Obecnos¢ soli nieorganicznych, takich jak NaCl, Na;COs i Na2SO4 jak
réwniez niejonowego srodka powierzchniowo czynnego wykazywat jedynie niewielki wptyw na
sorpcje barwnika. Wyrazny wpltyw na adsorpcj¢ tego barwnika na wymieniaczach anionowych
zaobserwowano w obecnoséci kationowego $rodka powierzchniowo czynnego. Na podstawie
obliczonych parametrow kinetycznych stwierdzono, ze najlepsze dopasowanie danych
eksperymentalnych uzyskano do modelu PSO (pseudo-second order). Jezeli kinetyke procesu sorpcji
lepiej opisuje model pseudo-drugiego rzedu to wykres zaleznosci t/qt vs t jest liniowg zalezno$cia,
z ktorej mozna okreslié qe i ko. Co wiecej wysokie wartosci wspolczynnika determinacji R? oraz
wartosci qeexp , ktore sg zblizone do tych wyliczonych z rownania Ho wskazuja na dopasowanie do
tego modelu. Warto$ci wspolczynnika R? podczas sorpcji Direct Red 75 na Amberlite IRA-458
miescily si¢ w granicach 0.631-0.999, natomiast podczas sorpcji na Amberlite IRA-67 R?=0.999.

W ciaggu ostatnich kilku lat dosy¢ popularne stato si¢ poszukiwanie nowych i tanich
sorbentow, ktore czesto sa produkowane z materiatow odpadowych (z ang. low-cost). Niektore z tych
sorbentdow powstaja z substancji odpadowych, ktore nie znajduja juz zadnego zastosowania,
zaliczamy do nich m. in. tuski ryzowe, skorki, pestki owocow cytrusowych, odpady rolnicze, popioty
lotne, torf, zuzel oraz wiele innych (Bulut i Aydin 2006). Przykladem takiego sorbentu sa tuski
ryzowe wykorzystane przez Safa i Bhatti do usunig¢cia Direct Red 31 i Direct Orange 26 z roztworow
wodnych (Safa 1 Bhatti 2011). Przeprowadzone badania wykazaty, ze model Langmuira zapewnit
najlepsza korelacj¢ danych eksperymentalnych dla obu barwnikow. Maksymalna pojemnos¢
sorpcyjna uzytego sorbentu wzgledem Direct Red 31 i1 Direct Orange 26 wynosita kolejno: 129 mg/g
i 66 mg/g. Wydajno$¢ usuwania Direct Red 31 i Direct Orange 26 z roztworéw wodnych ro$nie wraz
ze wzrostem poczatkowego stgzenia barwnika, masy sorbentu i temperatury. Kinetyke procesu sorpc;ji
najlepiej opisuje model pseudo-drugiego.

Barwniki kwasowe stanowig jedna z najliczniejszych grup barwnikoéw. Sa one solami
kwasow organicznych (najczesciej sulfonowych i karboksylowych) oraz rzadziej fenolami
rozpuszczalnymi w wodzie. Naleza do mocnych elektrolitow i w roztworach wodnych ulegaja
dysocjacji tworzac barwne aniony. Ladunek ujemny kompensowany jest przewaznie przez kationy
sodowe lub amonowe. Barwniki te wigza si¢ z widknami za pomocg wigzan jonowych. Ich trwate
zwigzanie z tworzywem wtokna mozna osiggna¢ poprzez dodanie do kapieli barwigcej kwasdéw. Pod
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wzgledem budowy chemicznej sg to barwniki azowe (mono- i diazowe) (Mielnicki 1991). Barwinki
kwasowe usuwano z roztworow wodnych wykorzystujac réznego typu sorbenty, dane przedstawiono
w tabeli 1.

Tab. 1. Usuwanie barwnikéw kwasowych z roztworéw widnych na r6znego typu sorbetach.

Barwnik Sorbent Pojemnosc Lit.
(mg/g)
Acid Orange 10 922,9

<

Acid Red 73 7282 S

Chitosan (;m‘

Acid Red 18 693,2 g
Acid Green 25 645,1
Amberlite IRA-900 1289,7

()

Acid Orange 7 Amberlite IRA-910 1097,6 §

Amberlyst A-21 2351 E

>

Amberlite IRA-900 1012,6 I

-

>

Acid Orange 10 Amberlite IRA-910 9235 °

O]
Amberlyst A-21 139,1

4. Podsumowanie

Scieki pochodzace z roznych gatezi przemystu, zawierajace barwinki stanowia grozne
zanieczyszczenie $rodowiska naturalnego, dlatego konieczna i uzasadniona jest ochrona
i oczyszczanie wod. Zdolno$¢ usuwania rdznego typu zanieczyszczen w tym rowniez barwnikow
zalezy przed wszystkim od wilasciwosci fizykochemicznych wykorzystywanych do tego celu
sorbentéw. Znajomo$¢ pojemnosci sorpcyjnych zastosowanych sorbentow w stosunku do barwnikow
wskazuje na ogrom mozliwosci technologicznych majgcych na celu usprawnienie i unowoczes$nienie
dotychczas zaproponowanych rozwigzan technologicznych.
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Streszczenie

Syntetyczne polimery zyskuja coraz wicksza popularno$¢ w ciagu ostatnich dziesigcioleci,
a obecnie towarzysza ludziom na kazdym etapie codziennego zycia. Jednak w ostatnich latach, ze
wzgledu na ich konkurencyjne wlasciwosci i podatnos¢ na modyfikacje, tworzywa sztuczne staty si¢
sita napgedowa szybkiego rozwoju technologii w wielu dziedzinach nauki. Biopolimery ciesza si¢
szczegblnym zainteresowaniem w roznych galeziach medycyny, takich jak implantologia tkanek
kostnych, chrzestnych, skornych, a takze naczyn krwiono$nych. Biomateriaty o takich specyficznych
zastosowaniach muszg charakteryzowa¢ si¢ odpowiednimi cechami  mechanicznymi
i wytrzymatosciowymi, a przede wszystkim musza by¢ kompatybilne wzgledem otaczajacych tkanek,
ludzkiej krwi i jej sktadnikow, czyli wykazywac wysoka hemo- i biokompatybilnos¢.

1. Wstep

Odpowiedz biologiczna tkanek i krwi na biomateriaty jest bardzo ztozona i wcigz stabo
poznana. Przez lata najbardziej odpowiednimi materialami byly materialy obojetne, ktore nie
indukujg odpowiedzi organizmu przez co nie jest mozliwa integracja biomateriatu z zywa tkanka.
Dzisiaj uwaza si¢, ze materialy biokompatybilne, powinny wywotywa¢ odpowiednig reakcje
organizmu i zapobiega¢ infekcjom, reakcjom zapalnym, czy niepozadanemu krzepnigciu krwi.
W celu poprawy wiasciwosci materialdow majacych kontakt z tkankami stosuje si¢ r6zne metody
obrobki ich powierzchni. Metody te dziela si¢ na dwa gtowne typy modyfikacji: mechaniczne
i fizykochemiczne. Mechaniczne metody obrobki nie sa szczegdlnie wartosciowe, poniewaz czgsto
powoduja uszkodzenia i zmiany innych wlasciwosci materialu. Metody obrobki fizykochemicznej
dziela si¢ na: mokre metody chemiczne, ktére obejmuja obrobke réznymi odczynnikami
chemicznymi w $rodowisku wodnym lub ciektym oraz obrobke gazowa, w tym obrobke plazma,
obrobke wigzka jondéw, strumieniem elektronow, strumieniem fotondéw (lasery), czy
promieniowaniem rentgenowskim. Aby poprawi¢ biokompatybilno$é tworzyw sztucznych, czgsto
stosuje si¢ pokrycia polimeru innymi substancjami w celu wytworzenia tzw. warstwy
przeciwzakrzepowej. Sg to miedzy innymi: heparyna, albumina, czy chitozan. Oprécz tego, w celu
poprawy biokompatybilnosci stosuje si¢ rowniez metodg, ktoéra polega na adhezji i namnozeniu na
powierzchni polimeru komoérek §rodblonka. Zespot Heeringa byt pionierem w pokrywaniu implantow
protetycznych in vitro komorkami $rodbtonka (Heering i in. 1978). Jednak zanim naukowcy odnie$li
sukces, wiele powierzchni polimerowych musiato by¢ uprzednio zmodyfikowanych, aby uzyskaé
odpowiedni stopien adhezji komorek.

Inng metoda poprawy biokompatybilnosci materiatow jest zastosowanie zimnej plazmy
gazowej, co niesie za soba wiele zalet w porownaniu z innymi metodami. Przede wszystkim
modyfikowane powierzchnie nie wymagaja specjalnego przygotowania, a procedury sa stosunkowo
fatwe, tanie, szybkie i przyjazne dla $rodowiska. Obrobka plazma moze rowniez modyfikowaé
fadunek powierzchniowy, chropowatos¢ i stopien krystalicznosci polimeru, co ma istotny wptyw na
adhezj¢ komorek (Junkar i i in. 2009). Do modyfikacji powierzchni polimerowych stosuje si¢ wiele
réznych rodzajéw plazmy, w zaleznosci od ich wymagan i konkretnego zastosowania. Rodzaj
zastosowanego gazu (np. tlenu, azotu, argonu) odpowiada za tworzenie si¢ na powierzchni
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okreslonych grup funkcyjnych, ktére moga by¢ zaréwno hydrofobowe jak i hydrofilowe (Wang i in.
2010).

2. Pojecie biokompatybilnosci w kontekscie sztucznych materialéow polimerowych

Najogolniej biokompatybilno$¢ jest definiowana jako zdolno$¢ materiatu do wywotania
specyficznej odpowiedzi w okre§lonym zastosowaniu u pacjenta (Ratner i in. 2004). Reakcje
hemolityczne, toksykologiczne i immunologiczne w przypadku materiatdw majacych kontakt z krwia
i tkankami nie sg juz tak problematyczne jak w czasach ich pierwszych testéw na zwierzetach.
Natomiast nadal glownym problemem sa reakcje zakrzepowe i mozliwo$¢ krwawienia po
wszczepieniu ciata obcego do organizmu czlowieka. Istnieje wiele hipotez, dlaczego pomimo ogromu
wiedzy i dlugoletnich badan nadal nie udato si¢ uzyska¢ w pelni biokompatybilnej powierzchni. Jeden
z postulatow méwi, ze nie jest mozliwe wytworzenie sztucznej powierzchni, ktora ma takie same
cechy i strukture jak powierzchnia naturalna. Przyktadowo, zywe naczynia krwiono$ne majg warstwe
komorek $srodbtonka, ktora jest stale odnawiana, a co za tym idzie komorki jg budujace wytwarzaja
substancje przeciwzakrzepowe, takie jak prostacyklina, czy glikokaliks i uwalniaja je w odpowiedzi
na parametry krwi, ktore ciggle si¢ zmieniaja. W konsekwencji, wielokrotne proby odtworzenia
fizjologicznego stanu naczyn krwiono$nych nie dochodzg do skutku. Inna hipoteza dotyczy
rozpoznawania sktadnikow krwi i procesow zwigzanych z aktywacja ptytek krwi oraz krzepnigciem,
aczkolwiek mechanizmy tych akcji sa bardzo ztozone i wciaz nie w petni poznane. Blony plytek krwi
zawieraja ponad sto roznych receptorow oligosacharydowych i bialkowych, ktére biora udziat
W procesie generowania i odbierania sygnatow migdzy czynnikami srodowiskowymi a ptytkami krwi.
Wiadomo, ze gdy materiat syntetyczny ma kontakt z krwia, najpierw wchodzi on w reakcje z biatkami
krwi 1 w zalezno$ci od wlasciwosci powierzchni polimeru na jego powierzchni adsorbuje si¢ film
albumin (Kolar i in. 2015). Niemniej jednak, nie okre$lono doktadnie, czy aktywacja ptytek krwi
zalezy od ilosci biatek zaadsorbowanych na powierzchni, czy od konformacji ich najbardziej
zewngtrznej warstwy. Kolejnym problemem jest to, ze nie ma standardowych metod, ktore moglyby
okresli¢ biokompatybilno$¢ materiatlow. Badania przeprowadzane sg gtdwnie na poszczegoélnych
sktadnikach krwi w roznych warunkach, ktére trudno jest ze sobg poréwnac. We wszystkich
trwajacych badaniach w tej dziedzinie istnieje wiele materiatlow, ktore sg potencjalnie lepsze niz te,
ktore byly dotychczas stosowane, aczkolwiek do ich praktycznego zastosowania jest jeszcze daleka
droga, poniewaz nalezy je przetestowac i uzyskac niezbedna dokumentacje, co wiaze si¢ z wysokimi
kosztami badan (Gorbet i in. 2004).

3. Czynniki wplywajace na biokompatybilnos¢ tworzyw sztucznych

Biokompatybilno$§¢ materialu zalezy w duzej mierze od jego wlasciwosci
powierzchniowych. Pierwsze kilka warstw atomowych na powierzchni danego materiatu jest swego
rodzaju przekaznikiem (tacznikiem) biologicznym migdzy komoérkami a biomateriatem, od ktorego
zalezy sukces przeszczepu lub urzadzenia medycznego wykonanego z takiego materialu (Ratner
1993).

3.1 Wplyw obrobki plazmowej na biokompatybilno$¢ materiatow polimerowych

Zastosowanie plazmy prowadzi do modyfikacji topografii powierzchni, zwigksza
chropowato$¢ wielu materialow, w tym polimerowych. Wykazano, ze taka modyfikacja ma znaczacy
wplyw na adhezj¢ i aktywacje¢ ptytek krwi. Nawet krotka ekspozycja powierzchni biomateriatu na
plazme powietrzng poprawia adhezje i w niektorych przypadkach aktywacje¢ plytek krwi, glownie
poprzez wzbogacenie powierzchni w nowe grupy zawierajace tlen. Jednak efekty obrobki plazma
cofaja si¢ z czasem, a znaczna ilo$¢ grup zawierajacych tlen znika z powierzchni w ciagu 3 godzin
od jej modyfikacji (Modic i in. 2012). Aktywacja plazmg ma réwniez wplyw na odpowiedz
biologiczng. Wykazano, ze modyfikacja powierzchni polimerowych zimng plazma poprawia proces
proliferacji komorek fibroblastow i srodblonka, a jednoczesnie liczba przylegajacych ptytek krwi nie
ulega zmianie (Junkar i in. 2011). Uros i in. (2011) badali proces powstawania mikro- i nanostruktur
na powierzchni politereftalanu etylenu (PET) wykorzystywanego do produkcji syntetycznych naczyh
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krwiono$nych i stentéw. Modyfikowali powierzchnie polimeru PET za pomoca stabo zjonizowane;j
i silnie zdysocjowanej plazmy tlenowej lub azotowej o czgstotliwosci radiowej. Otrzymane wyniki
pokazaly, ze obrobka powierzchniowa plazma tlenowa i azotowa poprawita proliferacj¢ komorek
$rodbtonka, ktora byta wzmacniana z rosngcym czasem plazmowania o 15 do 30%. Zjawisko to,
podobnie jak w przypadku poprzednich badan wyjasniono tworzeniem si¢ nowych grup funkcyjnych
na powierzchni i modyfikacjg jej nano- i mikrostruktury, co sprzyjato adhezji komorek.

3.2 Wplyw sktadu chemicznego powierzchni na biokompatybilno$¢ materiatdéw polimerowych

Sktad chemiczny powierzchni jest jedng z kluczowych cech, ktora nalezy rozwazy¢ podczas
projektowania materialdéw potencjalnie biokompatybilnych. Istnieja rézne sposoby kontrolowania
powierzchni za pomocg okreslonych grup funkcyjnych, takich jak: grupy hydroksylowe, metylowe,
siarczanowe, karboksylowe, czy aminowe (Seifert i in. 2002). Udowodniono, ze ich obecnoéé
poprawia proces immobilizacji i adhezji r6znych biomolekut, takich jak: biatka, enzymy, a to z kolei
umozliwia modulowanie odpowiedzi komorkowej. Interakcja komorek z powierzchnig biomateriatu
nigdy nie jest bezposrednia, poniewaz powierzchnia jest wczes$niej pokryta czasteczkami wody
i biatkami absorbowanymi z plynéw ustrojowych. Proces ten odbywa si¢ w kilku etapach: faza
wczesna, w ktorej maja miejsce zdarzenia krotkotrwale, takie jak np. adhezyjne potaczenie migdzy
komorkami i materiatem, kolejno nastepuje faza transdukeji sygnatu, obejmujaca biomolekuty, takie
jak bialka macierzy pozakomorkowej (ECM), blony komoérkowej, komorki bialek szkieletowych
(Anselme 2000). Kiedy implant ma kontakt z komdrkami in vitro lub gdy wchodza one w kontakt
z powierzchnig biomateriatu in vivo, biatka z pozywki hodowlanej lub ptynéw ustrojowych adsorbuja
si¢ 1 tworzag warstwe bialkowa na jego powierzchni. Nastepnie komodrki przyczepiaja si¢ do
powierzchni pokrytej biatkami, rozprzestrzeniajg si¢ i uwalniaja bialka cytoszkieletu oraz integryny,
ktore pomagaja im silnie przylega¢ do powierzchni. Kolejno, biatka tacza si¢, a cytoszkielet ulega
reorganizacji i w miar¢ mozliwosci dostosowuje si¢ do topografii powierzchni, nastgpnie moze
aktywnie rozprzestrzeniac si¢ po podtozu. W fazie koncowej komorki, w obszarze styku z materiatem
syntetyzujg biatka ECM, ktore zapewniajg im stabilnos¢ ksztattu oraz obszaru na granicy komorka-
macierz-polimer (Trepat i in. 2008). Adhezja komorek jest bardzo roznorodna i zalezy od fenotypu
komorek, dlatego mechanizmy adhezji krwi réznig si¢ od mechanizmu komorek tkanek tacznych,
takich jak fibroblasty, osteoblasty, czy komoérek pochodzacych ze $rodblonka i nablonka (np.
keranocytow). Wyniki wielu badan nie doprowadzity jeszcze do wytworzenia idealnej powierzchni.
Grunkemeier i in. (1998) postulowali, ze zwigkszenie liczby grup tlenowych na powierzchni wptywa
na hamowanie aktywacji procesu krzepnigcia. Podobnie inni badacze twierdzili, ze wigksza ilo$¢ tych
grup bierze udzial w zmniejszeniu ilo§ci wigzanego fibrynogenu, co prowadzi do mniejszej liczby
zwigzanych ptytek krwi (Rodrigues i in. 2006). Wang i in. (2006) modyfikowali powierzchni¢
polimeru PET plazmg acetylenowa, zwigkszajac w ten sposob ilosé grup zawierajacych wegiel na
powierzchni. Tak zmodyfikowana powierzchnia hamowata adhezje i aktywacje¢ ptytek krwi. Podobne
zalezno$ci zaobserwowano rowniez po obrdbce poliuretanu plazmg azotows. Natomiast polepszong
adhezje i proliferacje komoérek zaobserwowano na probkach PET i polistyrenu traktowanych plazma
tlenows, podczas gdy probki traktowane plazmg tetrafluorometanu lub plazmg azotowa nie
wykazywaly znaczacej poprawy wiasciwosci adhezyjnych wobec zywych komérek. Z kolei inny
zespol badaczy obserwowatl, ze nowo wprowadzone grupy funkcyjne tlenu na PET stymulowaty
wzrost 1 proliferacj¢ komorek $rodblonka o 25% w poréwnaniu z proba kontrolng nieaktywowana
plazma (Vesel i in. 2011). PowyzZsze badania dowodza, ze zastosowanie zarowno plazmy tlenowej,
jak i azotowej do modyfikacji oraz aktywacji powierzchni materiatlow polimerowych w odpowiednio
dobranych warunkach moze poprawia¢ adhezje i proliferacje komorek na powierzchniach implantow,
przez co zwigksza¢ ich biokompatybilno$¢.

