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STRESZCZENIE

Materialy hydrozelowe sg powszechnie stosowane w medycynie i farmacji, mi¢dzy
innymi jako opatrunki wspomagajgce gojenie ran, implanty tkankowe, rusztowania
komorkowe, soczewki kontaktowe oraz produkty higieniczne. Hydrozele o zwigkszone;j
wytrzymato$ci mechanicznej i wysokiej stabilno$ci w $rodowisku fizjologicznym sa
najczegsciej otrzymywane na drodze chemicznego sieciowania z wykorzystaniem
czynnikoéw sieciujgcych pochodzenia syntetycznego lub naturalnego. W ostatnich latach
wzrasta zainteresowanie bio-czynnikami pochodzenia naturalnego, ktére stanowig

ekologiczng alternatywe dla ich syntetycznych odpowiednikow.

Celem badan bylo opracowanie efektywnej metody pozyskiwania substancji
aktywnych z odpadowego surowca roslinnego - fuséw kawowych, ktore moga petic role
bio-czynnikow sieciujacych. Otrzymane ekstrakty zastosowano do chemicznego
usieciowania modyfikowanych materiatow hydrozelowych na bazie zZelatyny
zawierajacych niacynamid i kwas hialuronowy, a nastepnie oceniono ich wplyw na
wybrane wlasciwosci fizykochemiczne, mechaniczne i termiczne hydrozeli. Ponadto
wyznaczono profile uwalniania zastosowanych substancji czynnych oraz oceniono

cytotoksyczno$¢ otrzymanych hydrozeli w warunkach in vitro.

W niniejszej pracy opracowano metod¢ pozyskiwania substancji aktywnych z fusow
kawowych z wykorzystaniem nast¢pujacych technik ekstrakcji: ciecz-ciato state (LSE),
wspomaganej ultradzwigkami (UAE), wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym
(MAE) oraz faczacej dziatanie ultradzwigkow 1 promieniowania mikrofalowego
(UMAE). Otrzymane ekstrakty zawieraly znaczne ilosci zwigzkoéw bioaktywnych, takich
jak kwas chlorogenowy, kwas kawowy, kofeina i kwas szikimowy. Wykazywaty réwniez
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, brak cytotoksyczno$ci in vitro oraz promujacy
wplyw na migracj¢ ludzkich fibroblastow skornych (NHDF). Dodatkowo potwierdzono
mozliwos¢ chemicznego usieciowania zelatyny z uzyciem opracowanych bio-czynnikow,
co pozwolito uzyska¢ materialty hydrozelowe o wyzszym stopniu usieciowania,
zwigkszonej stabilno$ci termicznej oraz zmniejszonej podatno$ci na degradacje
hydrolityczng wzgledem Zelatyny nieusieciowanej chemicznie. Materiaty hydrozelowe
modyfikowane niacynamidem 1 kwasem hialuronowym charakteryzowaty sie
zréznicowanymi  profilami  uwalniania  substancji czynnych oraz brakiem

cytotoksycznego dziatania wobec pierwotnych fibroblastow GM07452.



ABSTRACT

Hydrogels are extensively applied in medical and pharmaceutical fields, serving as
wound dressings, tissue implants, cellular scaffolds, contact lenses, and hygiene products.
To achieve the mechanical strength and stability required for biomedical applications,
hydrogels are typically enhanced through chemical crosslinking with either synthetic or
natural crosslinking agents. In recent years, there has been growing interest in bio-
crosslinkers derived from natural sources, which represent an environmentally friendly

alternative to their synthetic counterparts.

The aim of this study was to develop an effective method for extracting bioactive
compounds from plant-based waste material, spent coffee grounds, which could serve as
natural crosslinking agents. The obtained extracts were used for the chemical crosslinking
of modified gelatin-based hydrogels containing niacinamide and hyaluronic acid. Their
influence on selected physicochemical, mechanical, and thermal properties of the
hydrogels was subsequently evaluated. Furthermore, the release profiles of the
incorporated active compounds were determined, and the in vitro cytotoxicity of the

hydrogels was assessed.

In this study, bioactive compounds were extracted from spent coffee grounds using
the following techniques: liquid-solid extraction (LSE), ultrasound-assisted extraction
(UAE), microwave-assisted extraction (MAE), and a combined ultrasound/microwave-
assisted extraction (UMAE). The resulting extracts were rich in bioactive compounds,
including chlorogenic acid, caffeic acid, caffeine, and shikimic acid. In addition to their
high bioactive content, the extracts demonstrated antimicrobial activity, exhibited no
cytotoxic effects in vitro, and promoted the migration of normal human dermal fibroblasts
(NHDF). The feasibility of chemical crosslinking of gelatin with the developed bio-
crosslinking agents was confirmed, resulting in hydrogels with a higher crosslinking
degree, enhanced thermal stability, and reduced susceptibility to hydrolytic degradation
compared to non-crosslinked gelatin. The hydrogels modified with niacinamide and
hyaluronic acid exhibited distinct release kinetics of the active ingredients and

demonstrated no cytotoxicity toward primary fibroblasts (GM07452).