3.3 Wplyw topografii powierzchni polimerdéw na ich biokompatybilnos¢

Przy produkcji biomateriatow wazne jest uwzglednienie wptywu struktury powierzchni
materiatu na odpowiedz biologiczna. Naturalne tkanki migkkie, jak i twarde charakteryzuja si¢
oczywiscie optymalng biokompatybilno$cia, dlatego konieczne jest poznanie ich ztozonej budowy,
ktora ma zazwyczaj charakter multistrukturalny. Istnieje wiele metod fizycznych i chemicznych,
ktére pozwalaja na modyfikacje powierzchni oraz uzyskanie wielowarstwowej nanostruktury.
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Najczesciej stosowanymi metodami sa: fotolitografia, litografia koloidalna, trawienie laserowe,
wytwarzanie nano-ceramiki, agregacja supramolekularna, powlekanie powierzchni nanorurkami
weglowymi, nanodrutami, nanokompozytami, a takze techniki z wykorzystaniem plazmy, takie jak:
implantacja jonow, czy rozpylanie plazmowe (Liu i in. 2010). Fan i in. (2009) stworzyli struktury
z rowkami o szerokosci 500 nm i wysokos$ci okoto 100 nm oraz o wielkosci 100 nm X 4 nm na
powierzchni polidimetylosiloksanu (PDMS) przy uzyciu samoorganizujacych si¢ warstw oraz
techniki litografii. Proba kontrolng byla niezmodyfikowana, gladka powierzchnia PDMS,
powierzchnia z nanorowkami oraz powierzchnia wylacznie z nanozaglebieniami. Analizy
przyczepnosci plytek krwi wykazaty, ze tylko na powierzchni PDMS zawierajacej zaro6wno rowki,
jak 1 punktowe zaglebienia liczba zwigzanych plytek krwi znacznie si¢ zwigkszyta. Na tej podstawie
ustalono, ze wzrost chropowatosci powierzchni, a tym samym zwigkszenie pola powierzchni
dostepnego do wigzania ptytek zwicksza ich trombogeniczno$¢. Chropowatos$¢ jest najczestszym
stosowanym w literaturze terminem wykorzystywanym do charakteryzowania powierzchni. Niemniej
jednak parametr ten nie mowi wiele o faktycznej topografii powierzchni, a podaje jedynie jej Srednie
pofalowanie. Celem wyja$nienia obserwowanych odpowiedzi immunologicznych i hemostatycznych,
naukowcy wysnuli kilka hipotez taczacych topografi¢ powierzchni z odpowiedzig komorkowa. Jedna
z nich moéwi, ze odpowiedz hemostatyczna opiera si¢ na znacznym zmniejszeniu powierzchni
kontaktu miedzy polimerem a ptytkami krwi z powodu wysokiej chropowatosci probek polimeru
poddanych dziataniu plazmy. Wedtug Chena i in. (2018) wartosci parametru chropowatosci, ktore sa
kluczowe dla wigzania ptytek krwi, mozna podzieli¢ na trzy grupy. Pierwsza grupa obejmuje obszary
o chropowatosci wigkszej niz 2 um, co odpowiada rozmiarowi plytek krwi. Druga grupa to
powierzchnie o chropowatosci mniejszej niz 2 um, w ktérych prawidtowe zaprojektowanie struktur
moze zmniejszy¢ powierzchnig styku ptytek krwi, a w konsekwencji ich przyczepnos¢. Trzecia grupa
obejmuje wartosci chropowatosci wicksze niz 50 nm, gdzie struktury powierzchniowe sa znacznie
mniejsze niz nibynozki komorkowe. Sa to stosunkowo gtadkie powierzchnie, ktdre nie odgrywaja roli
w adhezji ptytek krwi. W takich przypadkach prawdopodobne jest, ze inne czynniki beda
zaangazowane w zmniejszanie trombogeniczno$ci, migdzy innymi wigzanie i konformacj¢ biatek
osocza, W szczegolnosci fibrynogenu i albumin. Wedlug innych autoréw przy projektowaniu
struktury powierzchni wazne jest, aby wzig¢ pod uwage jej wszystkie wymiary (tj. wysokos¢,
szeroko$¢ mikro- i nanostruktur oraz odleglosci pomigedzy nimi) (Mozetic i in. 2015). W wielu
badaniach wykazano, ze komorki reagujg na topografie i strukture powierzchni dopasowujac si¢ do
jej okreslonych cech np. rowkoéw, czy grzbietow. Niestety zachowanie komorek w odniesieniu do
nano-topografii jest nadal niedostatecznie poznane i opisane. W innym, niezaleznym eksperymencie
optymalng przyczepnos¢ ludzkich komoérek kostnych obserwowano na mato zorganizowanych
i chropowatych powierzchniach (Thery i in. 2006). Niektorzy badacze sadzg, ze ludzkie komorki
reaguja na niecigglosci powierzchni dla pewnych okreslonych dlugosci. Jest to zwiazane
z mechanizmem komoérkowym wrazliwo$ci mechanicznej, ktéry wigze si¢ z procesem adhezji
komorkowej matrycy za posrednictwem biatka integryny (Bershadsky i in. 2006). W konsekwencji
pojawily si¢ rozne hipotezy dotyczace tego, jak komorki rozpoznaja morfologiczne nieciagtosci
powierzchniowe. Jedna z nich dotyczy termodynamiki i adsorpcji biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej. Inna natomiast proces ten tlumaczy tym, ze nieciaglto§¢ powierzchni moze
dziata¢ jako bariera energetyczna, gdzie jej wielkos¢ zalezy zarowno od geometrii, jak i chemii
powierzchni (Feinberg i in. 2008). Stevenson i Donald (2009) badali adhezj¢ komorek do réznych
substratow w skali mikro i zaobserwowali, ze stopien ich adhezji zalezy od odleglosci miedzy
grzbietami struktury powierzchniowej. Dla odleglo$ci wynoszacej ~10-20 pm komorki byty w stanie
zaadsorbowa¢ si¢ i lgczy¢ mostkowo pomiedzy sgsiednimi grzbietami. Przy umiarkowanych
odstepach od ~30-50 pm komorki taczyty si¢ juz tylko z pojedynczym grzbietem lub rowkiem, a przy
najwickszej wartosci odlegtosci > 50 um komorki taczyly si¢ wylacznie migdzy grzbietem a rowkiem.
Na podstawie tych wynikéw autorzy zaproponowali warto$ci parametrow zarowno diugosci
krytycznej, jak i krytycznego kata nachylenia rowkowanych struktur powierzchniowych. Ponadto
uogolniono wniosek, ze komorki dostosowujg swoj ksztatt do topografii powierzchni, co powoduje
reorganizacj¢ ich cytoszkieletu oraz struktur odpowiadajacych za adhezj¢.

3.4 Wplyw zwilzalno$ci powierzchni polimerdéw na ich biokompatybilnos¢
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Zwilzalno$¢ jest jedng z najwazniejszych wlasciwos$ci powierzchni i ma bardzo duzy wptyw
na generowana w ustroju odpowiedz komorkowa, ktéra najczesciej wiaze si¢ z adsorpcja biatek.
Hydrofobowe powierzchnie duzo chetniej wiaza biatka niz ich hydrofilowe odpowiedniki, przede
wszystkim ze wzgledu na wystgpowanie silnych oddziatywan odpychajacych wynikajacych
z kontaktu bialka z hydrofilowa powierzchnig biomateriatu, na ktdérej obecne sg silnie zwigzane
czasteczki wody. Oprocz ilosci wigzanych biatek, zwilzalno$¢ wplywa rowniez na ich konformacje.
Bioragc pod uwage, ze kontakt biomateriatu z krwia i ptynami ustrojowymi prowadzi do
natychmiastowego kontaktu z biatkami, fakt ten jest niezmiernie wazny w kontekécie wigzania
i aktywacji plytek krwi, a zatem dla finalnej biokompatybilnosci polimeru. W jednym
z eksperymentow Xu i Siedlecki (2007) modyfikowali powierzchnie polietylenu zimna plazma
powietrzna, co pozwolilo na uzyskanie powierzchni o réznym charakterze hydrofobowo-
hydrofilowym. Wptyw takiej modyfikacji na wigzanie biatek sprawdzono poprzez testy adsorpcji
trzech bialek osocza krwi: fibrynogenu, albuminy surowicy i czynnika ludzkiego XII. Przy
warto$ciach katow zwilzania wody w zakresie migdzy 60° a 65°, obserwowano znaczny wzrost
adhezji badanych bialek. Druga metoda badania otrzymanych prébek byto uzycie mikroskopu sit
atomowych (AFM). Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze sita adhezji biatek do
powierzchni polimeru zmienia si¢ w czasie, co sugeruje, iz po zwigzaniu biatek z powierzchnia
zachodza w ich strukturze zmiany konformacyjne. Podobne wyniki uzyskano rowniez w przypadku
poliuretanu, gdzie obserwowano znaczacy wzrost sily wigzania fibrynogenu przy umiarkowanej
hydrofilowosci powierzchni (kat zwilzania wody = 65°). Zmiany konformacji monitorowano
W procesie wigzania przeciwcial monoklonalnych i stwierdzono, ze zachodza one w zaleznosci od
polarnosci powierzchni (Xu i in. 2006). Adhezja molekut do powierzchni jest procesem zaleznym od
czasu a jej mechanizm jest wicloetapowy. Pierwszymi czasteczkami, ktore wchodzag w kontakt
z powierzchnia, sg czasteczki wody, oddziatujace z nig zgodnie z jej wlasciwos$ciami. Tworza one na
powierzchni polimeru warstwe, od ktorej zalezy wigzanie innych molekut. Jesli w roztworze znajduje
si¢ mieszanina roéznych biatek, ich wigzanie z powierzchnig polimerowa zalezy zaréwno od ich
wielkos$ci oraz polarno$ci. Z czasem moze nastgpi¢ ich wymiana, poniewaz dynamiczne zmiany
konfokalne i reorientacja moga wplywaé na zmiang sity wigzan, a w konsekwencji na aktywno$¢
biatka. Wplyw zwilzalnoéci powierzchni na wigzanie plytek oraz bialek krwi jest rowniez
przedmiotem wielu badan. W 2002 r. Spijker i in. (2002) badali adhezj¢ i aktywacje ptytek krwi na
polietylenie, ktérego charakter hydrofobowo-hydrofilowy modulowano za pomocg obrobki zimng
plazmg tlenowa i azotowa. Badacze doszli do wniosku, Zze adhezja ptytek krwi byta wigksza na
powierzchniach hydrofilowych, ale juz ich aktywno$¢ zwigkszata si¢ na powierzchniach bardziej
hydrofobowych. Do tych samych wnioskow doszedt Vogler i in. (1995). Natomiast wielu innych
badaczy w swoich badaniach otrzymato doktadnie przeciwne wyniki, poniewaz w swoich
eksperymentach najwigksza liczbe zaréwno zwigzanych, jak i aktywowanych form ptytek krwi
obserwowali na powierzchniach hydrofilowych (Lee i in. 1998; Sperling i in. 2005; Rodrigues i in.
2006). Adhezja komorek na powierzchniach o roznej hydrofilowosci byta rowniez badana przez
Yanagisawe i1 in. 1989. Zauwazyli oni, ze szybko§¢ wigzania komorek i ich rozprzestrzenianie byto
najwyzsze na podtozach charakteryzujacych si¢ katem zwilzania wody ponizej 60°, a w przypadku
bardziej hydrofobowych powierzchni warto$ci te byty znacznie nizsze. Pomimo faktu, ze zwilzalnos¢
powierzchni odgrywa wazng role w hemo- i biokompatybilno$ci syntetycznych materialow, trudno
jest wyciagna¢ jednoznaczne wnioski z tak wielu sprzecznych wynikoéw. Jednym z gltéwnych
powodoéw jest zlozono$¢ proceséw zachodzacych we krwi oraz podczas kontaktu krwi
z biomaterialem. Wazne jest, aby poszczegélnych oddzialywan nie rozpatrywaé osobno, a takie
wielowymiarowe uklady biomateriat-zywa tkanka nalezy traktowaé jako calos$¢ i bra¢ pod uwage
interakcje miedzy poszczegdlnymi ciggami przyczynowo-skutkowymi.

4. Podsumowanie

Mechanizmy rzgdzace oddzialywaniami pomigdzy zywa tkankg a ciatami obcymi sg bez
watpienia jedna z najbardziej nurtujacych zagadek wspdtczesnego swiata nauki. Stosunkowo mtoda
metoda modyfikacji powierzchni ciata statego — obrébka z wykorzystaniem zimnej plazmy wydaje
si¢ by¢ jedng z najkorzystniejszych metod obrobki polimerdw i znacznie poprawia ich bio-
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i hemokompatybilne wlasciwosci. Wiele badan potwierdzito hipoteze, ze kompatybilnosc
powierzchni roénie wraz ze wzrostem hydrofilowos$ci i chropowatoéci powierzchni. Mimo, ze na
chwile obecng ludzie posiadaja juz bardzo szeroka wiedze na temat natury tych procesow wydaje sie,
ze do opracowania ogdlnego schematu tworzenia w pelni bio- i hemokompatybilnego materiatu
potrzeba jeszcze wielu lat badan i rozwoju.
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Streszczenie

Systemy dostarczania lekow (ang. Drug Delivery Systems (DDS)) to preparaty, mikro- lub
nanomateriaty, ktore umozliwiaja wprowadzanie substancji terapeutycznej do organizmu w taki
sposob, aby poprawié jej skutecznos$¢ i bezpieczenstwo poprzez kontrolowanie szybkos$ci, czasu
i miejsca uwalniania w ustroju. Obecnie technologia ta rozwija si¢ bardzo szybko taczac ze sobg wiele
galezi nauk pokrewnych takich, jak: biotechnologia, chemia materialdéw, medycyna, czy
farmakologia. Gtéwnym celem intensywnych badan jest opracowanie optymalnego systemu
dostarczania substancji, ktory umozliwi jej kontrolowane uwolnienie, wchtanianie lub pdzniejszy
transport przez btony biologiczne do docelowego miejsca dziatania. W niniejszej pracy przegladowej
opisano histori¢ oraz modele systemoéw dostarczania lekow, ich wady i1 zalety, podatno$¢ na
modyfikacje oraz dalsze perspektywy rozwoju tego typu uktadow.

1. Wstep oraz rys historyczny

Celem opracowania i stosowania systemow terapeutycznych DDS jest leczenie chorob
W sposob spojny i przewidywalny. Zaktada si¢, ze dla odpowiedniego czasu trwania terapii istnieje
korelacja migdzy optymalnym stezeniem $rodka aktywnego w miejscu docelowym a uzyskaniem
maksymalnego efektu farmakologicznego. Zmodyfikowane i / lub kontrolowane uwalnianie
substancji terapeutycznej przynosi natychmiastowe korzysSci, dzieki czemu leczenie jest bardziej
skuteczne. Ponadto, DDS cieszg si¢ rowniez duzym zainteresowaniem ze wzgledu na fakt, Ze mozna
je wykorzysta¢ do zwigkszenia skutecznos$ci i uzyteczno$ci lekow starszych generacji. Technologia
kontrolowanego uwalniania substancji byla juz wykorzystywana do modyfikacji szlakow
metabolicznych wielu §rodkow aktywnych biologicznie, a nawet gendow (Yun i in. 2014). Naukowcy
podjeli wiele wysitkow, aby osiagnac¢ wlasciwa modulacj¢ dostarczania takich substancji, a w ciggu
ostatnich siedmiu dekad technologia dostarczania lekow znacznie si¢ rozwingta. Badania w tej
dziedzinie sa trudne i kosztowne, ze wzgledu na obowigzujace przepisy patentowe dla stosowanych
od wielu lat substancji terapeutycznych. Na szczg$cie wiele koncerndéw farmaceutycznych
przyczynilo si¢ do przyspieszenia prac, poniewaz odsetek lekéw zawierajacych nowe substancje
aktywne stale si¢ zmniejsza, tych generujacych ogromne koszty wymagane do wprowadzenia na
rynek nowych odpowiednikow. Jednakze rozwdj systeméw dostarczania lekdw jest niezwykle
ztozony 1 wymaga podejscia wielobiegunowego. Rozwoj technologii DDS jest procesem stosunkowo
wolnym biorgc pod uwagge inne galgzie i trwa juz ponad 70 lat. Wynika to z potrzeby zrozumienia
i opisania farmakokinetycznego rozmieszczenia danego leku w organizmie czlowieka (lub
zwierzecia), co kolejno determinuje wstgpne opracowanie i badanie systeméw kontrolowanego
uwalniania substancji czynnych w ustroju (Ritschel 1988). Na poczatku XX wieku era badaczy tzw.
‘botanikoéw’ zaczela zmienia¢ swoj podstawowy warsztat badawczy na rzecz bardziej nowoczesnego
podejscia opartego na rozwoju chemii syntetycznej. Po II wojnie $wiatowej stan wiedzy
biomedycznej ulegl gwattownej poprawie, poniewaz wigkszo$¢ opracowanej technologii wojskowej
zostata przekierowana na medycyne. Rownoczesnie nastgpit szybki rozwoj elektroniki i nowych
materialdw, przez co opracowano i stworzono wiele skomplikowanych urzadzen badawczych
i pomiarowych, ktore okazaly si¢ niezbedne dla dalszego stale rosnacego tempa rozwoju DDS (Stigi
1988). Obecnie celem naukowcow jest opracowanie bardzo precyzyjnych biologicznie DDS o roéwnie
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precyzyjnie kontrolowanym uwalnianiu. Historia pokazuje jednak, ze strategie kontroli uwalniania
leku z systemow terapeutycznych przeszly z epoki makro-, mikro- i nanopolimerowej do ery
biologicznej. Pierwsze proby modyfikacji uwalniania substancji czynnej obserwowano wraz
z rozwojem procedury otrzymywania tabletek powlekanych. Poczatkowo miaty one na celu jedynie
zamaskowanie nieprzyjemnego smaku substancji terapeutycznej. Stosowano wtedy materiaty
zawierajace jony metali lekkich i w ten sposdb zaobserwowano opoéznienie uwalniania leku. Juz
w latach 1940-1950 powstaty pierwsze zmodyfikowane systemy DDS, byly to pastylki doustne
o wlasciwosciach uwalniajacych dawke srodka aktywnego w zoladku i kolejng dawke w jelicie
cienkim lub uwalniaty cala dawke leku dopiero w jelicie z pominigciem zotadka. Niestety pierwsze
uktady DDS byly bardzo podatne na zmienne fizjologiczne takie, jak: pH tresci pokarmowej, sokow
trawiennych, czy ilo§¢ pokarmu w zotadku. Postgp w strategiach kontroli i uwalniania leku
z systemow farmaceutycznych dokonany w ciggu ostatnich 70 lat jest znaczacy. Analizujac ponad 20
strategii modyfikacji uwalniania lekéw z DDS, mozna podzieli¢ ich ewolucj¢ na dwie glowne grupy.
Pierwsza z nich sktada si¢ z wiedzy uzyskanej do lat 70 XX wieku, w ktorej znajduja si¢ podstawy
kontrolowanego uwalniania leku (Yun i in. 2014):
e Badanie wlasciwosci fizykochemicznych: rozpuszczania, dyfuzji, osmozy i wymiany
jonowej wplywajacych na mechanizm dostarczania leku,
e Podawanie doustne ze zmniejszong liczbg dawek (jeden raz dziennie zamiast dwa lub trzy
razy dziennie),
e Podawanie podskorne ze zmniejszong liczbg dawek (jeden lub dwa razy w tygodniu zamiast
jeden raz dziennie).

Druga grupe stanowi wiedza uzyskana od potowy lat 80 XX wieku do pierwszej dekady XXI
wieku, kiedy to narodzita si¢ koncepcja inteligentnych systemoéw dostarczania lekow. Jej gtowne
zatozenia to: kolejno§¢ uwalniania, hydrozele i inteligentne polimery, jako nos$niki substancji
bioaktywnych, dostarczanie peptydow 1 bialek, systemy nanostrukturalne i materiaty
biodegradowalne (Yun i in. 2014). Przyszlo$¢ systemow inteligentnego dostarczania lekow jest
trudna do przewidzenia. Obecnie na rynku farmakologicznym pojawia si¢ coraz wigcej lekdw nowej
generacji typu biomolekularnego o minimalnych skutkach ubocznych, ktére w potaczeniu z DDS
bazujacymi na kontrolowanym i zoptymalizowanym uwalnianiu, moga zrewolucjonizowac¢ ten rynek
sprawiajac, ze DDS stang si¢ bardziej biologiczne i mniej zalezne od stosowanych mikro-, czy
nanomaterialow.

2. Modele wytwarzania i modyfikacji inteligentnych systeméw dostarczania lekow

Podawanie substancji czynnej w chorobie ma na celu przede wszystkim umozliwienie
dziatania zgodnego z jej przeznaczeniem. Czgsto konwencjonalne schematy terapeutyczne opieraja
si¢ na stosowaniu duzej iloSci substancji terapeutycznej, gdzie znaczna jej cze$¢ jest wydalana bez
wywierania efektu terapeutycznego. Zgodnie z definicja, modyfikowanie uwalniania leku oznacza,
ze przebieg tego procesu dla danej substancji czynnej bedzie rdznit si¢ od uwalniania tradycyjnego.
Dlatego tez zmodyfikowana dawka uwolnionego leku charakteryzuje si¢ odpowiednimi
wiasciwo$ciami uwalniania leku w czasie i / lub zmianie lokalizacji w celu osiagniecia efektow
terapeutycznych lub wygody stosowania, ktore nie byly mozliwe podczas stosowania form
konwencjonalnych (Pereira i in. 2013). W ujeciu stosowanym dla inteligentnych systemow
dostarczania lekow, §rodkiem terapeutycznym moze by¢ réwniez terapia genowa, ktora indukuje
wytwarzanie aktywnego $rodka terapeutycznego in vivo. Pomimo faktu, ze leczenie tego typu musi
by¢ kontrolowane w najwyzszym stopniu, wektory genowe wymagaja wprowadzenia do organizmu
ludzkiego z wykorzystaniem nowych metod (Jain 2008). Biorac ten fakt pod uwage kontrola czasowa
i przestrzenna w kontek$cie uwalniania lekow stanowi gtéwny cel ich monitorowanego dostarczania
z 16znych uktadéow. W systemach o natychmiastowym uwalnianiu szybko$¢ pojawienia si¢ leku
w organizmie jest kontrolowana przez proces wchlaniania biologicznego, podczas gdy w ukladach
o przedluzonym uwalnianiu jest to kontrolowane réwniez poprzez posta¢ dawki. W rozumieniu tego,
zawiesiny, emulsje, kapsutki i tabletki moga by¢ modyfikowane wedtug strategii uwalniania leku
z DDS. Jednak celem stosowania DDS jest co najmniej 2-krotne zmniejszenie czestotliwo$ci
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dawkowania, a w wigkszo$ci przypadkéw podejmowane sg proby opracowania dawkowania leku
jeden raz dziennie, dla wszystkich dréog podawania (Longer i in. 1988). Podsumowujac, aby szybko
osiggnac¢ stezenie terapeutyczne leku w organizmie, a nastepnie utrzymac to stezenie przez okreslony
czas, konieczne jest, aby catosciowa dawka substancji aktywnej w strukturze DDS sktadata si¢
z dwoch mniejszych porcji: jednej zapewniajacej i wymuszajacej osiggniecie stezenia tkankowego
leku gwarantujacego poczatkowy efekt terapeutyczny, a druga dawka powinna zapewniad
podtrzymanie tego efektu. Jest ona uwalniana z mata, ale okreslong szybkoscia (zgodnie z kinetyka
zerowego rz¢du) podtrzymujac efekt pierwotny. Ponadto szybko$¢ uwalniania dawki podtrzymujacej
z dawki pierwotnej, a zatem wprowadzania leku do ustroju, musi byé roéwna szybkosci
metabolizowania i wydalania leku z organizmu, w momencie, gdy st¢zenie leku w organizmie
utrzymuje si¢ na optymalnym poziomie terapeutycznym. Biorac powyzsze pod uwage bardzo trudno
jest opracowa¢ idealng modyfikacje systemu dostarczania lekow. Warunki fizjologiczne zwigzane
z miejscem podania i stalg szybko$ci metabolizmu danej substancji r6znig si¢ znacznie w zalezno$ci
od wieku, pici i innych cech osobowosciowych pacjenta, dlatego moga przyczyniaé si¢ do blednego
i nieprecyzyjnego dawkowania. W efekcie tego wiele systemow o zmodyfikowanym uwalnianiu nie
jest idealng forma rozprowadzania leku (Collett i Moreton 2001).

Wraz ze wzrostem zainteresowania dostarczaniem lekow o przedtuzonym uwalnianiu
narodzita si¢ koncepcja systemow kontrolowanego uwalniania, taczaca doskonata wydajnosé, wysoce
przewidywalng kontrole nad schematem uwalniania oraz op6zniong zawarto$¢ substancji w tkankach
lub krwi. Idea ta opiera si¢ na prostym modelu jednopodzialowym, gdzie uwolniona z uktadu DDS
dawka powinna by¢ rownowazna podanej dozylnie dawce leku (tzw. dostarczenie zerowego rzedu).
Ta analiza zaktada, ze zar6wno farmakokinetyka jak, i farmakodynamika danej substancji jest taka
sama. Zalozenie to jednak nie jest zawsze spetnione, np. dla peptydow i biatek. Ponadto zaktada, ze
zaklocenia biologiczne sa na tyle mate, ze dostarczanie zerowego rz¢du mozna odrézni¢ od innych
funkcji wejsciowych na podstawie zmian ich farmakokinetyki. Niestety, optymalna szybko$¢
wprowadzania réznych substancji czynnych dla konkretnych stanéw chorobowych nie jest taka sama.
Na przyktad wiadomo, ze rytm okotodobowy wplywa na zmiany stezenia enzymoéw i hormondéw we
krwi, co moze zmienia¢ wigzanie substancji aktywnej z biatkami oraz jej metabolizm (Longer i in.
1988). Wybor i zastosowanie skutecznego uktadu DDS zalezy od wiasciwosci fizykochemicznych
i biofarmaceutycznych danej substancji czynnej oraz pozadanego profilu stgzenia w osoczu lub
w miejscu dziatania (Maurin i in. 2006) . Gtéwnym celem ich stosowania jest zmniejszenie lokalnych
lub ogolnoustrojowych skutkdw ubocznych oraz wyleczenie badz kontrola stanu patologicznego
w mozliwie najkrétszym czasie, dodatkowo przy uzyciu jak najmniejszej iloéci substancji czynne;.
Naturalne bariery biologiczne ssakow wyzszych sg wyzwaniem dla pomys$lnego stosowania DDS.
Ponadto, powodzenie uzycia DDS zalezy rowniez od reakcji organizmu w miejscu podania, innymi
stowy uktady DDS powinny charakteryzowac si¢ wysoka biokompatybilnoscia wobec zywych
tkanek. W zwigzku z tym nalezy wzia¢ pod uwage wszelkie bariery absorpcyjne i metaboliczne, ktore
moga wystgpowa¢ w miejscu podania. Tu nalezy zauwazyC, ze inne drogi dostarczania
i rozprowadzania lekow w momencie, gdy podanie doustne nie jest mozliwe moga zapewnié¢
odpowiednig biodostgpnos¢ substancji czynnej oraz jej wlasciwy profil st¢zeniowy w czasie (Maurin
i in. 2006). Dlatego zmiany w oczekiwanych szybko$ciach wchianiania, dystrybucji, metabolizmu
lub wydalania substancji aktywnych biologicznie sg bezposrednio skorelowane z droga podania,
a fakt ten musi by¢ brany pod uwage przy projektowaniu i produkcji DDS. Gtéwnymi czynnikami
biologicznymi, ktére wplywaja na proces dziatania leku na organizm, a tym samym na wydajno$¢
DDS w zaleznosci od drogi podania s3:

1. Przy podaniu podpoliczkowym lub podjezykowym - rozpuszczanie i rozcienczanie substancji
$ling oraz miejscowe zmiany ukrwienia i rogowacenia blony sluzowe;j,

2. Przy podaniu doustnym - pH tresci zotadka i tre§ci pokarmowe;j,

3. Przy podaniu dojelitowym - perystaltyka jelit, metabolizm pierwszego przejscia (watrobowy),
obecno$¢ i stezenie wydzielanych enzyméw, rodzaj i ilos¢ obecnych bakterii,
przepuszczalno$¢ bton oraz wydajno§¢ mechanizméw transportu substancji do krwioobiegu,

85|Strona



Nauki przyrodnicze — Czes¢ 1

4. Przy podaniu podskornym - stopien przepuszczalnosci tkanek, wystapienie reakcji
alergicznych i pojawienie si¢ stanow patologicznych, mozliwe wigzanie substancji
terapeutycznych w naskorku,

5. Przy podaniu domig$niowym - biozgodno$¢, stopien zajecia ukladu siateczkowo-
srédbtonkowego przy iniekcji, procesy metaboliczne zachodzace w migs$niach, drozno$¢
naczyn krwiono$nych oraz ewentualny przeptyw limfy (Longer i in. 1988).

3. Zalety i wady systemow dostarczania lekow

W XX wieku farmacja zajmowala si¢ teorig i praktyka wytwarzania postaci dawkowania na
mala i duza skalg oraz przygotowywaniem preparatow do terapii genowych (Florence 2011). Postep
w naukach materialowych, a szczegdlnie rozwoj kapsutkowania lekéw poskutkowal opracowaniem
doustnych systemow dostarczania oraz szeroka gama materiatdw do dalszego opracowywania
systemO6w mikro- lub nanostrukturalnych. Ponadto rozwdj nanotechnologii przyczynit si¢ do
sprawnego okre$lania specyficznego zachowania DDS in vivo oraz dat mozliwosci ich udoskonalania.
Aktualny stan wiedzy 1 technologii umozliwil wdrozenie koncepcji inteligentnego systemu
terapeutycznego pozwalajagcego optymalnie dawkowaé / uwalnia¢ konkretng kompozycje, ktdra
sktada si¢ z jednego lub wigcej lekow, w sposdb ciagly zgodnie z okre§lonym schematem przez
okreslony czas, badz pulsacyjnie, w sposdb ogdlnoustrojowy, albo docelowy (do konkretnego
narzadu lub tkanki) (Jones i in. 2009). W rezultacie DDS moze zapewni¢ jedna lub wigcej
z nastepujacych korzysci:

e Kontrolowane podawanie dawki terapeutycznej leku z pozadang szybko$cia uwalniania,
e Utrzymanie stezenia leku w optymalnym zakresie terapeutycznym przez odpowiedni czas
leczenia,
Optymalizacje zalezno$ci miedzy skutecznos$cig a dawka,
Ograniczenie kumulowania si¢ substancji czynnej w organizmie,
Ograniczenie niepozadanych skutkoéw ubocznych,
Ochrong substancji czynnej przed niepozadang degradacja w ptynach ustrojowych,
Minimalizacj¢ zuzycia substancji aktywnej w skali globalnej,
Zmniejszenie czgstotliwosci przyjmowania leku,
Ciagle leczenie bez nocnego podawania,
Zmniejszenie ryzyka pominiecia dawki w leczeniu (Chien 1992).

Rynek systemow kontrolowanego dostarczania lekéw niewatpliwie budzi duze
zainteresowanie. Wiele publikacji i znaczna liczba badan naukowych wygenerowaly liczne strategie
rozwoju i modyfikacji tych uktadow, ktore majg na celu optymalizacj¢ kontrolowanego uwalniania
czynnika aktywnego w miejscu docelowym. Opracowano metody mechaniczne, fizykochemiczne
i chemiczne do obserwacji zarowno dostepu, jak i biodostgpnosci srodka aktywnego w miejscu
dziatania. Niestety, podobnie jak inne technologie ingerujace w procesy farmakologiczne zachodzace
w zywym organizmie, DDS posiadajg pewne wady, takie jak:

e Trudno$¢ (lub wrecz niemozno$¢) szybkiego przerwania dzialania farmakologicznego
substancji w przypadku wystapienia szoku anafilaktycznego (reakcji alergicznej), badz
nietolerancji leku,

e Ryzyko kumulacji leku w przypadku uposledzonej szybkosci eliminacji z ustroju,

W przypadku podania doustnego dziatanie moze by¢ zalezne od ilosci pokarmu w Zotadku
i jelitach,

Staba lub zerowa skuteczno$¢ w przypadku trudnosci z wchtanianiem,

Kinetyka uwalniania zalezy od integralno$ci postaci dawki,

Rozmiar preparatu (czasami bardzo duzy),

Czasami staba biodostepnosc,

Wyzsze koszty produkcji w poréwnaniu z preparatami konwencjonalnymi.
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4, Podsumowanie

Podsumowujac, aby stworzy¢ idealny, kontrolowany uktad DDS nie powinien by¢ on
wysoce wrazliwy na czynniki srodowiskowe, a jego dzialanie powinno by¢ przewidywalne. Musi
rowniez by¢ kompatybilny z r6znymi $rodkami aktywnymi, posiada¢ zdolno$¢ do zwigkszania lub
przynajmniej utrzymywania fizyko-chemicznej stabilnosci tejze substancji, zapewniaé maksymalng
wydajnosc¢, bezpieczenstwo 1 niezawodno$¢é. Mimo posiadania ogromnej wiedzy i zaawansowanej
technologii, naukowcy nadal nie opracowali optymalnego systemu dostarczania substancji
terapeutycznych. Dalszy rozwoj tej gatezi nauki jest nadal ogromnie wazny dla cywilizacji ludzkiej,
poniewaz w skali globalnej przyczyni si¢ do poprawy jakosci zycia wielu milionow pacjentdw na
catym $wiecie, skracajac cierpienie podczas choroby, oraz znacznie zmniejszajac czas hospitalizacji.
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Streszczenie

Surfaktanty to niezwykle wazne substancje obecne w Zyciu czlowieka niemal na kazdym
kroku. Stosuje si¢ je w roznego rodzaju przemystach i czgsto nawet nie zdajemy sobie sprawy z tego
jak wiele razy je spotykamy. Zwiazki powierzchniowo czynne obecne sg w produktach spozywczych,
kosmetykach i farmaceutykach, a takze w szczepionkach i niektorych lekach. Ich amfifilowa budowa,
czyli struktura skladajgca si¢ z czgsci hydrofilowej i hydrofobowej, pozwala na solubilizacje
czasteczek o rdznej polarnosci. Oczywiscie, surfaktanty jako zwigzki syntetyczne nie pozostawiaja
srodowiska bez wptywu, powodujac nieodwracalne zmiany zard6wno w faunie jak i florze. Tym
samym, wielu producentéw si¢ga po bardziej ekologiczne rozwigzania. Szukaja oni naturalnych
substancji o tych samych lub nawet lepszych wtasciwosciach, zdolnych do zastgpienia syntetykow.
Najbardziej popularnymi biosurfaktantami sa te produkowane naturalnie przez rézne szczepy
bakterii, grzyby i drozdze. Biosurfaktanty sa przyjazne dla srodowiska, mozna je otrzymywac
z materiatdw odpadowych, szczegdlnie olejow i pozostatosci ropy naftowej. Wiele gatunkow bakterii
produkuje réwniez wyspecjalizowane enzymy pozwalajace na biodegradowalnos$¢ wytwarzanych
przez siebie substancji. Biosurfaktanty sg mniej toksyczne lub zupelnie nietoksyczne, majg
specyficzne  wlasciwosci  takie  jak  przeciwbakteryjno$¢,  przeciwwirusowos¢  lub
przeciwgrzybiczno$é, wiele z nich ma dziatanie antybiotyczne.

1. Wstep

Biosurfaktanty zawieraja szeroka gamg struktur chemicznych: lipopetydow, glikolipidow,
kompleksow biatkowych i polisacharydowych, kwaséw tluszczowych, fosfolipidow i lipidow
obojetnych. Produkcja biosurfaktantbw uznawana jest za jedng z kluczowych technologii
dwudziestego pierwszego wieku i nalezy do ,zielonej chemii”. Ich biodegradowalno$¢ i niska
toksyczno$¢é sprawiajg, ze sg one atrakcyjne w wielu gateziach przemystowych. Mozna je spotkac nie
tylko w farmaceutykach i kosmetykach (np. w dezodorantach, pastach do zebow, ptynach do
soczewek czy odzywkach), ale rowniez w przemys$le spozywczym, cukierniczym, rolnictwie,
wilokiennictwie, przemysle papieru i petrochemii. Stosuje si¢ je jako konserwanty i zwiazki
emulgujace. Biosurfaktanty =~ znajduja =~ zastosowanie =~ w  antybiotykach, srodkach
przeciwnowotworowych do leczenia raka ptluc, guzéw mozgu i biataczki. (Krzyczkowksa
i Biateczka-Florjanczyk, 2012). Poza wysoka biodegradowalnoscia, biosurfaktanty wyrdzniaja si¢
stabilno$cia w szerokim zakresie pH, zasoleniu $srodowiska, majg wysoka selektywno$¢ i krytyczne
stezenie micelizacji (CMC) nizsze niz klasycznych surfaktantow. Sg naturalnie produkowane przez
mikroorganizmy, a najbardziej efektywne biosurfaktanty moga obniza¢ napigcie powierzchniowe
wody do 30 mN/m. Aktywno$¢ danego biosurfaktantu zalezy mocno od jego stezenia. Kiedy
biosurfaktant osigga wartos¢ CMC, w roztworze zaczynajg tworzyC si¢ micele, biwarstwy oraz
pecherzyki. Micelizacja pozwala biosurfaktantom obnizaé napigcie powierzchniowe i miedzyfazowe,
a to z kolei pozwala na rozpuszczanie zwigzkow hydrofobowych we wnetrzu tworzacych si¢ micel
(Pacwa-Ptociniczak 2011).

2. Opis zagadnienia

Biosurfaktanty maja dziatanie przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne i przeciwbakteryjne, co
sprawia, ze sg bardzo uzyteczne w zastosowaniach medycznych i terapiach. Ich antyadhezyjne
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wiasciwosci dotyczace kilku gatunkéw patogendéw moga by¢é bardzo przydatne w pokrywaniu
materiatdéw wykorzystywanych do tworzenia implantéw. Mogloby to zdecydowanie zmniejszy¢ ilos¢
szpitalnych infekcji bez dodatkowych kosztéw zwigzanych z zakupem zwiazkow chemicznych lub
syntetykow przeciwdziatajacych zakazeniom. W zalezno$ci od gatunku, biosurfaktanty wykazuja
rézne fizjologiczne funkcje i wlasciwosci. Zmieniajac substraty lub warunki hodowli danego
organizmu, mozna wptywac na ich zastosowania. Biosurfaktanty sg uznawane za metabolity wtdrne,
moga przyspieszac transport sktadnikow odzywczych i zachowywac¢ si¢ jak biocydy, a takze
zwigksza¢ biodostgpnos¢ substancji hydrofobowych czy wigzaé metale cigzkie. Dodatkowo, maja
swoj udzial w patogenezie bakterii i tworzeniu biofilmow.

Wiele czasteczek organicznych ma tendencj¢ do zatrzymywania na powierzchniach cial
statych praktycznie dla wszystkich uktadow. Moga tworzy¢ film, ktory zmienia wlasciwosci danej
powierzchni: jej energii powierzchniowej i zwilzalnosci. W ten sposob, biosurfaktanty maja wptyw
na adhezje¢ bakterii i ich ewentualne sukcesywne odrywanie.

Adhezja i dalszy wzrost bakterii na implantach biomedycznych 1 narzgdziach
wykorzystywanych do operacji powoduje wzrost biofilmu, ktorego, tak zwany, ,,glikokaliks” osadza
bakterie wywolujace infekcje, jednoczesnie oferujac im ochrone przed przeciwciatami
i antybiotykami. Wickszo§¢ naturalnie wystepujacych powierzchni miedzyfazowych ma ujemny
fadunek. pH i warunki jonowe s3 bardzo wazne by przewidzie¢ interakcje migdzy powierzchnia
miedzyfazowa, a biosurfaktantami. Gottenbos i wspot-pracownicy (Gottenbos et al. 2001) badajac
powierzchnie o tadunkach pozytywnych stwierdzili, ze maja one przeciwbakteryjne wiasciwosci
w przypadku przylegania bakterii Gram-ujemnych. Podobny efekt nie zostal zaobserwowany dla
bakterii Gram-pozytywnych. Jak wcze$niej wspomniano, struktura biosurfaktantu bedzie wptywac na
jego wihasciwosci i zachowanie na powierzchniach migdzyfazowych. Uktady naturalne sg bardzo
skomplikowane i aby dobrze je opisaé, nalezy wzia¢ pod uwage wiele réznych czynnikow. Adhezja
jest jedynie pierwszym z wielu krokow prowadzacych do infekcji wywotanej biofilmem i aby taki
biofilm mogt powstaé, bakterie musza zajac¢ konkretna nisz¢ i mie¢ mozliwo$§¢ wzrostu. Brak wzrostu
na powierzchniach dodatnio natadowanego poli(metakrylanu metylu) dla bakterii majacych zdolnos¢
do przylegania z gatunku Escherichia coli zostat opisany przez Harkesa i wspotpracownikow (Harkes
i in. 1992). Barton i wspolpracownicy (Barton i in. 1996) przeprowadzili badania nad wzrostem
bakterii Pseudomonas aeruginosa i wptywu swobodnej energii powierzchniowej. Takiego wptywu
nie zaobserwowano dla Staphylococcus epidermidis i E. coli. Gottenbos i wspolpracownicy
(Gottenbos i in. 2000) badali z kolei wzrost Pseudomonas aeruginosa na powierzchniach
biomateriatow i stwierdzili, ze wzrost ten spadat wraz ze wzrostem sily z jakg bakterie przylegaty do
powierzchni.

Lipopeptydy sa jedng z gldwnych grup biosurfaktantow i charakteryzuja si¢ wysoka
aktywnoS$cia powierzchniowsg i wlasciwo$ciami antybiotycznymi. Moga zachowywac si¢ jak czynniki
antynowotworowe i antywirusowe, antybiotyki, inhibitory enzymow i toksyn, a takze czynniki
stymulujace uktad odpornosciowy. Surfaktyna jest bardzo skuteczna w modyfikowaniu
hydrofobowego charakteru powierzchni pokrytej przez Bacillus subtilis. Ten aspekt byt niezwykle
wazny przy kontroli choréb roslin i ogdlnie przy wlasciwosciach antygrzybicznych. Jest ona
lipopeptydem charakteryzujacym si¢ budowa cykliczna (Meena i Kanwar 2015). Potrafi wchodzi¢
w interakcje z bio-membranami i uktadami sktadajgcymi sie z otoczonych wirusow oraz protoplastow
bakteryjnych. Bacillus subtilis jest w stanie produkowac trzy typy surfaktyny: A, B i C, ktére rdznig
sic miedzy sobg sekwencjg aminokwasow. Bakterie ze szczepu Bacillus nalezg do rodziny
Bacillaceae, ktora zawiera siedemnascie gatunkow. Sg czesto spotykane w $rodowisku naturalnym
1 s3 typowymi saprofitami zZyjacymi w ziemi oraz wodzie. Bakterie te s3 Gram+, mezofilne, ruchliwe
i naleza do grupy neutrofili. Ich charakterystyczna cecha jest fakt, ze potrafig tworzy¢ endospory.
Bacillus subtilis potrafi produkowaé¢ duze ilosci polipeptydowych antybiotykdow, enzymow
zewnatrzkomorkowych (np. hydrolazy, ktora depolimeryzuje substancje makroczasteczkowe),
toksyn i innych metabolitow. Bacillus subtilis ma ogromne wlasciwosci adaptacyjne w zmiennych
warunkach $rodowiskowych — zarejestrowano jej wzrost nawet w temperaturach si¢gajacych
siedemdziesigciu stopni. Tym samym, bakteria ta jest czasami nazywana ,,termotolerantem”. Badania
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wykazujg, ze Bacillus subtilis nie ma wyspecjalizowanych mechanizméw kolonizacyjnych (Kozajda
i Szadkowska-Stanczyk, 2012).

Surfaktyna posiada zréznicowane wlasciwosci, ale przede wszystkim moze hamowac
formowanie si¢ zakrzepu fibrynowego, tworzenie kanatéw w btonach (szczegodlnie w podwdjnych
btonach) i hamowanie adenozyno-5’-monofosforanu, ktory reguluje wiele komorkowych proceséw
metabolicznych, np. metabolizm ADP/ATP (adenozyno-5’-difosforanu/adenozyo-5’-trifosforanu).
Co wigcej, surfaktyna hamuje fosfolipazy ludzkiej $ledziony i hamuje ptytki krwi. Kim
i wspolpracownicy (Kim K 1 in. 1998) zbadali ten lipopetydowy biosurfaktant wykazujac, ze jest on
selektywny wobec konkretnej fosfolipazy §ledziony i moze by¢ uznany za czynnik przeciwzapalny
ze wzgledu na zachodzaca bezposrednio reakcje. Vollenbroich i wspotpracownicy (Vollenbroich i in.
1997) stwierdzili, ze surfaktyna moze zmienia¢ morfologi¢ komorek przez wzrost szybkosci
proliferacji, szczeg6lnie komorek, ktore majg kontakt z mikoplazma. Daje to mozliwos¢ dezaktywacji
komorek mikoplazmy bez wptywu na ich ogélny metabolizm.

Surfaktyna wykazuje aktywnos$¢ przeciwko réznorodnym wirusom, takim jak wirusy
opryszczki (HSV-1 i HSV-2), wirus Sempliki Forest, wirus VSIV (Indiana vesiculovirus), wirus
zapalenia mdzgu, matpi wirus niedoboru odpornosci, czy kalciwirus koci (Rodrigues i in. 2006).
Surfaktyna jest bardziej skuteczna w dezaktywacji opakowanych wirusow (retrowiruséw, wirusow
opryszczkowych), ktore moga wchodzi¢ w interakcje z fizyko-chemiczng natura surfaktantu
i niektorymi zewnetrznymi czg¢sciami w lipidowej btonie podwdjnej warstwy wirusa. Powoduje to
zwigkszenie przepuszczalno$ci przy wyzszych stezeniach i prowadzi do dezintegracji blony
mikoplazmy.

Jako biosurfaktant, surfaktyna moze mie¢ zarébwno dobry jak i zty wptyw na srodowisko,
w ktorym si¢ znajduje. Bacillus moze produkowa¢ surfaktyng ze wzgledu na kilka czynnikow. Przede
wszystkim zwraca si¢ uwagg na jej antywirusowe i przeciwbakteryjne dzialanie ze wzglgdu na
zdolnos¢ do penetracji blon komérkowych réznego rodzaju bakterii. Potrafi dziata¢ i dezaktywowaé
opakowane wirusy, a takze doprowadza¢ do lizy komorki, szczegolnie tych pochodzenia zwierzecego
i zwigksza¢ mozliwo$¢ wystapienia hemolizy (Rodrigues i in. 2006).

Glikolipidy sa jednymi z najbardziej powszechnych biosurfaktantow i sa znane jako
najbardziej skuteczne. Isoda i wspolpracownicy (Isoda i in. 1997) przeprowadzili badania na
glikolipidach i wywnioskowali, Ze oprocz rhamnolipidu, reszta biosurfaktantow z grupy glikolipidow
powodowata réoznicowanie komorek zamiast ich proliferacji. Badanie zostato przeprowadzone na linii
HL60 komorek biataczki promielocytowej.