WYKAZ SKROTOW
A549 — ludzka linia komoérkowa raka phuc

Ang-1 — (ang. angiotensin I), biatka bioragce udzial w angiogenezie i rozwoju naczyn

krwionos$nych

ARPE-19 — ludzka linia komérkowa nabtonka barwnikowego siatkowki
B16F10 — mysia linia komoérkowa czerniaka

BMP — (ang. bone morphogenetic proteins), biatko morfogenetyczne kosci
BMSC — komorki zrgbu szpiku kostnego myszy

BT474 — ludzka linia komérkowa raka piersi

C2C12 — mysia linia komorkowa mioblastow

CAL-51 — ludzka linia komoérkowa raka piersi

3-CQA — (ang. 3-O-caffeoylquinic acid), kwas 3-O-kofeinochinowy
5-CQA — (ang. 5-O-caffeoylquinic acid), kwas 5-O-kofeinochinowy

DMEM - (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium), zmodyfikowana pozywka
Dulbecco Eagle

ssDNA — (ang. single stranded DNA), forma jednoniciowa DNA
DSC — (ang. differential scanning calorimetry), r6znicowa kalorymetria skaningowa
EAE — (ang. enzyme-assisted extraction), ekstrakcja wspomagana enzymami

EAEP — (ang. enzyme assisted aqueous extraction processing), ekstrakcja wodna

wspomagana enzymami

ECM — (ang. extracellular matrix), macierz pozakomorkowa

EDTA — kwas wersenowy

FGF2 — (ang. fibroblast growth factor), czynnik wzrostu fibroblastow
FmocFF — niskoczasteczkowy peptyd o wiasciwosciach zelujacych

FT-IR — (ang. Fourier transform infrared spectroscopy), spektroskopia w podczerwieni z

transformacjg Fouriera



G411 — ludzka linia neuronalnych komorek macierzystych glejaka

G523 — ludzka linia neuronalnych komorek macierzystych glejaka

GAE - (ang. gallic acid equivalent), ekwiwalent kwasu galusowego

GFOGER - syntetyczny peptyd o wlasciwosciach nasladujacych kolagen
GMO07452 — pierwotne ludzkie fibroblasty

HCT-116 — ludzka linia komorkowa raka okr¢znicy

HeLa — ludzka linia komorek raka szyjki macicy

HIV — (ang. human immunodeficiency virus), ludzki wirus niedoboru odpornosci
hMSC — ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste

HPLC - (ang. high-performance liquid chromatography), wysokosprawna

chromatografia cieczowa

HSV — (ang. herpes simplex virus), wirus opryszczki pospolitej
HT-29 — ludzka linia komdrkowa raka jelita grubego

HUVEC - ludzkie komorki §rodbtonka zyty pepowinowej
L929 — mysia linia komorek fibroblastow

LSE — (ang. liquid-solid extraction), ekstrakcji ciato stale-ciecz

MAE — (ang. microwave-assisted extraction), ekstrakcja wspomagana promieniowaniem

mikrofalowym

MBC — (ang. minimum bactericidal concentration), minimalne stezenie bakteriobojcze
MC3T3-E1 — mysia przedosteoblastyczna linia komorkowa

MCF-7 — ludzka linia komorek raka piersi

MCF7 — ludzka linia komorkowa raka piersi

MDA-MB-231 — linia komorkowa pochodzaca z ludzkiego gruczolakoraka piersi
MFC - (ang. minimum fungicidal concentration), minimalne st¢zenie grzybobdjcze

MIC — (ang. minimum inhibitory concentration), minimalne st¢Zzenie hamujace



MWCO - (ang. molecular weight cut-off), molekularne odcigcie masy membrany

NHDF — (ang. normal human dermal fibroblasts), komoérki normalnych ludzkich

fibroblastow skornych

NIH/3T3 — mysia linia komorek fibroblastow

PBS — (ang. phosphate-buftered saline), sol fizjologiczna buforowana fosforanami
PC12 — neuronalne komoérki progenitorowe

PDA — (ang. photodiode array), detektor matrycy fotodiod

PDGF — (ang. platelet-derived growth factor), ptytkopochodny czynnik wzrostu
PEG — poli(tlenek etylenu)

mPEGA — eter metylowy poli(glikolu etylenowego)

PEGDA — diakrylan poli(glikolu etylenowego)

mPEGMA — metakrylan metylowego poli(glikolu etylenowego)

PVA — poli(alkohol winylowy)