Rhamnolipidy sktadaja si¢ z jednej lub dwodch czasteczek cukru ramnozy i czasteczki kwasu
thuszczowego. Ich przeciwbakteryjne wlasciwosci sg szeroko opisane w literaturze. Zidentyfikowano
siedem rhamnolipdow otrzymanych z Pseudomonas aeruginosa AT10. Pochodzity one z odpadow
ponaftowych i wykazywaly silne wlasciwosci przeciwgrzybicze (Abalos i in. 2001). Rhamnolipidy
moga by¢ podzielone na mono- i dirhamnolipidy. Niektore bakterie znane sa z produkowania tylko
monorhamnolipidow, cz¢s¢ produkuje oba zwiazki. Stosunek mono- i dirhamnolipidéw jest wysoko
zalezny od uzytych metod produkcji. Pozwala to rowniez na kontrole produkcji do pewnego stopnia
z wykorzystaniem enzymow, ktéore moga przeksztalci¢ monorhamnolipidy w dirhamnolipidy.
Rhamnolipidy maja wiele zastosowan: np. odzysk olejow, bioremediacja, produkcja farmaceutykow,
czynniki terapeutyczne, kosmetyki i §rodki czyszczace (Kandjeet i Pattanathu 2014).

Pseudomonas aeruginosa jest najwiekszym producentem rhamnolipidu, ale ze wzgledu na
jego patogeniczno$¢, trudno moéwi¢ o produkcji na wysokg skale. Bakteria ta jest Gram-
oportunistyczng bakterig, ktéra moze powodowaé infekcje. Jest obecna zarowno w Srodowisku
wodnym jak i w ziemi, jest w stanie skolonizowa¢ wiele powierzchni o roznym pochodzeniu. Infekcje
spowodowane tg bakteria moga by¢ bardzo przewlekle i moga zagraza¢ zyciu wielu organizmow.
Moga powodowac¢ infekcje szpitalne. Pseudomonas posiada determinanty swojej zjadliwosci i sie¢
wewnatrzkomorkowa sygnatow regulatorowych, ktora pozwala mu na kolonizacj¢ lub ucieczke przed
uktadem odporno$ciowym gospodarza. (Klockgether i Tammler 2017).

Powodow, dla ktorych Pseudomonas aeruginosa produkuje rhamnolipid jest kilka i do tej
pory pozostaja one przedmiotem spekulacji. Wymienia si¢ tu najczesciej zwigkszanie
hydrofobowosci  bakterii  w  odpowiednich  warunkach, dziatanie przeciwbakteryjne
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i przeciwgrzybiczne, jako przewage dla bakterii w konkurowaniu o najbardziej korzystng niszg,
wplyw na zjadliwo$¢ 1 tym samym patogeniczno$¢ Pseudomonas aeruginosa. Rhamnolipid wplywa
roéwniez na ruchliwo$¢ bakterii i formowanie biofilmu (Chrzanowski i in. 2012).

Wiele infekcji, szczegodlnie tych zwigzanych z wenflonami dozylnymi, kateterami
krtaniowymi i cewnikami moczowymi, czy tez prostetycznymi zastawkami lub réznymi implantami
ortopedycznymi, moze powodowaé powstawanie biofilmow. W najgorszym wypadku biofilm moze
sta¢ si¢ odporny na dziatanie uktadu odpornosciowego gospodarza. Bez dwdch zdan jest to powazny
problem dla inzynierii medycznej oraz wspotczesnej medycyny. Wiedza na temat uzytkowania
biosurfaktantow oraz na temat ich modyfikacji wprowadza cien nadziei w pokonaniu odpornosci
bakteryjnej. Biosurfaktanty znane sg ze swoich wilasciwosci przeciwadhezyjnych w przypadku
organizmow patogennych. Moga sta¢ si¢ efektywnymi czynnikami pozytecznymi w walce
z mikroorganizmami oraz ich zdolnoscig do zajmowania korzystnych nisz. W wyniku uzycia
roztworu surfaktyny i obmycia w nim winylowych cewnikow moczowych, zauwazono spadek
formacji biofilmu dla E. coli, Salmonella typhimurium, Proteus mirabilia i Salmonella enterica
(Mireles i in. 2001). Formowanie biofilmu jest jednym z bakteryjnych strategii przetrwania.
Wprowadza ono réownowage w $rodowisku bakteryjnym i pozwala na tworzenie agregatow
i klasteréw, ktore umozliwiaja bakteriom odpowiedz na dynamicznie zmieniajace si¢ Srodowisko.
Komoérka bakteryjna uczy si¢ adaptowaé¢ do zycia jako twor wielokomoérkowy, ze wzgledu na
unieruchomienie jej w biofilmie. Niemal 80% bakterii tworzacych biofilmy jest odpowiedzialne za
nawracajace infekcje. Biofilm sam w sobie sklada si¢ gtéwnie z EPSow (polisacharydow
zewnatrzkomérkowych), DNA 1 bialek. Obecno$é¢ polisacharydow zapewnia dobra adhezjg
powierzchniows, stabilno$¢ komorkowa i odpowiednie miejsce do przylaczania si¢ enzymow,
komorek i antybiotykow.

Biofilm jako ,.kolonia” sprawia, ze komorki maja dobre warunki do wzrostu. Jednakze ich
przezywalnos$¢ i uzytecznos¢ dla ,,wigkszego dobra” mocno zalezy od ich wskaznika przezycia — tym
samym, czy s3 w stanie szybko i odpowiednio ulega¢ mutacjom oraz czy sa zdolne do wymiany
informacji zawartej w ich genach. Jest mozliwe, ze jednym z gtéwnych powodow, dlaczego biofilmy
bakteryjne sg tak odporne na antybiotyki jest kwestia ich wysokiego tempa mutacji. Drugim bardzo
mozliwym powodem jest ubytek tlenu i sktadnikow odzywczych, szczegdlnie w przypadku niskich
warstw biofilmu. Niska aktywno$¢ metaboliczna oznacza niska odpowiedZ na antybiotyki. W tym
samym czasie, zmiany pH w warstwach biofilmu mogg powodowa¢ kumulacje kwasoéw
organicznych. Ten fakt pozwala bakterii w biofilmie deaktywowaé zwigzki, ktore moga zagrazaé
jednosci biofilmu. Biofilmy zawierajace wiele gatunkdéw bakterii majg tendencj¢ do bycia nawet
bardziej odpornymi na antybiotyki. Stan metaboliczny komorek jest wazny przy odnawianiu
uszkodzonej kolonii (Algburi i in. 2016).

3. Podsumowanie

Powstawanie biofilmow bakteryjnych jest powaznym i nawracajgcym problemem nie tylko
dla medycyny, ale rowniez dla przemyshu spozywczego, przemystu pasz oraz produkcji
farmaceutykow. Wiekszos¢ dostepnych obecnie badan i eksperymentéw dotyczy specyficznych
wiasciwosci biofilmu i jego aspektow biologicznych. Istnieje wiele badan dotyczacych jego
bioinzynierii, otrzymaniu specyficznej ekspresji gendw czy wytwarzaniu konkretnych substancji.
Badacze skupiaja si¢ glownie na biologii bakterii i jej zastosowaniach biotechnologicznych. Badania
dotyczace adhezji bakteryjnej i formowaniu si¢ biofilmu skupiaja si¢ glownie na wlasciwosciach
biofilmu samych w sobie, czynnikow, ktére moga wptywa¢ na adhezj¢ bakterii, mechanizmow
adhezji i modyfikacji, ktore moglyby by¢ pomocne w doglgbnym zrozumieniu bakterii jako
prokarionta. Istnieje kilka badan dotyczacych uzycia specjalistycznych technik i metod, np. pradow
elektrycznych czy laserow CO; czy tez produkcji nowych materiatow na implanty, ktére sa mniej
atrakcyjnymi powierzchniami dla adhezji. Mozna znalez¢ badania dotyczace dlugoterminowego
efektu warstw biofilmu. Nie ma jednak wystarczajacej ilosci badan dotyczacych aspektow
fizykochemicznych i tego, dlaczego ta sama bakteria, ktora jest odpowiedzialna za formowanie
biofilmu, moze by¢ odpowiedzia na usuni¢cie go z powierzchni. Doglgbne zbadanie takich
wiasciwos$ci moze pomdc w obnizeniu ilo$ci szpitalnych infekcji. Formowanie biofilmu jest bardzo
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powaznym praktycznym i teoretycznym problemem, nie tylko ze wzgledu na zagrozenie zdrowia
pacjenta, ale rowniez w zwigzku z komplikacjami po przeszczepie i odpornosci na antybiotyki.
W obecnie dostepnej literaturze, badacze gltéwnie skupiajg si¢ na metodach otrzymywania
biosurfaktantéw, ich CMC, liczbie agregacyjnej, wtasciwosciach biologicznych i zastosowaniach
(Krzyczkowska i Biatecka-Florjanczyk 2012, Pacwa-Plociniczak 2011). Trudno natomiast znalez¢
informacje na temat wiasciwosci zwilzajacych biosurfaktantow, ich potaczeniu ze zwilzalnosciag
implantow, adsorpcja czy tez zestawieniu tych wlasciwosci z tworzeniem biofilmu.
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Streszczenie

Surfaktanty sa substancjami, ktore cztowiek spotyka w swoim zyciu codziennym. Sg one
obecnie wykorzystywane gtéwnie w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, cukierniczym,
kosmetycznym czy przemysle pasz. Ponadto surfaktanty sg sktadnikami lekow, szczepionek
i detergentow. Te szerokie zastosowania zawdzigczajg one swojej amfifilowej budowie: w kazdej
czasteczee surfaktantu mozna wyr6zni¢ czg$¢ hydrofilowa i hydrofobowa. Taka forma pozwala na
interakcj¢ substancji aktywnych powierzchniowo z czasteczkami o roznej polarnosci. Niestety,
wysokie zuzycie surfaktantéw jest niekorzystne dla srodowiska, szczegélnie dla wod gruntowych.
Coraz czgsciej jednak, wielu przedsigbiorcow siega po rozwigzania proekologiczne, a tym samym,
wykorzystuje substancje pochodzenia naturalnego, ktdre posiadaja zblizone, o ile nie lepsze,
wlasciwosci od syntetycznych surfaktantow. Takimi substancjami sa biosurfaktanty — substancje
powierzchniowo czynne produkowane przez mikroorganizmy: bakterie, grzyby badz drozdze. Sg one
nietoksyczne oraz mozna je produkowac z pozostatosci po ropie naftowej czy tez innych materiatdéw
odpadowych. Biosurfaktanty sa biodegradowalne, a takze dodatkowo posiadaja specyficzne
wilasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne, a nawet przeciwwirusowe, a niektore traktowane
sg nawet jako antybiotyki.

1. Wstep

W ciggu ostatniej dekady, zuzycie komercyjne réznych biosurfaktantow, szczegdlnie na polu
medycyny znaczgco wzrosto. Ich przeciwgrzybicze, antybakteryjne oraz przeciwwirusowe
wlasciwoS$ci sprawiaja, ze stajg si¢ one waznymi czasteczkami w walce z wieloma chorobami i sg
doskonalymi substancjami terapeutycznymi. Dodatkowo, ich wiasciwosci antyadhezyjne
w przypadku wielu bakterii mozna wykorzysta¢ w pokryciach narzedzi chirurgicznych, czy tez
powierzchni implantdow, co moze znaczaco wptyna¢ na zmniejszenie liczby infekcji szpitalnych bez
wykorzystywania wyspecjalizowanych, a przede wszystkim syntetycznych substancji. (Rodrigues
i in. 2006). Biosurfaktanty stanowia ogromna liczbe zwiazkow, a tym samym, struktur chemicznych:
glikolipidow, lipopetydow, komplekséw polisacharydowych i biatkowych, a takze fosfolipidow,
kwasow ttuszczowych i lipidow obojetnych. Stanowia sktadniki kosmetykow, dezodorantow, ptynow
do soczewek, odzywek do wlosow czy past do zgbow, wykorzystuje si¢ je w przemysle papierniczym,
petrochemii i wiokiennictwie. Biosurfaktanty Sa obecne jako konserwanty, antybiotyki, leki
poprawiajace dziatanie ptuc, $rodki lecznicze w terapiach guza mozgu czy biataczki (Krzyczkowska
i Biatecka-Florjanczyk 2012)

Cooper i Goldenberg (Cooper i Goldenberg 1987) opisali r6zne bioemulgatory produkowane
przez dwa szczepy gatunku Bacillus, ktore charakteryzowaty si¢ wyraznymi réznicami we
wiasciwos$ciach powierzchniowych i emulgujacych. Tym samym, wlasciwosci i funkcje fizjologiczne
beda zalezaly od danej klasy biosurfaktantéw. Dodatkowo, biosurfaktanty mozna dopasowywa¢ do
roznorakich zastosowan, a takze modyfikowac¢ je przez zmiang warunkow wzrostu czy ograniczanie
substancji pokarmowych mikroorganizmom je produkujacym (Fiechter 1992).

2. Opis zagadnienia

Wiekszo$¢ biosurfaktantow to metabolity wtorne, cho¢ niektore z nich odgrywaja znaczaca
role w zwigkszaniu przezywalno$ci mikroorganizméw, ktoére je wytwarzaja, na przyklad przez
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przyspieszanie transportu sktadnikéw odzywczych czy tez przez dziatanie biobojcze. Biosurfaktanty
odgrywaja wazne role w zwigkszaniu powierzchni wchianiania i biodostepnosci substancji
hydrofobowych, czyli nierozpuszczalnych w wodzie, wigzaniu metali cigzkich, patogenezie
bakteryjnej, a takze tworzeniu biofilméw (Singh i Cameotra 2004).

Lipopetydy s3 interesujacym rodzajem biosurfaktantow ze wzgledu na ich wysoka
aktywnos¢ powierzchniowg i wlasciwosci antybiotyczne. Moga dziata¢ jako leki przeciwwirusowe,
srodki przeciwnowotworowe, inhibitory okreslonych toksyn i enzymow. Ahimou i wspotpracownicy
(Ahimou 1 in. 2000) stwierdzili, ze hydrofobowo$¢ bakterii, a ich profil lipopetydowy rozni si¢
w zaleznosci od badanego szczepu. Ituryna A jest produkowana przez wszystkie szczepy Bacillus
subtilis, ale to surfaktyna jest najbardziej efektywna w modyfikowaniu hydrofobowego charakteru
powierzchni Bacillus subtilis. Jest to o tyle wazne, ze w polaczeniu z wlasciwosciami
antygrzybicznymi, mozna kontrolowa¢ biologicznie choroby roslin. Ituryna A jest silnym
przeciwgrzybicznym lipopetydem. Mechanizm dzialania ituryny A jest zwigzany z zakldcaniem
integralnosci btony cytoplazmatycznej i tworzeniem matych pecherzykdéw powodujacych agregacje
czasteczek $rodblonka w komodrkach drozdzy. Co wigcej, zwigksza to rowniez przewodnos$¢ samej
biomolekularnej btony lipidowej (Thimon i in. 1995). Pierwszy lipopeptyd, Polimyksyna A, odkryty
i wyizolowany w 1949 z bakterii glebowej Bacillus polymyxa. CubicinR (Daptomycyna) byt
pierwszym cyklicznym antybiotykiem lipopetydowym, ktoéry zostal zatwierdzony przez FDA
w leczeniu powaznych zakazen krwi i infekcji skory wywotywanych przez niektore bakterie Gram-
dodatnie (Meena i in. 2017).

Surfaktyna zostata powigzana z kilkoma dziataniami biologicznymi takimi jak: hamowanie
tworzenia skrzepu fibrynowego, wywolywanie powstawania kanalow jonowych w dwuwarstwowych
btonach lipidowych, hamowanie cyklicznego monofosforanu adenozyny, a takze hamowanie ptytek
krwi i cytozolowej fosfolipazy A2 (PLA2). Do tego wykazuje takze dziatanie przeciwnowotworowe
i przeciwwirusowe (Rodrigues i in. 2006). Kim i wspdtpracownicy (Kim i in. 1998) wykazali, ze
surfaktyna jest selektywnym inhibitorem cytozolowej PLA2 jak réwniez jest S$rodkiem
przeciwzapalnym w zwigzku z bezposrednig interakcja z wymieniong fosfolipaza. Surfaktyna
C zwicksza aktywacje prourokinazy (aktywatora plazminogenu) i zwigksza zmiang konformacyjna
plazminogenu, co prowadzi do zwigkszonej fibrynolizy in vitro i in vivo (Kikuchi i in. 2002). Uktad
plazminogen-plazmina jest zwigzany z rozpuszczaniem skrzepéw krwi, a takze wieloma
fizjologicznymi i patogennymi procesami wymagajacymi zlokalizowanej proteolizy.

Mykoplazma to najmniejszy wolnozyjacy organizm i pasozyt komorek eukariotycznych. Jest
jednym z glownych zanieczyszczen pojawiajacych si¢ w hodowlach tkanek ssakow. Mykoplazmy sg
powaznymi czynnikami chorob ludzi i zwierzat, takich jak ostre zapalenia drég oddechowych (w tym
zapalenie phuc), choroby ukladu moczowo-plciowego oraz patogeneza AIDS. Leczenie
antybiotykami to najskuteczniejsza procedura wyeliminowania lub tlumienia mykoplazmy. Ze
wzgledu na swoje wilasciwosci powierzchniowe i wplyw na blone komorkowa, surfaktyna jest
stosowana komercyjnie do utwardzania kultur komérkowych i oczyszczania produktéw pochodzenia
biotechnologicznego od skazenia mykoplazma. Ma ona wszechstronne wtasciwosci bioaktywne ze
znacznym dzialaniem przeciwzapalnym wobec aktywnosci mykoplazmy. Rozpad tych
drobnoustrojow zwigzany jest z fizykochemiczng interakcja surfaktyny z zewngtrzna czgscia
dwuwarstwowej btony lipidowej, co powoduje zmiany w przepuszczalnosci i przy wyzszych
stezeniach surfaktyna zaczyna zachowywac si¢ jak detergent i doprowadza do rozpadu uktadu btony
mykoplazmowej (Meena i in. 2017).

Glikolipidy to najczestsza klasa biosurfaktantow, a takze jedna z najbardziej skutecznych,
jesli chodzi o wiasciwosci powierzchniowo czynne. Takimi substancjami sg, na przyktad, lipidy
trehalozy pozyskiwane z Mycobacterium i pokrewnych mu szczepéw, a takze rhamnolipidy
pozyskiwane z gatunkéw Pseudomonas oraz soforolipidy produkowane przez drozdze. Wtasciwosci
antybakteryjne, immunologiczne i neurologiczne przypisano manno- sylerytrytolowi (MEL),
drozdzowemu glikolipidowemu biosurfaktantowi produkowanemu z olejow roslinnych przez szczepy
Candida. Kitamoto i wspotpracownicy (Kitamoto i in. 1993) wykazali, ze MEL posiada whasciwosci
przeciwbakteryjne, szczegélnie przeciwko bakteriom Gram dodatnim. Dodatkowo, niektore
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glikolipidy maja zdolnos$¢ do zwigkszania r6znicowania komorek zamiast ich proliferacji, szczeg6lnie
w przypadku ludzkiej biataczki promielocytowej (Isoda i in. 1997).

Soforolipidy to glikolipidy wytwarzane przez pewna liczbe gatunkow drozdzy, w tym
Candida bombicola oraz Candida apicola, jesli wzrost nastepuje na mieszaninie weglowodanow
i kwasow tluszczowych. Wykazano, ze soforolipidy sa skutecznymi $rodkami plemnikobdjczymi,
lekami przeciwdziatajacymi rozwojowi HIV oraz skutecznymi $rodkami przeciwnowotworowymi.
Co wigcej, biosurfaktanty te moga mie¢ dzialanie immunomodulujace (Sleiman i in. 2009).
Soforolipidy oferuja biodegradowalno$é, niska toksycznos$¢ eraz a ich produkcja opiera si¢ na
zasobach odnawialnych. Amerykanska FDA zatwierdzita biosurfaktanty/estry cukrowe jako
odpowiednie do stosowania w zywnoéci i produktach farmaceutycznych. Soforolipidy nie
podrazniajg skory, nie wywotuja reakcji alergicznych i moga by¢ bezpiecznie stosowane w okolicach
jamy ustnej. Cytotoksyczno$¢ wyznaczona na ludzkich keratynocytach naskorka uznana zostata za
niska (van Bogaert i in. 2011). Lipid-A mannosylerytrytolu zawieraja liposomy kationowe, polepsza
transfekcje gendow miedzy komodrkami ssakoéw od pieciu do siedmiu razy. Liposomy sg obiecujacymi
kandydatami do szerokiej gamy zastosowan leczniczych. Po dalszej modyfikacji, soforolipidy moga
zosta¢ przeksztalcone w liposomy, co sprawia, ze moglyby by¢ uzywane w uktadach dostarczania
srodkow terapeutycznych. Joshi-Navare i Prabhune (Joshi Navare i Prabhune 2013) ustalili, ze
soforolipidy moga zwigksza¢ rozpuszczalnos¢ antybiotykéw lub zapewni¢ im ochrone przed
niekorzystnym wplywem srodowiska i tym samym zwigkszy¢ efektywnos$¢ dziatania samego
antybiotyku. Soforolipidy maja charakter przeciwdrobnoustrojowy, a gdy sa stosowane jednoczes$nie
ze Srodkami antybiotycznymi, zmniejszaja prawdopodobienstwo przezywalnosci bakterii
i wspomagaja odporno$é. Ze wzgledu na latwiejsza mozliwos¢ dzialania czasteczek antybiotyku,
hamowanie to moze zosta¢ osiggni¢te nawet przy niskich st¢zeniach substancji aktywnych.

Jak wspomnianio wcze$niej, produkowane przez Candida antartica MEL, rhamnolipidy
produkowane przez Pseudomonas aeruginosa czy surfaktyna produkowane przez Bacillus subtilis
i Bacillus licheniformis  wykazuja  dziatanie = przeciwdrobnoustrojowe.  Grangemard
i wspolpracownicy (Grangemard i in. 2001) opisali wlasciwosci chelatujace lichenyzyny, ktoére moga
by¢ odpowiedzia na destrukcyjne dziatanie lipopeptydow wobec blony komoérkowej. Carrillo
i wspolpracownicy (Carrillo i in. 2003) opisali mechanizm zwigkszajacy przepuszczalnos¢ blony
przez surfaktyne, ktory ttumaczy powstawanie pordw i podstawe antybiotykowego i hemolitycznego
dziatania tych lipopeptydow. Tym samym, wtasciwosci barierowe btony komorkowej moga zostaé
uszkodzone w miejscach, w ktorych surfaktyna wchodzi w interakcje z fosfolipidami w stezeniu
wiekszym niz to potrzebne do solubilizacji. Taka wtasciwos$¢ powoduje zaburzenia strukturalne, ktore
moga by¢ podstawowym sposobem antybiotycznego dziatania takiego lipopeptydu. Peptydy tego
typu, ktore dziatajg na integralno$é btony, ale nie na wazne zyciowe procesy komérkowe moga staé
si¢ nowg generacja antybiotykow. Co wiecej, surfaktyna ma dzialanie przeciw-nowotworowe,
aktywno$¢ przeciwgrzybiczng oraz zastosowania farmakologiczne takie jak hamowanie tworzenia
skrzepu fibrynowego, hemoliza czy tez tworzenie blonowych kanatéw jonowych (Rodrigues i in.
2006). Surfaktyna i jej analogi sa uznawane za $rodki przeciwwirusowe: znaczacy efekt hamujacy
uzyskano dla pumilacydyny w HSV-1, a takze efekt hamujacy H+, K+-adenozynotrifosfatazy, a takze
dziatanie przeciwwrzodowe (Naruse i in. 1990). Stwierdzono réwniez dziatanie przeciwko wirusowi
ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV-1) (Itokawa i in. 1994). Przeciwwirusowe dziatanie surfaktyny
miato by¢ spowodowane interakcjami fizykochemicznymi pomigdzy aktywnym blonowo
surfaktantem a blong lipidowa wirusa. Ituryna produkowana przez Bacillus subtilis wptywa na
morfologie i strukture komorek drozdzy. Biosurfaktant ten ma zdolno$¢ przechodzenia przez $ciang
komorkowa przez formowanie matych pecherzykéw i gromadzenie czasteczek $rodbtonka. Ituryna
przechodzi rowniez przez blong komorkowa, wehodzi w interakcje z btong jadra i rowniez z btonami
innych organelli cytoplazmatycznych (Thimon i in. 1995).

Biosurfaktanty moga zosta¢ zastosowane jako $rodki emulgujace do transportu lekow do
miejsca infekcji, jako $rodki uzupetniajace ptucny lipoproteinowy srodek powierzchniowo-czynny
i jako adiuwanty dla szczepionek (Rodrigues i in. 2006). Wykazano, ze bakteryjne lipopeptydy
stanowig silne nietoksyczne 1 niepirogenne adiuwanty immunologiczne przy zmieszaniu
z konwencjonalnymi antygenami (Isoda i in. 1997).
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Chociaz zdecydowanie ro$nie potencjal zastosowan biosurfaktantow, szczegodlnie
w medycynie, niektore z tych substancji mogag stanowi¢ ryzyko. Pseudomonas aeruginosa
odpowiedzialny za produkcj¢ rhamnolipidu jest bakteria odpowiedzialng za wiele szpitalnych
infekcji, szczegodlnie u 0s6b z obnizong odpornoscia, a takze moze powodowac przewlekle zakazenia
u pacjentéw z mukowiscydoza. Zwigkszona kontrola sygnalizacji miedzy komoérkami moze pomdc
w odpowiedniej ekspresji gendéw i koordynacji wytwarzanych czynnikoéw wirulencji. Przemysty
kosmetyczny 1 zdrowotny wykorzystuja ogromne ilosci surfaktantow do produkcji réznorodnych
materiatow, miedzy innymi, do produkcji sSrodkéw owadobdjczych, preparatow do leczenia tradziku,
ptyndéw do soczewek, farb do wlosow, dezodorantow, odzywek do paznokci, szminek, cieni do
powiek, tuszy do rzgs, nici dentystycznych, past do zgbow, kondoméw, produktow dla dzieci,
srodkow pielegnacyjnych do stop, srodkéw antyseptycznych i produktow do golenia i depilacji.
Biosurfaktanty znane sa ze swoich lepszych wlasciwosci w poroéwnaniu do surfaktantow
syntetycznych 1 niskiej alergenno$ci. Substancje te sa bardzo kompatybilne z produktami
dotyczacymi skory. Szczegdlnie rhamnolipidy wykorzystuje si¢ jako dodatki kosmetyczne, przede
wszystkim w emulsjach i liposomach (Rodrigues i in. 2006).

Nowoczesne $rodki powierzchniowo czynne musza spetnia¢ wymagania rynku dotyczace
tagodnosci w dzialaniu i odpowiedniej ,naturalnosci”. Syntetyczne surfaktanty sa tanie, atwo
dostepne i maja szerokie zastosowania; biosurfaktanty niosg korzysci ekologiczne, zwickszaja
$wiadomos¢ konsumencka i wykazuja niskg toksycznosé. Obie te grupy zwiazkow wykorzystuje si¢
w produkcji lekéw. Surfaktanty zwickszaja wchlanianie przezskorne, a takze polepszajg
rozpuszczalno$¢ lekoéw i $rodkéw farmaceutycznych. Do tego, zwigkszaja hydrofilowos¢ baz
olejowych stosowanych w masciach i plastrach. Srodki powierzchniowo czynne stosuje sig
w farmaceutycznych preparatach biatek do konkurowania o powierzchnie, ktére moga powodowaé
rozklad i agregacj¢ substancji aktywnych, i najczeSciej stosuje si¢ tu niejonowe surfaktanty.
Z biosurfaktantow najczgéciej wykorzystuje sie¢ pochodne weglowodandéw: sorbitolu, sacharozy,
glukozy, a takze pochodne olejow ro§linnych otrzymywanych z orzechu kokosa czy ziarna
palmowego. Wysciotka fosfolipidowa ptuc utatwia przenikanie tlenu przez tkanke i przechodzenie
do krwi. Substancje powierzchniowe zawierajace bialka zapewniaja skutecznos¢ w leczeniu zaburzen
oddechowych, a takze sg obiecujace w leczeniu choréb ptuc u niemowlakow. Biosurfaktanty oferuja
dzialania terapeutyczne, a takze antyadhezyjne (Sekhon 2013).

3. Podsumowanie

Wiele cech biosurfaktantow stanowi o ich potencjalnych zastosowaniu w medycynie. Sg to
zwigzki przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe i przecigrzybiczne, a co wigcej, moga by¢ uzyteczne
w produkcji lekow immunomodulujacych i produkeji §rodkéw adhezyjnych, szczepionek i w terapii
genowej. Biosurfaktanty stosowane sg w transfekcji genow, jako ligandy do wigzania
immunoglobulin, jako adiuwanty dla antygenéw, a takze jako inhibitory tworzenia i aktywatory lizy
skrzepu fibrynowego. Biosurfaktanty sa badane pod katem tworzenia antyadhezyjnych pokry¢ dla
narzedzi chirurgicznych oraz implantow, tym samym zmniejszajagc wystgpowanie zakazen
szpitalnych oraz zuzycie syntetycznych lekow i substancji chemicznych. Moga by¢ wykorzystywane
do produkcji probiotykdéw, preparatdw zwalczajacych choroby drég moczowo-piciowych
1 immunoterapii ptucne;j.

Mimo to, wykorzystanie biosurfaktantow jest nadal mocno ograniczone, gléwnie przez ich
wysokie koszty produkcji, koszty ekstrakcji oraz brak informacji na temat ich toksyczno$ci
w przypadku czlowieka. Dalsze badania nad komoérkami cztowieka i ich naturalng mikroflorg
potrzebne sa do skutecznego wykorzystywania biosurfaktantow w obszarach biomedycznych
i zwigzanych ze zdrowiem (Rodrigues i in. 2006).
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Streszczenie

Wobec stale rosngcego zapotrzebowania na nowe i skuteczne antybiotyki, prowadzone sa
poszukiwania zwiazkow pochodzenia roslinnego o przeciwbakteryjnym mechanizmie dziatania.
Niniejszy artykut przegladowy ma na celu przedstawienie dostepnych danych naukowych i wynikow
badan potwierdzajacych aktywnos$¢ antybakteryjng jednego z przedstawicieli triterpenow
pentacyklicznych tj. kwasu azjatykowego.

1. Wstep

W ostatnich latach nastapil wzrost zainteresowania naturalnymi Zrédlami pochodzenia
substancji leczniczych. W dobie wzrostu opornoéci bakterii na antybiotyki intensywnie poszukuje si¢
efektywnie dziatajacych, a jednoczesnie bezpiecznych dla organizmu cztowieka zwigzkoéw
roélinnych, ktére mogtyby sta¢ si¢ skutecznym narzgdziem zar6wno w zapobieganiu jak i leczeniu
chordb o etiologii bakteryjnej. Uwaza si¢, ze produkty roslinne stosowane w ramach fitoterapii moga
wspomagac¢ standardowa farmakoterapi¢. Szczegdlne zainteresowanie wigze si¢ z mozliwoscig ich
wykorzystania w zwalczaniu przewlektych i/lub nawracajacych stanow zapalnych spowodowanych
tworzeniem biofilméw bakteryjnych.

Biofilm bakteryjny stanowi czgsto przyczyne niepowodzen w leczeniu przewlektych i/lub
nawracajacych zakazen uktadu moczowego (ZUM), takze u pacjentdow zacewnikowanych.
Dominujagcy udzial w etiologii tych zakazen majg bakterie Gram-ujemne, w szczegdlnosci
uropatogenne szczepy Escherichia coli (UPEC). Posiadajg one szereg cech wirulencji warunkujacych
przyleganie bakterii do komoérek uroepitelialnych. Nalezg do nich: hydrofobowos¢ powierzchni
komorek bakteryjnych, wytwarzanie adhezyn, fimbrii typu curli oraz fimbrii typu P (zdolno$¢ do
hemaglutynacji erytrocytéw), a takze zdolno$¢ do ruchu.

Wytwarzana przez bakterie zyjace w biofilmie macierz pozakomorkowa (ang. extracellular
polymeric substance, EPS) utrudnia przenikanie antybiotykéw do glebszych warstw biofilmu.
Wchodzace w sktad EPS egzopolisacharydy zwigkszaja liczb¢ wolnych grup funkeyjnych, ktore
moga wychwytywac i wiazaé¢ czasteczki leku zanim dotrze on do bakterii. W ten sposob ograniczaja
one dyfuzj¢ antybiotykow do wngtrza biofilmu. Obecnos$¢ EPS powoduje, ze drobnoustroje tworzace
biofilm staja si¢ rowniez niedostepne dla uktadu immunologicznego gospodarza (Gebreyohannes et
al. 2019).

Powolna penetracja antybiotykow do glebszych warstw biofilmu moze spowodowac ich
inaktywacje przez enzymy bakteryjne lub ich usuwanie z komoérek za pomoca pomp efluksowych
(ang. multi-drug resistance, MDR). Problemy z leczeniem przewleklych i/lub nawracajacych infekcji
powodowanych przez bakterie zyjace w biofilmie, wynikajg nie tylko z trudnosci penetracji lekéw
przez ich strukture, ale rdwniez moga by¢ spowodowane zmiang ekspresji gendéw kodujacych
czynniki wirulencji, genéw majacych istotne znaczenie w procesie tworzenia i rozwoju struktury
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biofilmu oraz genéw kodujacych transportery lekéw oraz biatka regulatorowe (Ramos-Vivas et al.
2019).

Komorki bakteryjne tworzace strukture biofilmu charakteryzuja si¢ zmienionym
metabolizmem w stosunku do form planktonowych. W glebszych warstwach biofilmu obecne sg tzw.
komorki superodporne - ,uparte” (ang. persisters) charakteryzujace si¢ niska aktywnoS$cia
metaboliczna, co ostabia efekt dziatania §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych, dzigki czemu komorki
te moga przezy¢ w obecnosci bdjczych stgzen antybiotykéw i ponowne odtworzy¢ biofilm po
zakonczeniu cyklu terapeutycznego (Gollan et al. 2019).

Jak wiadomo, zaréwno biofilmy naturalnie wystgpujace w organizmie cztowieka jak
i biofilmy utworzone przez patogenne drobnoustroje zazwyczaj nie tworzg jednogatunkowego
konsorcjum, lecz sktadaja si¢ z wielu gatunkéw mikroorganizméw. Szczegdlnie trudnymi do
zwalczania sg biofilmy wielogatunkowe, poniewaz oprocz zmiany ekspresji genow wystepuje
réwniez horyzontalna wymiana materialu genetycznego (np. genéw opornosci na poszczegdlne
antybiotyki) migdzy bakteriami zyjacymi w biofilmie, jak réwniez szereg innych oddziatywan
miedzykomorkowych, zarowno synergistycznych jak i antagonistycznych (Madsen et al. 2012).

Sktad biofilmu oraz niska aktywno$¢ metaboliczna powoduja, ze minimalne st¢zenia:
hamujace i bakteriobdjcze (ang. MIC — Minimal Inhibitory Concentration i MBC — Minimal
Bactericidal Concentration), czyli stezenia lekow niezbedne do zahamowania wzrostu/zabicia
komorek bakteryjnych w populacji biofilmu sg wielokrotnie (nawet 100-1000 razy) wyzsze od
bojczych stezen tych samych lekéw w stosunku do form planktonowych. Tak wysokie dawki
antybiotykow nie moga by¢ stosowane w farmakoterapii zakazen czlowicka ze wzgledu na ich
toksyczno$¢ (Brady et al. 2017). Z tych powodow poszukiwane sg zwigzki pochodzenia roslinnego,
ktére moga stanowic strategi¢ alternatywna wobec antybiotykoterapii, wspomagacé ja oraz zapobiegaé
tworzeniu si¢ biofilmu lub utatwiac¢ jego eradykacje.

2. Opis zagadnienia

Triterpeny pentacykliczne (TP) to wielopierScieniowe zwigzki organiczne pochodzenia
roslinnego, czesto wykorzystywane w fitoterapii ze wzgledu na szerokie spektrum cennych
wiasciwosci leczniczych. Roéliny bogate w TP, do ktorych nalezg m. in. wakrota azjatycka (Centella
asiatica) i macznica lekarska (Arctostaphylos uva-ursi) sg stosowane profilaktycznie w postaci
suplementéw diety i nutraceutykow, a takze jako $rodki wspomagajace leczenie wielu chordb,
zwlaszcza o podtozu zapalnym (James et al. 2009, Jager et al. 2009).

Do grupy TP nalezy m.in. kwas 2a,23-dihydroksyursolowy, zwany kwasem azjatykowym
(ang. asiatic acid, AA). Jest to wywodzacy si¢ z wodorku ursanu kwas monokarboksylowy, triol
i triterpenoid pentacykliczny. We wzorze strukturalnym ursan jest podstawiony grupa karboksylowa
w pozycji 28 i grupami hydroksylowymi w pozycjach 2, 3 i 23 (stereoizomer 2a, 3p) (Ryc.1). Wzor
sumaryczny mozna zapisa¢ jako CzoHagOs, masa czasteczkowa AA wynosi 488,70 g/mol.

CHs
HsCa~

Rys. 1. Struktura kwasu azjatykowego.

Kwas azjatykowy, podobnie jak inne TP, jest aglikonem i metabolitem wtornym. Wystepuje
w korze, korku, zywicy, skorce, woskowym nalocie lici oraz w kwiatach wielu gatunkow ro$lin,
gdzie pelni funkcj¢ ochronng przed atakiem owadow i drobnoustrojow. Z przytaczona reszta cukrowa
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(4j. jako azjatykozyd) oraz w postaci aglikonu, w szczeg6lnie wysokim stezeniu znajduje si¢
w liSciach wakroty azjatyckiej (C. asiatica), znanej jako ,,gotu kola” i ,tygrysie ziele”. Catkowita
frakcja triterpenoidéw z C. asiatica zawiera 30% AA, 40% azjatykozydu i 30% kwasu
madekasowego. Roélina ta wystepuje w Afryce Pd., Australii, Oceanii i krajach Azji Pd.-Wsch.
(zwlaszcza w Indiach i Chinach, a takze w Japonii, Malezjii i Indonezji). Od ponad 3000 lat wakrota
jest jednym z glownych sktadnikow leczniczych stosowanych w tradycyjnej medycynie afrykanskie;j,
ajurwedyjskiej i1 chinskiej. Byla traktowana jako panaceum i zalecana przede wszystkim
w schorzeniach neuropsychiatrycznych oraz w leczeniu ran, tradu i syfilisu. Obecnie z uwagi na fakt,
ze wykazuje ogélny wptyw prozdrowotny, jest spozywana profilaktycznie nie tylko w postaci
preparatow nutraceutycznych, ale takze jako dodatek do satatek i napojow. Ponadto w krajach
pochodzenia jest czestym sktadnikiem mazidel, masci, kosmetykow, a nawet past do zgbow
(Kartowicz-Bodalska i in. 2013).

Wiele badan potwierdzito szereg wlasciwosci molekularnych i farmakologicznych AA:
aktywno§¢ przeciwutleniajaca, przeciwzapalna, przeciwwolnorodnikowa, cytoochronna, regulujaca
proces apoptozy oraz modulujaca wobec receptoréw i enzymoéw. W rdéznych badaniach in vitro i in
vivo stwierdzono, ze AA wplywa takze na czynniki wzrostu, czynniki transkrypcyjne oraz
sygnalizacj¢ komoérkowa. Z wyzej wymienionych wilasciwosci wynikaja nastepujace dzialania
terapeutyczne AA: przeciwnowotworowe, hipotensyjne, kardioprotekcyjne, przeciwzawalowe,

przeciwudarowe, przeciwhiperlipidemiczne, przeciwcukrzycowe, hepatoprotekcyjne,
gastroprotekcyjne, nefroprotekcyjne, moczopedne, immunostymulujace, neuroprotekcyjne,
nootropowe, przeciwparkinsonowe, przeciwalzheimerowe, przeciwosteoporozowe,

przeciwpierwotniakowe (zwlaszcza przeciwmalaryczne), przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe,
promieniochronne (przeciwfotostarzeniowe) oraz w leczeniu ran (Lv et al. 2018, Nagoor et al. 2018).

Istnieje jednak niewiele doniesien literaturowych uwzgledniajacych badania opisujace
przeciwbakteryjne dzialanie AA. Przeprowadzone w ostatnich latach eksperymenty dowiodly, ze
kwas ten samodzielnie (Djoukeng et al. 2005; Acebey-Castellon et al. 2011; Norzaharaini et al. 2011;
Wong et al. 2012; Wojnicz et al. 2013a, Wojnicz et al. 2013b; Liu et al. 2015, Ashella et al. 2016,
Harnvoravongchai et al. 2018) oraz w polaczeniu z antybiotykami (Garo et al. 2007, Wojnicz et al.
2015, Wojnicz et al. 2017) wykazuje istotne dziatanie przeciwbakteryjne.

Przeprowadzone dotychczas badania antybakteryjnych wlasciwosci AA koncentrowaty si¢
przede wszystkim na bakteriach zyjacych w zawiesinie, czyli tzw. formach planktonowych.
Obejmowatly one okreslenie wartosci MIC, wptywu na przezywalno$¢ bakterii, na morfologi¢
komorek i blony bakteryjne oraz oddziatywania na czynniki wirulencji bakterii takie jak:
hydrofobowos¢ powierzchni komorek bakteryjnych, zdolno$¢ do ruchu, synteze fimbrii curli i fimbrii
typu P (Djoukeng et al. 2005; Acebey-Castellon et al. 2011; Norzaharaini et al. 2011; Wong et al.
2012; Wojnicz et al. 2013a, Wojnicz et al. 2013b; Liu et al. 2015, Ashella et al. 2016, Wojnicz et al.
2017, Harnvoravongchai et al. 2018). Jak dotad, w niewielu pracach badano wptyw AA na zdolnos¢
bakterii do tworzenia biofilmow jednogatunkowych (Garo et al. 2007, Wojnicz et al. 2015, Wojnicz
etal. 2017, Harnvoravongchai et al. 2018). Natomiast do tej pory nie zostal jeszcze wyjasniony wptyw
AA na biofilmy wielogatunkowe, ekspresje genow oraz czynniki wirulencji bakterii zyjacych w tych
biofilmach.

3. Przeglad literatury

3.1 Dziatanie przeciwbakteryjne wobec form planktonowych bakterii

Kwas azjatykowy wyizolowany z ekstraktu metanolowego z lisci czapetki gwinejskiej
(Syzygium guineense) wykazywatl znaczgcg aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec szczepow E. coli,
Bacillus subtilis i Shigella sonnei, wartosci MIC wynosity odpowiednio: 5, 0.75, 30 pg/krazek. AA
dziatat silniej przeciwbakteryjnie niz pozostale TP wyizolowane z tej rosliny, prawdopodobnie dzigki
obecnosci dodatkowej grupy hydroksylowej w pozycji 23. Do oceny aktywnosci antybakteryjnej
i wyznaczenia MIC zastosowano metody: krazkowo-dyfuzyjna (dyskowa, dyfuzji ptytkowej) oraz
TLC-bioautografi¢ (chromatografii cienkowarstwowej sprz¢zonej z detekcja mikrobiologiczng)
(Djoukeng et al. 2005).
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Silniejsze dziatanie przeciwbakteryjne (MIC >128 pg/ml) wobec dwoch szczepdéw bakterii
Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis), a stabsze wobec dwdch szczepow
bakterii Gram-ujemnych (E. coli i Pseudomonas aeruginosa) wykazywat AA pochodzacy z ekstraktu
metanolowego z liSci symplokosu waskolistnego (Symplocos lancifolia). Do oceny aktywnosci
antybakteryjnej zastosowano metody: krazkowo-dyfuzyjng oraz TLC-bioautografi¢, natomiast do
wyznaczenia MIC metod¢ mikrorozcienczen (Acebey-Castellon et al. 2011).

Obecny w liSciach wakroty azjatyckiej (C. asiatica) AA wykazywal dziatanie
przeciwbakteryjne wobec Helicobacter pylori, E. coli, Streptococcus pneumoniae i S. aureus
w stezeniach 125-1000 pg/ml, natomiast nie byt aktywny wobec P. aeruginosa. Z kolei azjatykozyd
nie wykazywat dziatania przeciwbakteryjnego wobec zadnego z w/w szczepdw. Do oceny aktywnosci
antybakteryjnej zastosowano metod¢ krazkowo-dyfuzyjna, strefa zahamowania wzrostu wynosita
w zalezno$ci od szczepu 7-12 mm (Norzaharaini et al. 2011).

Dziatanie przeciwbakteryjne wobec S. aureus i Bacillus cereus, potwierdzone metoda
dyfuzyjna na agarze, wykazywal AA pochodzacy z ekstraktu metanolowego z lisci rézanecznika
indyjskiego (Melastoma malabathricum) (Wong et al. 2012).

Bardziej szczegdtowymi badaniami objeto szczepy kliniczne E. coli wyizolowane z moczu
pacjentéw z odmiedniczkowym zapaleniem nerek. Uropatogenno$¢ tych izolatow zostata
potwierdzona badaniami genetycznymi, ktére wykazaty obecno$¢ gendéw kodujacych adhezyny.
Kwas azjatykowy wykazywal wpltyw na przezywalnos¢ form planktonowych, co dowiodto jego
aktywnosci bojczej. Wartosci MIC wynosity od 512 pg/ml do 1024 pg/ml. Ponadto AA wykazat
istotny wpltyw na cechy wirulencji pateczek odpowiedzialne za tworzenie i rozwdj biofilmu. Juz
w stezeniu 10 pg/ml spowodowat utrat¢ zdolnoSci hemaglutynacyjnych zwigzanych z obecnoscia
fimbrii typu P. Z kolei w stezeniu 40 pg/ml zahamowat syntez¢ fimbrii typu curli oraz istotnie
zmniejszyt zdolno$¢ bakterii do ruchu. AA w stezeniu 50 pg/ml wykazat aktywno$¢ antyhemolityczna
(Wojnicz et al. 2013b), a takze zmniejszyl hydrofobowy charakter powierzchni komorek
bakteryjnych. Wplynat takze na adhezje E. coli do komorek uroepitelialnych, w stezeniu 40 pg/ml
istotnie zmniejszajac liczbe pateczek przylegajacych do nabtonka. AA w stezeniu 50 pg/ml wywotlat
takze zmiany morfologiczne komodrek bakteryjnych. W hodowlach poddanych jego dziataniu
zaobserwowano: komorki wydhuzone tj. filamenty dtugie (>15 pum) i filamenty krotkie (5-15 pm),
komorki pogrubione i posiadajace rozdecia/obrzeki $rodkomorkowe oraz komorki czesciowo
pozbawione $ciany komorkowej tzw. ,,ghost”. (Wojnicz et al. 2013a).

Inne badania wykazaly dziatanie przeciwbakteryjne AA przeciwko bakteriom Gram-
ujemnym: E. coli 0157:H7, Salmonella typhimurium DT104, P. aeruginosa oraz Gram-dodatnim:
Listeria monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, B. cereus. Wartosci MIC wobec tych szczepow
bakterii miescily sie w zakresie 20—40 pg/ml, natomiast wartosci MBC w granicach 32-52 pg/ml.
Dziatanie bakteriobdjcze AA wykazywat juz po 6 godz. inkubacji z kazdym z badanych szczepow
i w zakresie temperatury od 25 do 100 st. C. W stezeniu 1xMIC powodowal uszkodzenia zaburzajace
integralno$¢ btony komoérkowej u 40-56% komorek bakteryjnych, a w stezeniu 2xMIC u 71-89%
komorek. Wraz ze wzrostem st¢zenia AA powodowal spadek wewnatrzkomorkowego stgzenia jonow
potasu (K*) oraz wzrost wycieku nukleotydow z komoérek bakteryjnych (Liu et al. 2015).

Badania aktywnosci antybakteryjnej AA metoda dyfuzyjno-studzienkowa na agarze wobec
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, B. subtilis i S. aureus wykazaty najwiekszg strefe hamowania
wzrostu w przypadku K. pneumoniae (13 mm przy 25 pg/studzienke), natomiast najmniejsza
w przypadku P. aeruginosa (6 mm dopiero przy 75 pg/studzienke) (Ashella et al. 2016).

E. faecalis jest bakteria Gram-dodatnia zwigzang z powaznymi zakazeniami szpitalnymi,
sposrdd ktorych najbardziej rozpowszechnione sa ZUM u pacjentow zacewnikowanych. Infekcje te
moga by¢ trudne do wyleczenia z powodu czgstej opornosci E. faecalis na wiele antybiotykow, m.in.
gentamycyng, nitrofurantoing, ampicyling i trimetoprim/sulfametoksazol. MIC kwasu azjatykowego
dla 10 klinicznych szczepow E. faecalis wynosit 64 i 128 png / ml. W badaniu wptywu AA na wzrost
form planktonowych E. faecalis najwigksza aktywno$¢ AA zauwazono po 24 godz. inkubacji, kiedy
to przezycie bakterii zmniejszyto si¢ 250-krotnie w stosunku do proby kontrolnej. Wykazano rowniez
zmiany wielkoS$ci i rozmieszczenia komoérek bakteryjnych hodowanych w obecnosci AA, byly one
wicksze 1 tworzyly agregaty zamiast tancuchy w porownaniu do bakterii z proby kontrolne;.
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Prawdopodobnie kwas AA zakléca procesy podzialu komoérek co moze powodowaé zmiany
fenotypowe w morfologii komorek, np. zwigkszenie ich $rednicy, wystgpowanie nieregularnych
agregatow. Ponadto AA znacznie zmniejszyt (a w niektdrych przypadkach calkowicie zahamowat)
zdolno$¢ szczepow E. faecalis o syntezy enzymow pozakomoérkowych uszkadzajacych tkanki
gospodarza (lipazy, lecytynazy, zelatynazy) i toksyn (hemolizyny). Dzialajac w ten sposob, AA
niszczy integralno$¢ btony komadrkowej i powoduje jej dysfunkcj¢, poniewaz takie uszkodzenie moze
wptynaé na transport enzymow i toksyn z bakterii na zewnatrz, do srodowiska (Wojnicz et al. 2017).
Kwas azjatykowy wykazywal silne dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko komoérkom
wegetatywnym 19 szczepow klinicznych Clostridium difficile, przyjmujac wartos¢ MIC w zakresie
10-20 pg/ml. AA hamowat ruchliwo$¢ bakterii, a ponadto indukowat uszkodzenia btony i zmiany
morfologiczne komorek, powodujac w ten sposob wyciek substancji wewnatrzkomorkowych (biatek
i kwasow nukleinowych) juz po 30 min. ekspozycji. Wykazywal réwniez wplyw na procesy
sporulacji i kietkowania spor (zarodnikéw), powodujac widoczne uszkodzenia na powierzchni
zarodnikow po ich ekspozycji na stezenia 10 i 100 pg/ml. Jednak z uwagi na to, ze tylko kilka
zarodnikow zostalo uszkodzonych, ogélna szybkos¢ kietkowania nie uleglta zmianie. Analiza
kombinacji  antybiotykdbw  nie = wykazata  efektu  synergicznego  miedzy = AA,
a wankomycyna/metronidazolem, co moze wynika¢ z roéznicy w mechanizmie dzialania tych
zwigzkow 1 istnienia dla nich odmiennych ,,punktéw uchwytu” (Harnvoravongchai et al. 2018).

3.2 Dziatanie przeciwbakteryjne wobec biofilmow bakteryjnych

Technika obrotowego reaktora dyskowego (ang. rotating disk reactor, RDR) jest
odpowiednim systemem modelowym do badan podatnosci biofilmdéw na antybiotyki i inne zwigzki
testowe. Biofilm jednogatunkowy P. aeruginosa wyhodowany w reaktorze RDR, nie wykazywat
wrazliwosci na 10 pg/ml ciprofloksacyny. Jest to stezenie klinicznie istotne, poniewaz rownie wysoka
oporno$¢ jest obserwowana w zakazeniach bakteryjnych i odpowiada 10-krotnej wartosci MIC
ciprofloksacyny okreslonej dla form planktonowych, tj. 1 pg/ml. Ciprofloksacyna jest powszechnie
stosowana w praktyce klinicznej w leczeniu nawracajacych ZUM wywotanych przez UPEC. Na tak
przygotowanym biofilmie oceniono aktywno$¢ przeciwbakteryjna AA o stezeniach 10, 50 i 100
pg/ml. Zwiazek ten po dodaniu do reaktora w stezeniu 10 pg/ml, nie zredukowat liczby bakterii
w biofilmie tj. nie zmniejszyt gestosci optycznej biofilmu. Z kolei AA w stezeniach 50 1 100 pg/ml
zmniejszyt gestos¢ optyczna biofilmu w niewielkim stopniu, natomiast istotnie zwickszyl jego
wrazliwo$¢ na pozniejsze podanie kolejnego antybiotyku tj. tobramycyny w stezeniu 100 pg/ml.
Potaczenie AA (10 pg/ml) z tobramycyna (100 pg/ml) zmniejszylo gestos¢ optyczng biofilmu
w podobnym stopniu co potaczenie ciprofloksacyny (10 pg/ml) z tobramycyna (100 pg/ml). MIC AA
dla P. aeruginosa zostat okres$lony jako >128 ug/ml. AA wykazuje zatem aktywno$¢ antybiofilmowa
dziatajac synergistycznie z ciprofloksacyng i tobramycyng, innymi stowy zmniejsza tolerancje
biofilmu na te antybiotyki, czyli nasila ich dziatanie przeciwbakteryjne (Garo et al. 2007).

Przeprowadzono badania okre$lajgce wptyw AA (takze w kombinacji z ciprofloksacyng) na
proces formowania i eradykacji biofilmu na polistyrenowych ptytkach titracyjnych i na silikonowych
cewnikach urologicznych. W badaniach tych wykorzystano uropatogenne szczepy kliniczne E. coli,
posiadajace geny kodujace produkty istotne w procesie tworzenia biofilmu. Ilo$¢ tworzonego
biofilmu oszacowano na podstawie wartosci gestosci optycznej (OD) odczytywanych po uplywie
okreslonych czaséw inkubacji w obecnosci badanych zwiazkoéw. Antybiofilmowy efekt mieszaniny
AA o stgzeniu 50pg/ml z ciprofloksacyna zaobserwowano juz po 12 godz. inkubacji na ptytkach
titracyjnych, a po 48 godz. na cewnikach urologicznych. Najmniejszg liczbe¢ zywych komorek
w biofilmie (mierzona warto$cig CFU/ml) odnotowano po 72 i 96 godz. inkubacji. Obserwacja
komorek w mikroskopie fluorescencyjnym po zabarwieniu DAPI wykazata zahamowanie tworzenia
agregatow bakteryjnych po 96 godz. Mieszanina AA 1 ciprofloksacyny zredukowala liczbe bakterii
w 24-godzinnym biofilmie do 12% (Wojnicz et al. 2015).

Kolejne badania wykazaty redukcje stabego i umiarkowanego biofilmu E. faecalis podczas
inkubacji z AA przez caty czas prowadzenia obserwacji (10 dni). Przezywalno$¢ bakterii w masie
biofilmu, tj. liczba komoérek bakteryjnych na ml (CFU/ml) byla oznaczana po kazdym czasie
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inkubacji i byla istotnie zmniejszona w kulturach zawierajacych AA w poréwnaniu do préb
kontrolnych (Wojnicz et al. 2017).

Najnowsze wyniki badan pozostaja sprzeczne w stosunku do tych opublikowanych
wcezesniej. Wykazano, ze kwas azjatykowy nawet w stezeniu 80 pg/ml w tescie z fioletem
krystalicznym (CV) nie wptywat hamujaco na tworzenie biofilmu przez szczepy kliniczne C. difficile
(Harnvoravongchai et al. 2018).

4, Podsumowanie

Zasadniczym mechanizmem przeciwbakteryjnego dziatania AA jest aktywnos¢
antyadhezyjna, czyli ostabienie zdolnosci przylegania bakterii do komorek uroepitelium. Utrudnienie
adhezji bakteriom pod wptywem AA zachodzi poprzez zmiany morfologiczne w komoérkach oraz
zmniejszenie ekspresji czynnikdw wirulencji takich jak hydrofobowos¢, obecno$é fimbrii typu P oraz
fimbrii curli. Takze zmniejszajgc zdolno$é do ruchu bakterii oraz zmieniajac morfologi¢ komodrek
bakteryjnych, AA uposledza mozliwo$¢ dalszej kolonizacji, przez co dziata antybakteryjnie (Wojnicz
et al. 2013a, Wojnicz et al. 2013b).

Kwas azjatykowy zaburza integralno$¢ i powoduje nicodwracalne uszkodzenia i pgknigcia
btony komoérkowej bakterii. Zaburza homeostaze jonéw potasu (K*), ktora jest regulowana przez
transportery Kdp. Kationy potasu sa zaangazowane w wiele aspektow fizjologii bakterii, tj. we
wzrost, przezywalno$¢ i wirulencje. AA zwigksza uwalnianie K* z cytoplazmy i/lub mitochondriow,
a nadmierna utrata K* doprowadza do $mierci komorek bakteryjnych. Ponadto, traktowanie bakterii
AA promuje niekorzystne i prowadzace do $mierci komoérki uwalnianie z niej nukleotydow DNA
i RNA, co mozna okresli¢ ilosciowo poprzez monitorowanie absorbancji przy dlugosci fali 260 nm.
Prawdopodobnie AA jest w stanie przeniknaé¢ do organelli wewnatrzkomérkowych zawierajacych
DNA, takich jak mitochondria lub jadra i spowodowac¢ ich uszkodzenie. Pomimo, ze AA potrafi
uszkadza¢ blong¢ lipidowa, moze nie byé w stanie przenikngé przez barier¢ macierzy
zewnatrzkomorkowej (EPS) tworzacg biofilm (Liu et al. 2015, Wojnicz et al. 2017,
Harnvoravongchai et al. 2018).

W cytowanych powyzej wynikach badan istnieje prawidtowos¢, ze wartosci MIC kwasu
azjatykowego oznaczane przeciwko bakteriom Gram-ujemnym byly wyzsze niz w przypadku
szczepow Gram-dodatnich. Rozbiezno$¢ ta jest zwigzana z roznicami W budowie $cian komérkowych
obu rodzajow bakterii. W ostonach bakterii Gram-ujemnych, w przeciwienstwie do Gram-dodatnich,
wyrodznia si¢ zewnetrzng btone, ktéra moze utrudniaé penetracje AA do wnetrza komorki bakteryjne;.
Zauwazano takze, ze AA wplywa hamujaco na zdolno$¢ bakterii do tworzenia biofilmu w wigkszym
stopniu niz inne zwiazki z grupy TP, poniewaz ze wzgledu na hydrofilowy charakter warunkowany
obecnoscia az trzech grup hydroksylowych dobrze przenika w strukture biofilmu (Acebey-Castellon
et al. 2011, Norzaharaini et al. 2011, Wojnicz et al. 2015, Wojnicz et al. 2017).

Interesujacym potencjalnym szlakiem docelowym AA i jego analogow jest Sciezka CysB.
Badania z mikromacierzami DNA wykazaty, ze AA moze modulowaé ekspresje genu cysB u E. coli.
Izogeniczny mutant cysB wytwarzat biofilm inaczej niz typ dziki. Biatko CysB jest regulatorem
transkrypcji LysR, ktory kontroluje ekspresje gendéw biorgcych udzial w biosyntezie cysteiny.
Ponadto wykazano, ze CysB jest zaangazowane w kontrole przyzwyczajenia kwasowego u E. coli
i odpowiedzi na O-acetylo-L-seryne (Garo et al. 2007).
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16. Triterpeny pentacykliczne o dzialaniu przeciwbakteryjnym.

Czes$¢é 11 - kwas ursolowy.
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Streszczenie

Wobec stale rosnacego zapotrzebowania na nowe i skuteczne antybiotyki, prowadzone sg
poszukiwania zwiazkow pochodzenia roslinnego o przeciwbakteryjnym mechanizmie dziatania.
Niniejszy artykut przegladowy ma na celu przedstawienie dostgpnych danych naukowych i wynikoéw
badan potwierdzajacych aktywnos$¢ antybakteryjng jednego z przedstawicieli triterpenow
pentacyklicznych tj. kwasu ursolowego.

1. Wstep

Triterpeny pentacykliczne (TP) to wielopierScieniowe zwiazki organiczne pochodzenia
ro$linnego. Liscie macznicy lekarskiej (Arctostaphylos uva-ursi) i wakroty azjatyckiej (Centella
asiatica) sg szczegoOlnie bogate w TP, czemu zawdzieczajg szerokie spektrum wilasciwosci
leczniczych. W fitoterapii stosowane sg jako $rodki wspomagajace leczenie chorob o podiozu
zapalnym, a takze profilaktycznie w postaci suplementow diety i nutraceutykow (Jéger et al. 2009).

Do grupy TP nalezy m.in. kwas 3p-hydroksy-urs-12-en-28-owy, zwany kwasem ursolowym
lub ursanowym (ang. ursolic acid, UA). Jest to wywodzacy si¢ z wodorku ursanu kwas
hydroksymonokarboksylowy i triterpenoid pentacykliczny. We wzorze strukturalnym ursan jest
podstawiony grupa karboksylowa w pozycji 28 i grupa 3B-hydroksylowa w pozycji 3 (Rys.1). Wzor
sumaryczny mozna zapisa¢ jako C3oHigO3, masa czasteczkowa UA wynosi 456,70 g/mol.

Rys. 1. Struktura kwasu ursolowego

UA wystepuje najczegsciej w postaci wolnej lub jako aglikony w przypadku saponin
triterpenoidowych. W szczegolnie wysokim stgzeniu znajduje si¢ w lisciach macznicy lekarskiej
(Arctostaphylos uva-ursi), znanej jako ,niedzwiedzie grono” i ,.chro§cina”. Li§¢ macznicy jest
surowcem farmakopealnym i zawiera ok. 0,75% UA, a ponadto szereg innych zwigzkow
farmakologicznie czynnych: 6-12% arbutyny i jej metabolitow (galoiloarbutyna, metyloarbutyna,
wolny hydrochinon), ok. 20% garbnikéw, 1,2-1,5% flawonoidow (kwercetyna, izokwercetyna,
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mirycetyna, kemferol, hiperozyd), uwaol, kwasy polifenolowe (6% kwasu galusowego, kwas
syryngowy, p-kumarowy, elagowy i chinowy) (Jaroniewski 1986).

Macznica lekarska wystepuje w strefie arktycznej i umiarkowanej potkuli potnocnej —
w Europie, Azji i Ameryce Pin. W Polsce spotykana jest gldwnie w potnocnej czgséci nizu, w suchych
lasach sosnowych i na wrzosowiskach, w gorach wystepuje rzadko. W 2014 r. zostata wpisana na
liste gatunkdw objetych $cista ochrong (tzw. czerwona lista). LiScie macznicy stosowane byty od
wiekow w europejskiej medycynie ludowej jako Srodek moczopedny, $ciagajacy i odkazajacy,
w leczeniu zakazen uktadu moczowego (ZUM) oraz w tagodzeniu bolu przy kamicy nerkowej.
Rdzenni Amerykanie uzywali liSci macznicy w leczeniu bolu glowy, w zapobieganiu i leczeniu
szkorbutu oraz w zapobieganiu poronieniom (Katwa 2016). We wspolczesnej fitoterapii 1is¢
macznicy stosowany jest samodzielnie w postaci odwarow, a takze jako sktadnik urologicznych
mieszanek ziotowych. Ponadto ekstrakt z lisci macznicy wchodzi w sklad farmaceutycznych
preparatow ztozonych — plynoéw i tabletek o dzialaniu przeciwbakteryjnym, przeciwzapalnym
i moczopednym, ktore sa zalecane w leczeniu ZUM.

2. Opis zagadnienia

Wiele badan potwierdzito nastepujace wiasciwosci molekularne i farmakologiczne UA:
aktywno$¢  przeciwutleniajaca, przeciwzapalng, przeciwwolnorodnikowa, cytoochronng,
proapoptotyczng oraz modulujacg wobec receptoréw i enzymoéw. W rdznych badaniach in vitro i in
vivo stwierdzono, ze UA wplywa na czynniki wzrostu, czynniki transkrypcyjne oraz sygnalizacje
komorkowa. Z wyzej wymienionych wtasciwosci wynikaja nastepujace dziatania terapeutyczne UA:
przeciwnowotworowe, hipotensyjne, kardioprotekcyjne, przeciwzawatowe, przeciwudarowe,
przeciwhiperlipidemiczne, przeciwcukrzycowe, hepatoprotekcyjne, gastroprotekcyjne,
nefroprotekcyjne, moczope¢dne, immunostymulujace, neuroprotekcyjne, nootropowe,
przeciwparkinsonowe, przeciwalzheimerowe, przeciwosteoporozowe, przeciwpierwotniakowe,
przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe oraz promieniochronne (przeciwfotostarzeniowe). UA moze
réwniez przyspieszaé proces gojenia si¢ ran, stymulowac wzrost mi¢éni i zmniejszaé przyrost tkanki
tluszczowej. Wchodzi w sktad preparatéw dermatologicznych, kosmetykow oraz suplementdw diety
dla sportowcow (Jesus et al. 2015, Navina et al. 2017, Lopez-Hortas et al. 2018).

Istnieje jednak niewiele doniesien literaturowych opisujacych przeciwbakteryjne dziatanie
UA. Przeprowadzone w ostatnich latach eksperymenty dowiodly, ze UA samodzielnie oraz
w polaczeniu z antybiotykami wykazuje istotne dziatanie przeciwbakteryjne. Przeprowadzone
dotychczas badania antybakteryjnych wihasciwosci UA koncentrowaly si¢ przede wszystkim na
bakteriach zyjacych w zawiesinie, czyli tzw. formach planktonowych. Obejmowaty one okreslenie
wartosci MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration) i MBC (ang. Minimal Bactericidal
Concentration), wptywu na przezywalno$¢ bakterii, na morfologie komorek i blony bakteryjne oraz
oddziatywania na czynniki wirulencji bakterii takie jak: hydrofobowos$¢ powierzchni komorek
bakteryjnych, zdolno$¢ do ruchu, synteze fimbrii curli i fimbrii typu P. Jak dotad, w niewielu pracach
badano wplyw UA na zdolnos$¢ bakterii do tworzenia biofilmoéw jednogatunkowych. Natomiast do tej
pory nie zostat jeszcze wyjasniony wptyw UA na biofilmy wielogatunkowe, ekspresj¢ gendw oraz
czynniki wirulencji bakterii zyjacych w tych biofilmach.

3. Przeglad literatury

3.1 Dziatanie przeciwbakteryjne wobec form planktonowych bakterii

UA wyizolowany z lici hurmy czarnodrzew (Diospyros melanoxylon), w ktorych jego
zawarto$¢ wynosi az 0,56%, oraz jego syntetyczne lipofilowe pochodne zawierajace tancuchy
estrowe 3-O-kwasow ttuszczowych (C12-C18), wykazuja silng aktywno$¢ przeciw bakteriom Gram-
ujemnym Pseudomonas syringae i umiarkowang przeciw Gram-dodatnim: Bacillus sphaericus
i Bacillus subtilis. Warto$¢ MIC dodekanianu UA, najbardziej aktywnej pochodnej wynosita 20
pg/ml i stwierdzono, ze jest ona 1,6 razy bardziej aktywna przeciwbakteryjnie niz referencyjna
tetracyklina (Mallavadhani et al. 2004).
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UA wykazywal aktywno$¢ przeciwbakteryjng w stosunku do Gram-dodatnich ziarniakoéw,
takich jak Staphylococcus aureus oporny na metycyling (MRSA), Streptococcus pneumoniae oporny
na penicyling (PRSP) i enterokoki oporne na wankomycyne (VRE): Enterococcus faecalis
i Enterococcus faecium. Wartosci MIC wynosity odpowiednio: 8, 8 i 4 pg/ml. W stezeniu 2xMIC,
UA dziatal bakteriobodjczo przeciw VRE co najmniej przez 48 godz. UA wykazatl silniejsza aktywnos¢
bakteriobdjcza wobec E. faecium niz ampicylina. Wobec E. faecalis dziatal bakteriostatyczne. UA
nie byt natomiast aktywny wobec bakterii Gram-ujemnych: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Serratia marcescens oraz wobec mutantow E. coli i P. aeruginosa, nadwrazliwych na leki
z powodu braku pomp efluksowych (ang. multi-drug resistance, MDR). Wobec tych szczepow
warto$ci MIC wynosity > 128 pg/ml (Horiuchi et al. 2007, Chung et al. 2011).

Silniejsze dziatanie przeciwbakteryjne wobec dwoch szczepow bakterii Gram-dodatnich
(S. aureus i E. faecalis), a stabsze wobec dwoch szczepow bakterii Gram-ujemnych (E. coli
i P. aeruginosa) wykazywal UA pochodzacy z lisci symplokosu waskolistnego (Symplocos
lancifolia). Wartosci MIC wynosity 16-128 pg/ml i byly najnizsze wobec E. faecalis (Acebey-
Castellon et al. 2011).

UA wyizolowany z lisci ro§liny znanej jako ,,natal plum” (Carissa macrocarpa) wykazywat
umiarkowane dziatanie przeciwbakteryjne wobec trzech szczepow bakterii Gram-ujemnych:
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli oraz trzech Gram-dodatnich: Staphylococcus
saprophyticus, S. aureus i E. faecium. Warto$ci MIC wynosity 250-500 ug/ml. Pod wplywem
ekspozycji na stezenia UA nizsze od MIC (sub-MICs), MIC i wyzsze od MIC (supra-MICs), adhezja
E. coli i S. aureus do powierzchni polistyrenowych zmniejszyta si¢ o 71% (Moodley et al. 2011).

Okreslono MIC i MBC dla UA wobec 19 szczepdw MRSA, warto$ci te przyjmowaly zakresy
w zalezno$ci od danego szczepu S. aureus i wynosity: MIC 4-8 pg/ml, MBC 4-32 pug/ml (Kim et al.
2012).

UA wykazywal znaczacg aktywnos¢ przeciwbakteryjng wobec komorek planktonowych
szczepow: P. aeruginosa, Listeria monocytogenes, S. aureus i Staphylococcus epidermidis. Ponadto
wobec w/w szczepow (z wyjatkiem P. aeruginosa) UA dziatal synergistycznie z antybiotykami
B-laktamowymi (ampicyling i oksacyling) zmniejszajac ich warto§ci MIC, tzn. zwickszat podatnosé
bakterii na antybiotyki. Wyniki te wskazuja, ze UA podawany w polaczeniu z B-laktamami, moze
by¢ przydatny w leczeniu zakazen bakteriami Gram-dodatnimi (Kurek i in. 2012).

Bardziej szczegétowymi badaniami objeto 20 klinicznych szczepdw uropatogennych E. coli
(UPEC), wyizolowanych z moczu pacjentéw z odmiedniczkowym zapaleniem nerek.
Uropatogenno$¢ tych izolatow potwierdzono badaniami genetycznymi, ktore wykazaty obecno$é
genow kodujacych adhezyny. UA zmniejszat przezywalno$¢ form planktonowych juz po 4 godz.
Inkubacji. Wartosci MIC wynosity 512-1024 pg/ml. Ponadto UA wykazat istotny wptyw na cechy
wirulencji paleczek odpowiedzialne za tworzenie i rozwoj biofilmu. Juz w stezeniu 10 pg/ml
spowodowat utrat¢ zdolnosci hemaglutynacyjnych zwigzanych z obecnoscia fimbrii typu P. Z kolei
w stezeniu 50 pg/ml zahamowat synteze fimbrii typu curli oraz istotnie zmniejszyt zdolno$¢ bakterii
do ruchu. UA w stezeniu 50 pg/ml wykazat aktywno$¢ antyhemolityczng (Wojnicz et al. 2013b),
a takze zmniejszyt hydrofobowy charakter powierzchni komorek bakteryjnych. Wptynal takze na
adhezje E. coli do komoérek uroepitelialnych, w stezeniu 50 pg/ml istotnie zmniejszajac liczbe
pateczek przylegajacych do nabtonka. UA w stezeniu 50 pg/ml wywotat takze zmiany morfologiczne
komoérek bakteryjnych. W hodowlach poddanych jego dziataniu zaobserwowano: komorki
wydluzone tj. filamenty dlugie (>15 pm) i filamenty krétkie (5-15 pm), komorki pogrubione
i posiadajace rozdgcia/obrzgki $rodkomoérkowe oraz komoérki cze§ciowo pozbawione Sciany
komoérkowej tzw. ,,ghost”(Wojnicz et al. 2013a).

Za pomoca ilosciowej reakcji fancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR)
udowodniono, ze mechanizm silnego przeciwbakteryjnego dziatania UA wobec Streptococcus
mutans polega na znacznym hamowaniu transkrypcji wigkszosci genow odpowiadajacych za
biosynteze peptydoglikanu (mureiny): gImU, murA i murB. Grubo$¢ warstwy tego sktadnika $ciany
komorkowej stanowi zasadniczg rdznice migdzy bakteriami Gram-dodatnimi, a Gram-ujemnymi.
Bakterie Gram-dodatnie posiadaja wigcej peptydoglikanu i jest on wielowarstwowy, natomiast
bakterie Gram-ujemne mniej i tworzy on tylko jedng warstwe. Z tego powodu UA silniej hamuje
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wzrost bakterii Gram-dodatnich niz Gram-ujemnych. Wartos¢ MIC wynosita 64 pg/ml (Park et al.
2015).

Badania dowiodty, ze dzialanie przeciwbakteryjne UA wynika wprost z jego wlasciwosci
oksydacyjnych. UA moze generowaé wytwarzanie w komorkach bakterii reaktywnych form tlenu
(zwlaszcza anionorodnika ponadtlenkowego i rodnika hydroksylowego), ktore powoduja zwigkszona
aktywno$¢ tancucha transportu elektronéw, a w konsekwencji stres oksydacyjny, peroksydacje
lipidow 1 utlenianie deoksyrybozy w DNA, co prowadzi do $mierci komorki bakteryjnej. UA
wykazywal znaczacg aktywno$¢ przeciwbakteryjna wobec szczepéw E. coli, P. aeruginosa
i S. aureus. Wartosci MIC wobec tych szczepdéw bakterii miescity si¢ w zakresie 64-256 pg/ml,
natomiast warto§ci MBC w granicach 256-512 pg/ml. Zaobserwowano réwniez znaczacy spadek
przezywalnosci przy wzro$cie wskaznikow stresu oksydacyjnego komorek bakteryjnych (Oloyede et
al. 2017).

E. faecalis jest bakteria Gram-dodatnia wywotujaca ZUM zwlaszcza u pacjentow
zacewnikowanych, oporng na wiele antybiotykéw, m.in. gentamycyne, nitrofurantoing, ampicyling
i trimetoprim/sulfametoksazol. MIC dla UA wobec 10 klinicznych szczepdéw E. faecalis wynosit 32,
64, 128, 256 i 512 pg/ml. W badaniu wptywu UA na wzrost form planktonowych E. faecalis
najwickszg aktywno$¢ UA zauwazono po 6 godz. inkubacji, kiedy to przezycie bakterii zmniejszyto
si¢ 780-krotnie w stosunku do proby kontrolnej. Wykazano réwniez zmiany wielkos$ci
i rozmieszczenia komorek bakteryjnych hodowanych w obecnoséci UA, byly one wicksze 1 tworzyty
agregaty zamiast tancuchy w poréwnaniu do bakterii z proby kontrolnej. Prawdopodobnie UA
zaktoca procesy podziatu komoérek co moze powodowaé zmiany fenotypowe w morfologii komorek,
np. zwigkszenie ich $rednicy, wystepowanie nieregularnych agregatow. Ponadto UA znacznie
zmniejszyt (a w niektorych przypadkach catkowicie zahamowat) zdolno$¢ szczepdéw E. faecalis do
syntezy DNazy oraz enzymoéw pozakomorkowych uszkadzajacych tkanki gospodarza (lipazy,
lecytynazy, zelatynazy) i toksyn (hemolizyny). Dzialajac w ten sposob, UA niszczy integralnosé
btony komodrkowej i powoduje jej dysfunkcje, poniewaz takie uszkodzenie moze wptyna¢ na transport
enzymoOw i toksyn z bakterii na zewnatrz, do srodowiska (Wojnicz et al. 2017).

Enterobacter cloacae jest Gram-ujemng bakteria zdolng do wywotywania
oportunistycznych ZUM, jest takze czegstym czynnikiem etiologicznym zapalenia dolnych drog
oddechowych i opon mézgowo-rdzeniowych. W szczegolno$ci pojawienie si¢ szczepéw E. cloacae
opornych na karbapenemy (CREC) stanowi ogromne zagrozenie dla zdrowia publicznego. UA
wywiera silne dziatanie bakteriobdjcze na formy planktonowe CREC, MIC dla UA przeciwko
czterem szczepom CREC wynosit 100 pg/ml, podczas gdy MIC karbapeneméw wynosit
odpowiednio: imipenem 32ug/ml), meropenem 64 pg/ml, ceftazydym 256 pg/ml. Ponadto wyniki
zdecydowanie sugerujg, ze leczenie UA upos$ledza integralno$¢ btony komorkowej komérek CREC.
Ekspozycja na UA doprowadzita bowiem do uszkodzenia i hiperpolaryzacji bton komérkowych
bakterii, co zwigkszylo ich przepuszczalnos¢ 1 doprowadzito do zmniejszenia
wewnatrzkomorkowego stezenia ATP, pH oraz potencjatu blonowego. Leczenie UA zmienito
morfologi¢ komoérek CREC, byly mniej jednorodne pod wzgledem wielkosci, miaty zapadnigta
powierzchni¢ bez wyraznych krawedzi komorek. Zaobserwowano wyzszy stopien deformacji btony
komorkowej i $ciang komorkowa w stanie litycznym, co wskazuje na degradacj¢ DNA i bialek.
Wykazano kompletno$¢  zniszczenia  warstwy peptydoglikanu 1 martwice (wyciek
wewnatrzkomorkowy) (Qian et al. 2019).

3.2 Dziatanie przeciwbakteryjne wobec biofilméw bakteryjnych

UA wyizolowany z lisci jednego z gatunkéw hurmy hebanowej (Diospyros dendo) juz
w stezeniu 10 pg/ml wykazywal znaczng aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec 24-godzinnych
biofilmow jednogatunkowych, tworzonych przez szczepy E. coli (zmniejszenie warto$ci gestosci
optycznej OD o 72%), P. aeruginosa (0 87%) oraz Vibrio harveyi (o 57%), zarébwno na ptytkach
titracyjnych 96-dotkowych jak i w komorze o ciggltym przeptywie. Dla porownania, UA w stezeniach
10 1 30 pg/ml nie hamowal wzrostu w/w szczepdw rosnacych w zawiesinie, tj. form planktonowych.
Stwierdzono rowniez, ze UA nie indukowat ani nie thumit mechanizmu wyczuwania kworum (ang.
quorum sensing). UA w stezeniach 10 i 30 pg/ml indukowat geny chemotaksji (cheA, motAB, tap
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i tsr) geny szoku cieplnego (hsISTV, htpG i mopB) oraz geny biorgce udzial w transporcie (dcuA,
emrK i malE). Promowanie ruchu komorek poprzez indukcje ekspresji motAB czyni komorki zbyt
ruchliwymi, aby mogly pozostaé stabilne w §rodowisku biofilmu i skutkuje zmniejszeniem jego
tworzenia. Odwrotnie, niska ruchliwos¢ komarek sprzyja koniugacji, ktdra promuje rozwoj biofilmu.
Potwierdzeniem takiego mechanizmu dzialania UA jest fakt, ze nie wykazywal on wplywu na
produkcje biofilmu przez mutanta pozbawionego motAB. W stezeniach 10 i 30 ug/ml UA thumit gen
cysDJK, nalezacy do regulonu cysteinowego i regulowany przez CysB. Sciezka CysB jest
potencjalnym szlakiem docelowym UA i innych TP. Badania wykazaty, ze UA moze modulowac
ekspresje genu cysB u E. coli. 1zogeniczny mutant cysB wytwarzat biofilm inaczej niz typ dziki.
Bialko CysB jest regulatorem transkrypcji LysR, ktory kontroluje ekspresje genéw bioracych udziat
w biosyntezie cysteiny i metabolizmie siarki. Ponadto wykazano, ze CysB jest zaangazowane
w kontrol¢ przyzwyczajenia kwasowego u E. coli i odpowiedzi na O-acetylo-L-seryn¢. Mutacja cysB
zwigkszyla tworzenie biofilmu 2-10-krotnie w poréwnaniu do izogenicznego szczepu CysB.
Metabolizm siarki (poprzez cysB) wptywa hamujaco na tworzenie biofilmu (przy braku UA) (Ren et
al. 2005).

Biofilmy jednogatunkowe, utworzone przez szczepy P. aeruginosa, L. monocytogenes,
S. aureus i S. epidermidis, charakteryzowaly si¢ kilkukrotnie wigksza opornoscia na UA,
w porownaniu z komérkami planktonowymi. Podawanie UA tacznie z antybiotykami B-laktamowymi
(ampicyling i oksacyling), spowodowato spadek wartosci MBIC (ang. Minimum Biofilm Inhibitory
Concentration) wobec w/w szczepow bakterii (z wyjatkiem P. aeruginosa), co stanowi kolejny
dowdd dziatania synergistycznego UA i tych antybiotykow (Kurek et al. 2012).

Biofilm tworzony przez gronkowce koagulazo-ujemne (S. aureus) na powierzchniach
abiotycznych takich jak zastawki protetyczne, jest czestym powiktaniem pooperacyjnym i stanowi
przyczyng zagrazajacego zyciu infekcyjnego zapalenia wsierdzia. Zbadano adhezj¢ S. aureus na
abiotycznej powierzchni z tworzywa sztucznego oraz na powierzchni pokrytej fibrynogenem,
fibronektyng, kolagenem, tj. przypominajacej protezg zastawki serca. Wartos¢ MIC wynosita 250
pg/ml, jednak ze wzgledu na specyficzny przebieg patogenezy infekcyjnego zapalenie wsierdzia jej
osiggniecie w miejscu zapalenia jest mato prawdopodobne. Antyadhezyjne dziatanie UA
spowodowato znaczne ograniczenie tworzenia 24-godzinnego biofilmu UA w stezeniu % MIC
ograniczal adhezje¢ bakterii do powierzchni powleczonej kolagenem o 73,2%, fibronektyna o 58,8%,
a fibrynogenem o 65,9%. Procent zahamowania adhezji gronkowca do powierzchni oboj¢tnej tj.
niepowleczonej przez % lub % MIC wahat si¢ od 14,2% do 72,4% w zalezno$ci od szczepu. (Micota
et al. 2014).

Przeprowadzono badania okreslajace wptyw UA (takze w kombinacji z ciprofloksacyng) na
proces formowania i eradykacji biofilmu na polistyrenowych plytkach titracyjnych i na silikonowych
cewnikach urologicznych. W badaniach tych wykorzystano UPEC, posiadajace geny kodujace
produkty istotne w procesie tworzenia biofilmu. [lo§¢ tworzonego biofilmu oszacowano na podstawie
warto$ci OD odczytywanych po uptywie okreslonych czaséw inkubacji w obecno$ci badanych
zwiazkow. Antybiofilmowy efekt mieszaniny UA o stgzeniu 50 pg/ml z ciprofloksacyna
zaobserwowano po 48 godz. inkubacji na cewnikach urologicznych, natomiast juz po 12 godz.
inkubacji na plytkach titracyjnych, gdzie byt on kontynuowany po 48, 72 i 96 godz. Najmniejsza
liczbe zywych komorek w biofilmie (mierzong wartoscig CFU/ml) odnotowano po 72 i 96 godz.
inkubacji. Obserwacja komérek w mikroskopie fluorescencyjnym po zabarwieniu DAPI wykazata
zahamowanie tworzenia agregatow bakteryjnych po 96 godz. Mieszanina UA i ciprofloksacyny
zredukowata liczbe bakterii w 24-godzinnym biofilmie do 29% (Wojnicz et al. 2015).

Propionibacterium acnes jest oportunistycznym szczepem bakterii Gram-dodatnich,
opornym na wiele antybiotykow z grupy tetracyklin i makrolidow (m.in. erytromycyne
i klindamycyng). Wzrasta w postaci biofilmu na materialach biomedycznych (implantach) oraz
w mieszkach wlosowych skory, stanowiac przyczyne tradziku pospolitego. Wyniki potwierdzaja
niska aktywno$¢ przeciwbakteryjng erytromycyny i klindamycyny wobec biofilmu tworzonego przez
niektore szczepy P. acnes nawet w wysokich st¢zeniach (odpowiednio 0,5% i 1%), co prowadzi do
podobnego zmniejszenia populacji biofilmu niezaleznie od podatnosci danego szczepu okreslonej
oznaczeniem MIC. UA wyizolowany z liSci mirtu zwyczajnego (Myrtus communis) wykazywat
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znaczng aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec szczepow P. acnes niewrazliwych na erytromycyne
i klindamycyne, rosnagcych w zawiesinie jak i tworzacych biofilm. UA hamowat tworzenie biofilmu
i zmniejszat ustrukturyzowany 48-godzinny biofilm P. acnes w zakresie stezen od 0,1% do 0,001%
(tj. od 1000 do 10 mg/l), co odpowiadato warto§ciom MIC obserwowanym na komdrkach
planktonowych. UA o stezeniu 0,001% (w ktorym posiadal bardzo niska aktywno$é¢
przeciwbakteryjna), zostal polaczony z erytromycyna (1000 mg/l) lub klindamycyna (500 mg/1)
i sprawdzony na 48-godzinnym biofilmie P. acnes. W takich kombinacjach UA przywracat szczepom
P. acnes wrazliwo$¢ na erytromycyng lub klindamycyng, byt rowniez skuteczny przeciwko szczepom
opornym na te antybiotyki (Feuillolay et al. 2016).

S. marcescens jest bakteria Gram-ujemng, ktéra powoduje m.in. ZUM, zwlaszcza zwigzane
z cewnikiem moczowym, na ktorym tworzy biofilm. Poddany dziataniu UA o st¢zeniu 30 pg/ml
biofilm wytworzony przez Kliniczny izolat S. marcescens wykazal minimalna, ale nieistotng
statystycznie zmiane biomasy (Ray et al. 2017).

Kolejne badania wykazaly brak znaczacych rdznic wartosci OD tj. brak redukcji stabego
i umiarkowanego biofilmu E. faecalis podczas inkubacji z UA przez caly czas prowadzenia
obserwacji (10 dni). Przezywalno$¢ bakterii w masie biofilmu, tj. liczba komorek bakteryjnych na ml
(CFU/ml) byla oznaczana po kazdym czasie inkubacji i byla istotnie zmniejszona w kulturach
zawierajacych UA w poréwnaniu do prob kontrolnych Wystapily statystycznie istotne roznice
w CFU/ml migdzy biofilmami traktowanymi UA, a nietraktowanymi po 1, 2 i 3 dniu inkubacji
(Wojnicz et al. 2017).

Najnowsze badania wykazaty, ze UA skutecznie zaburza integralno$¢ btony komorkowej,
hamuje tworzenie biofilmu przez CREC, a oprocz tego inaktywujace komorki CREC obecne
w istniejacym biofilmie. Juz pod wptywem 1/64 MIC, tworzenie biofilmu CREC zostato zahamowane
0 52,8%, a ponad 90% biofilmu zostato zahamowane, gdy st¢zenie UA bylo wigksze niz 1/32 MIC.
Zaobserwowano zmniejszenie zywotnosci komorek tworzacych biofilm oraz znaczne ich
rozproszenie w matrycy biofilmu, jednak niektére komorki osadzone glgbiej w strukturze biofilmu
pozostaty nadal nienaruszone (Qian et al. 2019).

4. Podsumowanie

W cytowanych powyzej wynikach badan istnieje prawidtowos¢, ze wartosci MIC dla UA
oznaczane wobec bakterii Gram-ujemnych byty wyzsze niz w przypadku szczepow Gram-dodatnich.
Rozbieznos¢ ta jest zwigzana z réoznicami w budowie $Scian komdrkowych obu rodzajéw bakterii.
W ostonach bakterii Gram-ujemnych, w przeciwienstwie do Gram-dodatnich, wyrdznia si¢
zewngtrzng btone, ktora moze utrudnia¢ penetracje UA do wnetrza komorki bakteryjnej (Acebey-
Castellon et al. 2011, Park et al. 2015, Wojnicz et al. 2015, Wojnicz et al. 2017).

Zasadniczym mechanizmem przeciwbakteryjnego dziatania UA jest aktywno$¢
antyadhezyjna, czyli ostabienie zdolnosci przylegania bakterii do komorek uroepitelium. Utrudnienie
adhezji bakteriom pod wplywem UA zachodzi poprzez zmiany morfologiczne w komoérkach oraz
zmniejszenie ekspresji czynnikdw wirulencji takich jak hydrofobowo$¢, obecnos¢ fimbrii typu P oraz
fimbrii curli. Takze zmniejszajgc zdolno$¢ do ruchu bakterii oraz zmieniajac morfologie¢ komoérek
bakteryjnych, UA upo$ledza mozliwo$¢ dalszej kolonizacji, przez co dziala antybakteryjnie (Wojnicz
et al. 2013a, Wojnicz et al. 2013b).

Mechanizm molekularny aktywnosci farmakologicznej TP nie jest catkowicie wyjasniony;
jednak jednym z najwazniejszych etapow jest wlaczenie ich czasteczki do btony mitochondrialnej lub
btony komorki bakteryjnej. W zwiazku z tym, prawdopodobny molekularny mechanizm dzialania
UA, lezacy u podstaw jego aktywnosci przeciwbakteryjnych polega na bezposrednim wplywie na
budowe i wlasciwosci biofizyczne bton komodrkowych. Dzigki strukturalnemu podobienstwu do
cholesterolu, UA wchodzi w interakcje z blong i lokalizuje si¢ blizej hydrofilowych ,,gtoéwek” niz
hydrofobowych ,,ogonéw” w dwuwarstwie fosfolipidowej. Dotychczasowe badania dowiodty, ze UA
zmienia organizacj¢ bton bogatych w 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfatydylocholing (DPPC)
i DPPC-cholesterol, poprzez wplyw na konformacje all-trans tancuchdéw acylowych w fosfolipidach,
co skutkuje ich przechyleniem i tworzeniem w blonie struktur lipidowych o wysokiej krzywiznie,
prawdopodobnie odwroéconych miceli. Ponadto, wchodzenie w interakcje z bogatymi w cholesterol

110|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

domenami btonowymi nadaje UA zdolno$¢ do wptywania na lokalizacj¢, a zatem i na funkcje
fizjologiczng wielu biatek sygnatowych zwigzanych z blong (Prades et al. 2011).

W interakcji z anionowymi fosfolipidami btonowymi modelowej wewnetrznej blony E. coli
(monowarstwa Langmuira), UA jest antagonistg a-tokoferolu, pomimo ze zwiazki te maja odmienna
budowe, segregujg do innych domen btonowych gdzie oddziatuja z innymi lipidami. Wbudowanie
UA w blong bakteryjna jest korzystne energetycznie i blokuje ptynnos$¢ tej blony, natomiast
a-tokoferol zmniejsza lub catkowicie eliminuje ten efekt, co prawdopodobnie jest przyczyna braku
dziatania przeciwbakteryjnego. Stosowanie witaminy E oraz innych witamin przeciwutleniajacych
jest zatem niekorzystne w leczeniu infekcji bakteryjnych (Broniatowski et al. 2015).

Niska biodostepnos¢ UA in vivo ogranicza jego zastosowanie kliniczne, dlatego w ostatnich
latach przeprowadzono modyfikacje strukturalne UA majace na celu poprawe jego aktywno$ci
biologicznej 1 biodostepnosci. Jednym z badan bylo zaprojektowanie i zsyntetyzowanie nowych
pochodnych karbazolowych UA oraz oznaczenie ich MICs wobec 4 szczepow bakterii: dwoch Gram-
dodatnich (B. subtilis, S. aureus) i dwoch Gram-ujemnych (E. coli, Pseudomonas fluorescens).
Wiekszo$¢ zsyntetyzowanych pochodnych UA wykazala dziatanie hamujace zarowno wobec bakterii
Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych, przyjmujac wartosci MIC 3,9-15,6 pg/ml, zblizone do
warto$ci kontroli dodatniej tj. antybiotyku amikacyny. Wyniki te dowiodly, ze potaczenie
ugrupowania karbazolowego z czasteczka UA zmienia wlasciwosci fizykochemiczne, m. in. zwicksza
rozpuszczalno$§¢ w wodzie, co prowadzi do poprawy biodostepnosci i aktywnosci biologicznej
w poréwnaniu z macierzystg czasteczkg UA (Gu et al. 2015).

Staba rozpuszczalno$¢ w wodzie roéwniez ogranicza farmakologiczne zastosowanie UA.
W celu poprawy rozpuszczalnosci i biodostepnosci, UA zostal zamkniety w nanostrukturach
poliuretanowych, ktore dziataja jak nos$niki lekow, a nastgpnie potwierdzono ich dziatanie
przeciwbakteryjne wobec szczepow Bacillus cereus i B. subtilis. Otrzymana wartos¢ MIC tj. 4570
pg/ml byta bardzo wysoka co oznacza, ze kapsutkowanie zmniejszylo dzialanie przeciwbakteryjne
UA w porownaniu do czystego UA. Potrzebne jest przeprowadzenie badan in vivo w celu oceny
mozliwo$ci wydzielania UA z kapsutki w wyniku aktywnosci metabolicznej komoérki bakteryjnej
(Oprean et al. 2016).
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Streszczenie

Wiele czynnikow, zarowno §rodowiskowych jak i zwigzanych z metabolizmem cztowieka,
wplywa na powstawanie wolnych rodnikéw. Generowany w wyniku ich dziatania stres oksydacyjny
wywiera negatywne skutki na zdrowie i zycie, miedzy innymi prowadzi do mutacji komorek,
tworzenia nowotworow, degradacji blon biologicznych oraz starzenia si¢ organizmu. W celu
przeciwdziatania tym procesom niezbg¢dne jest przyjmowanie antyutleniaczy, ktore hamuja lub
catkowicie zapobiegaja powstawaniu wolnych rodnikéw. Przeciwutleniacze mogg by¢ pochodzenia
naturalnego (np. witaminy A, C, E) lub syntetycznego (np. pochodne kwasu galusowego).

1. Wolne rodniki i stres oksydacyjny

Wolne rodniki poczatkowo stosowane byly do opisywania zwigzkéw posrednich
skomplikowanych reakcji, zarbwno w chemii organicznej jak i nieorganicznej (poczatki XX wieku).
Juz w potowie tego wieku naukowcy stawiali hipotezy, ze czastki te moga odgrywac znaczacg role
w procesach fizjologicznych, w ktorych odpowiedzialne sa za szkodliwe zmiany w komorce,
zwlaszcza w procesie starzenia. Obecnie badacze weryfikuja te hipotezy i zdobywajg coraz wigksza
wiedzg¢ na temat rodnikow oraz ich wptywu na funkcjonowanie organizmu cztowieka (Kohen i Nyska
2002).

Wolnymi rodnikami nazywamy wysoce niestabilne atomy, czasteczki lub jony, ktére moga
istnie¢ niezaleznie z jednym lub wicksza liczbg niesparowanych elektrondw, wykazujac aktywnosé
chemiczng wobec innych czastek (Chen i in. 2012, Carocho i Ferreira 2013).

W organizmach zywych wolne rodniki reprezentowane sg glownie przez reaktywne formy
tlenu. Najczgéciej wystgpujace rodniki tlenowe to ponadtlenkowy, wodoronadtlenkowi,
hydroksylowy, oraz niemajace niesparowanego elektronu - tlen singletowy i nadtlenek wodoru. Sa
miedzy innymi produktem ubocznym metabolizmu w mitochondriach, zachodzacego w warunkach
tlenowych podczas tworzenia si¢ czasteczek ATP (jako zrodta endogenne). Jedna z podstawowych
przyczyn powstawania reaktywnych form tlenu jest ekspozycja na promieniowanie UV, ksenobiotyki,
toksyny, leki oraz zanieczyszczenia §rodowiska (jako zrodta egzogenne) (Kohen i Nyska 2002).

Reaktywne formy tlenu wykazujg wysoka zdolno$¢ do wchodzenia w reakcje ze strukturami
komoérkowymi. Prowadzi to do konwersji biatek komérkowych, wptywajac na zmiang ich struktury
i dzialania. Peroksydacja lipidéw wywotluje niestabilno$¢ btony biologicznej komodrki, a zatem
réwniez zmiang przepuszczalnos$ci oraz jej funkcji, migdzy innymi w aspekcie transportu blonowego.
Im wigcej wigzan podwojnych wystepuje w kwasach thuszczowych, tym tatwiejszy staje si¢ proces
utworzenia wolnego rodnika (Chen i in. 2012, Carocho i Ferreira 2013). Modyfikacja cukréw przez
wolne rodniki prowadzi do powstania krotkotancuchowych czasteczek migdzy innymi aldehydu
glikolowego, ktory jest wysoce podatny na samoutlenienie. W wyniku tego powstaje wolny rodnik
ponadtlenkowy, ktory charakteryzuje si¢ zdolnosciami mutagennymi (Carocho i Ferreira 2013). Jest
bardzo reaktywng forma, ktéra juz w niskich stezeniach powoduje uszkodzenia komoérek. Powoduje
miedzy innymi degeneracj¢ bialek we krwi, uszkodzenie kodu DNA, a takze lipidow. Rodnik
hydroksylowy uwazany jest za najbardziej reaktywny z grupy tlenowych rodnikéw. Czas jego zycia
jest bardzo krétki. Pomimo tego jest silnym utleniaczem i moze reagowaé zaréwno ze zwigzkami
nieorganicznymi jak i organicznymi (DNA, biatka, lipidy, aminokwasy). Anionorodnik
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ponadtlenkowy w zaleznos$ci od pH $rodowiska, w ktorym wystepuje moze przyjmowac dwie formy:
O2" lub HO;. Druga z form tatwiej penetruje btony komoérkowe, z kolei w rozpuszczalnikach
organicznych rozpuszczalno$¢ Oz~ jest wigksza, w zwigzku z czym zdolno$¢ redukujaca jest takze
zwigkszona (Kohen i Nyska 2002). Powstajacy stres oksydacyjny jest przyczyng uszkodzenia
kwaséw nukleinowych i modyfikowania kodu genetycznego, niosac ryzyko rozwoju choroby
nowotworowej (Chen i in. 2012, Carocho i Ferreira 2013).

Ze wzgledu na powyzsze skutki duze znaczenie ma stosowanie przeciwutleniaczy,
chronigcych przed negatywnym wptywem wolnych rodnikow na komorke.

2. Przeciwutleniacze

Przeciwutleniaczem nazywamy zwiazek, ktory w niskich stezeniach w poréwnaniu do
stezenia substratu hamuje lub znacznie op6znia jego utlenianie (Matkowski 2008). Uznawana jest
takze definicja stanowigca, ze jest to zwigzek, ktory opdznia lub calkowicie zapobiega utlenianiu
czasteczki substratu (Carocho i Ferreira 2013). Ponadto, antyutleniacz powinien posiadaé¢ zdolno$é
do wychwycenia i neutralizacji wolnych rodnikow podczas procesu utleniania. Aktywno$¢
przeciwutleniajgca moze przejawiac si¢ jako:
inhibicja reakcji utleniania,
synergizm dzialania w potaczeniu z innymi przeciwutleniaczami,
przeksztalcanie wolnych rodnikéw w mniej reaktywne,
inhibicja enzyméw prooksydacyjnych.

W organizmie ludzkim procesy przeciwdziatajace powstawaniu wolnych rodnikéw oparte
sa na enzymatycznych oraz nieenzymatycznych reakcjach. Do przeciwutleniaczy enzymatycznych
mozna zaliczy¢ peroksydaze glutationows, katalaze oraz dysmutaze ponadtlenkows. Natomiast
witamina A, witamina C, witamina E, koenzym Q10, kwas moczowy oraz glutation naleza do
przeciwutleniaczy nieenzymatycznych.

Witamina A nalezy do grupy karotenoidoéw, ktdre wystepuja w z6ottych, pomaranczowych
i czerwonych pigmentach owocow. Witamina ta jest wytwarzana w watrobie w wyniku rozktadu
B-karotenu. Pehni istotne funkcje w organizmie, miedzy innymi w przemianach biatek oraz lipidow.
Bierze udzial w regeneracji komoérek i w procesach wzrostowych. Przyspiesza odnowe naskorka,
wzmacniajac jego funkcje ochronne, a takze zmniejsza utrate wody. Ponadto, stosowana jest w celu
spowolnienia starzenia si¢ skory, zmniejszenia wrazliwo$ci na promieniowanie UV oraz w leczeniu
tradziku. Niedob6r witaminy w organizmie moze powodowac¢ §lepote, suchos¢ gatki ocznej czy nawet
zwicksza¢ ryzyko wystapienia zawatu (Podsetek 2007).

Witamina C jest rozpuszczalnym w wodzie antyoksydantem, neutralizujacym wolne rodniki,
glownie w czgsciach budulcowych skéry. Rownoczes$nie bierze udzial w procesie odzyskiwania
witaminy E. Ponadto, wspomaga produkcje elastyny oraz zapobiega powstawaniu przebarwien na
skorze. Dowiedziono, ze podanie tylko 1% witaminy C powoduje wzrost produkcji kolagenu (Chen
iin. 2012).

Witamina E, pod ktorej nazwa kryja sie miedzy innymi tokoferole, jest naturalnym
sktadnikiem blon biologicznych, gdzie peli funkcje antyutleniajace. Wystepuja cztery izomery
tokoferolu, tj. a, B, y oraz 5, z ktorych a-tokoferol (Tab.2) wykazuje najwigckszg aktywno$é
antyutleniajaca (aktywnos¢ a>p>y>5). Aktywnos¢ formy o jest dwukrotnie wigksza niz formy
B 1y oraz stukrotnie wigksza niz formy &. Witamina E reaguje z rodnikami lipidowymi na granicy faz
btona/woda, gdzie przekazuje wodér do rodnika lipidowego. Poza tym, przeprowadzone zostaty
badania potwierdzajace fakt, ze tokoferole (podobnie jak cholesterol) moga stabilizowac¢ struktury
btonowe, poprzez modulowanie ich ptynnosci, a tym samym przepuszczalno$ci dla matych jonow lub
czasteczek (Blokhina i in. 2003). Istnieje rowniez mozliwo$¢ zsyntetyzowania a-tokoferolu i wtedy
zwigzek oznaczony jest jako dl-o-tokoferol. Syntetyczny zwigzek w rzeczywistosci nie jest czystg
substancja, a mieszaning czterech racematow. Tab.l przedstawia zestawienie nazwy chemicznej
i zwyczajowej tokoferoli.
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Tab. 1. Formy i nazwy tokoferoli

Nazwa zwyczajowa Nazwa chemiczna
tokol 2-metylo-2-(4°,8°.12’-trimetylotridecylo)-chroman-6-ol
a-tokoferol 5,7,8-trimetylotokol
p-tokoferol 5,8-dimetylotokol
y-tokoferol 7,8-dimetylotokol
d-tokoferol 8-metylotokol

Tab. 2. a-tokoferol dostepny w sprzedazy
[
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Koenzym Q10 wystepuje we wszystkich blonach i komoérkach, odgrywajac istotng role
w procesie oddychania i metabolizmie komoérkowym. Jego dzialanie opiera si¢ na hamowaniu
tworzenia si¢ lipidowych rodnikow nadtlenkowych. Dodatkowo wspomaga on regeneracj¢ witaminy
E (Podsetek 2007).

Kwas moczowy jako koncowy produkt metabolizmu w ludzkim organizmie zostaje
przefiltrowany przez nerki i ponownie wchtaniany. Dzigki temu zapobiega nadprodukcji rodnikow
powstatych w wyniku lizy erytrocytow. Ponadto, chroni przed chorobg niedokrwienng serca
(Podsetek 2007).

Flawonoidy naleza do szerokiej grupy polifenoli. Sg obecne w warzywach, owocach, ich
nasionach, fodygach oraz korzeniach. Wystepuja gtownie w postaci aglikonu lub jako jego pochodne.
Flawonoidy wykazuja dzialanie przeciwcukrzycowe, przeciwmiazdzycowe, przeciwnowotworowe,
przeciwutleniajace, a takze przeciwzapalne. Powyzsze wlasciwosci farmakologiczne przypisuje si¢
ich zdolno$ci do modyfikacji btony komérkowej oraz wigzaniu z odpowiednimi biatkami. W wyniku
dziatania flawonoidow btona staje si¢ bardziej lub mniej plynna, przez co zmienia si¢ jej aktywno$¢
biologiczna (Selvaraj i in. 2015).

Wartym omowienia przyktadem syntetycznego antyutleniacza jest galusan laurylu. Jest to
ester alkoholu laurylowego (n-dodecylowego) i kwasu galusowego. Istniejg hipotezy, ze galusan jest
hydrolizowany w przewodzie pokarmowym, a powstate w wyniku rozpadu kwas galusowy i alkohol
laurylowy nie wykazuja wiasciwoséci toksycznych dla organizmu. Galusan laurylu ma charakter
hydrofobowy, co zwigzane jest z obecnos$cig tancucha alkilowego. Podobnie jak kwas galusowy ma
zdolno$¢ do oddawania atomu wodoru do rodnika nadtlenkowego, przeciwdzialajac peroksydacji
lipidoéw. Oprocz tego, jego aktywnos$¢ przejawia si¢ w hamowaniu dzialania enzymu bioracego udziat
w powstawaniu kwasu moczowego (Kubo i in. 2002, Cusola i in. 2015). Ma takze wpltyw na
autooksydacje i enzymatyczng peroksydacje kwasu linolenowego (Kubo i in. 2002, Cusola i in. 2015).
Chroni takze czerwone krwinki przed stresem oksydacyjnym (podczas gdy sam kwas w podobnych
warunkach nie wykazuje takich wlasciwosci). Dodatkowo galusan laurylu szeroko stosowany jest
w piekarnictwie. (Nanditha i Prabhasankar 2008).

Antyutleniacze sa szeroko stosowane w medycynie. Podczas przeszczepu organdéw
koniecznie jest zamknigcie przeptywu krwi w dochodzacych do organu naczyniach krwiono$nych.
Powoduje to niedotlenienie komorek, ktére staje si¢ zrédlem powstawania reaktywnych form tlenu.
Procesy utleniania zachodzace w mitochondriach oraz ostabienie dziatania uktadu immunologicznego
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odgrywaja kluczowg rol¢ w uszkodzeniu i zmianie DNA, a to prowadzi do utrudnienia przyjgcia
przeszczepu przez organizm ludzki. Dziatanie ochronne przed niedokrwieniem (a co za tym idzie
powstawaniem wolnych rodnikow) wykazuje wodor. Z drugiej jednak strony moze przyczyni¢ si¢ do
zmniejszenia zywotnosci przeszczepianego organu (Shi i Xue 2016, Kubo i in. 2010).

Zbadano, ze istotne jest podawanie wodoru przy przeszczepie ptuc lub watroby. Jednym
z glownych zrodet reaktywnych form tlenu sa mitochondria, ktére sa wyjatkowo podatne na
uszkodzenia oksydacyjne. Uszkodzenia takie moze powodowac zaburzenie przeptywu elektrondw
i sprzyja¢ tworzeniu si¢ nadtlenku. Powyzszy proces wplywa na przenikanie przez blony
mitochondriom podczas niedokrwienia powodujac, ze stres oksydacyjny jest bardzo duzy. W celu
ochrony integralno$ci mitochondriow podczas niedokrwienia stosowana jest migdzy innymi
melatonina, kwas askorbinowy lub witamina E (Shi i Xue 2016, Kubo i in. 2010).
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4. Podsumowanie

Reaktywne formy tlenu pochodzace ze zrddet endogennych i1 egzogennych takich jak
promieniowanie UV i zanieczyszczenia mogg uszkadza¢ DNA, struktury blon lipidowych
i biatlkowych, a takze powodowac starzenie si¢ skory lub rozwdj komoérek rakowych. Pomimo, ze
organizm ludzki posiada wrodzong obrong przed wolnymi rodnikami i moze neutralizowaé reaktywne
formy tlenu, to miejscowe dostarczanie przeciwutleniaczy moze przynies¢ dodatkowe korzysci. Aby
uchroni¢ organizm przed negatywnymi skutkami wolnych rodnikéw stosuje si¢ przeciwutleniacze.
Wystepuja one naturalnie w przyrodzie (witaminy A, C, E) lub moga by¢ zsyntetyzowane.
Przeciwutleniacze odgrywajg istotng role w wielu dziedzinach zycia, a w szczegdlno$ci w inzynierii
tkankowej, gdzie wspomagaja przyjecie si¢ przeszczepionego organu oraz zmniejszenie do minimum
wystapienia mozliwych powiktan.

5. Literatura

Blokhina O, Virolainen E, Fagerstedt KV (2003) Antioxidatnts, oxidative damage and oxygen
deprivation stress: a review. Annals of Botany 91: 179-194

Carocho M, Ferreira ICFR (2013) A review on antioxidants, prooxidants and related controversy:
Natural and synthetic compounds, screeing and analysis methodologies and future perspectives.
Food and Chemical Toxicology 51: 15-25

Chen LBA, Hu JYMD, Wang SQMD (2012) The role of antioxidants in photoprotection: A critical
review. Journal of the American Academy of Dermatology 67: 1013-1024

Cusola O, Valls C, Vidal T, Tzanov T, Roncero MB (2015) Electrochemical insights on the
hydrophobicity of cellulose substrates imparted by enzymatically oxidized gallates with
increasing alkyl chain length. ACS Applied Materials and Interfaces 25 (7): 13834-13841

Kohen R, Nyska A (2002) Oxidation of biological systems: Oxidative stress phenomena,
antioxidants, redox reactions, and methods for their quantification. Toxicologic Pathology 30
(6): 620-650

Kubo I, Masuoka N, Xiao P, Haraguchi H (2002) Antioxidant activity of dodecyl gallate. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 50: 3533-3539

Kubo I, Masuoka N, Ha TJ, Shimizu K, Nihei K (2010) Multifunctional antioxidant activities of
alkyl gallates. The Open Bioactive Compounds Journal 3: 1-11

Nanditha B, Prabhasankar P (2008) Antioxidants in bakery products: A review. Critical Reviews in
Food Science and Nutrition 49 (1): 1-27

Podsedek A (2007) Natural antioxidants and antioxidant capacity of Brassica vegetables: A review.
LWT-Food Science and Technology 40 (1): 1-11

Selvaraj S, Krishnaswamy S, Devashya V, Sethuraman S, Krishnan UM (2015) Influence of
membrane lipid composition on flovonoid-membrane interactions: Implications on their
biological activity. Progress in Lipid Research 58: 1-13

Shi S, Xue F (2016) Current antioxidant treatments in organ transplantation. Oxidative Medicine
and Cellular Longevity, 2016, Article ID 8678510, https://doi.org/10.1155/2016/8678510

117|Strona