PVAm — poliwinyloamina

QCE — (ang. quercetin equivalent), ekwiwalent kwercetyny

Saos-2 — ludzka linia komorek kostniakomigsaka

SEM — (ang. scanning electron microscopy), skaningowa mikroskopia elektronowa
SFE — (ang. supercritical fluid extraction), ekstrakcja ptynem w stanie nadkrytycznym
T47D — ludzka linia komérkowa raka piersi

TEG — glikol trietylenowy

TFC — (ang. total flavonoid content), calkowita zawartos¢ flawonoidow

TGA — (ang. thermogravimetry), termograwimetria

TNBS — kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy

TPC — (ang. total phenolic content), catkowita zawarto$¢ polifenoli

UAE — (ang. ultrasound-assisted extraction), ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami
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UMAE - (ang. ultrasound/microwave-assisted extraction), ekstrakcja wspomagana

ultradzwigkami/promieniowaniem mikrofalowym
UV-Vis — spektrofotometria absorpcyjna UV/VIS

VEGF - (ang. vascular endothelial growth factor), czynnik wzrostu s$rodbtonka

naczyniowego
Vero — linia komoérek nabtonkowych nerek pozyskana z afrykanskiej malpy zielonej

WI-38 — ludzka linia komorkowa ztozona z fibroblastow
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1. WPROWADZENIE

Materialy hydrozelowe przeznaczone do zastosowan medycznych, oprocz
potwierdzonej biokompatybilnosci oraz braku toksycznego dzialania, powinny
charakteryzowac si¢ odpowiednio wysoka wytrzymatosciag mechaniczng, dostosowang
do konkretnej aplikacji. W przypadku hydrozeli, petniacych rolg systemow
przedtuzonego i1 kontrolowanego uwalniania substancji czynnych, kluczowe znaczenie
ma ich stabilno$¢ w warunkach fizjologicznych, ktéra bezposrednio wpltywa na

skuteczno$¢ stosowanej terapii farmakologicznej [1,2].

Otrzymanie materiatbw o pozadanych wlasciwosciach fizykochemicznych
najczesciej wymaga stabilizacji struktury polimerowej, migdzy innymi na drodze
chemicznego sieciowania przy zastosowaniu czynnikow sieciujacych. Obecnie inzynieria
materialowa w znacznym stopniu opiera si¢ na syntetycznych zwigzkach sieciujacych,
wsrod ktoérych wymieni¢ mozna, m.in. N,N'-metylenobisakryloamid, epichlorohydryne
oraz aldehyd glutarowy. Zwiazki te pozwalaja otrzymaé¢ materialy o wysokiej
wytrzymato$ci mechanicznej, stabilnosci hydrolitycznej i enzymatycznej, wydluzonym
czasie degradacji oraz ograniczonej podatno$ci na odksztatcenia. Jednak ich stosowanie
wiaze si¢ z ryzykiem wystgpienia cytotoksycznos$ci, co znaczaco moze ogranicza¢ ich

zastosowanie w produktach medycznych [1-4].

Z tego wzgledu coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ alternatywna
koncepcja wykorzystania naturalnych czynnikéw sieciujacych pochodzenia roslinnego.
Zwiazki te, oprocz niskiej toksycznosci, czesto wykazujg rowniez korzystne wtasciwosci
biologiczne, takie jak dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutleniajace,
przeciwzapalne oraz wspomagajace proliferacj¢ komorek. Naturalne czynniki sieciujace
moga by¢ pozyskiwane z szerokiej gamy zasobow naturalnych bogatych w substancje
aktywne, ktore naleza do grupy kwasoéw fenolowych, flawonoidow, stilbenow lub tanin

[5-8].

Szczegolnie interesujagcym surowcem wydaja si¢ ziarna kawy, a zwlaszcza produkt
odpadowy powstajacy po procesie ich parzenia. Fusy kawowe, bedace powszechnie
dostgpnym, a jednocze$nie stabo wykorzystywanym odpadem, zawieraja cenne zwigzki
chemiczne, takie jak kwas chlorogenowy, kwas kawowy, kofeing czy epikateching.
Pozyskanie substancji czynnych z fusow kawowych wpisuje si¢ w coraz silniej

promowane zalozenia gospodarki o obiegu zamknietym, ktorej celem jest jak najbardziej
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efektywne wykorzystanie dostgpnych zasobow przy jednoczesnym ograniczeniu ilo$ci

generowanych odpadéw [9,10].

Ekstrakcja zwigzkéw polifenolowych z fuséw kawowych moze przyczyni¢ si¢ nie
tylko do ograniczenia ilo$ci odpadow o negatywnym wptywie na srodowisko, ale takze
stanowi¢ obiecujacg alternatywe dla syntetycznych czynnikow sieciujacych. Uzyskane
bio-czynniki sieciujgce umozliwiajg otrzymanie bezpiecznych, bioaktywnych materiatlow
hydrozelowych, potencjalnie wykazujacych dodatkowe dziatanie terapeutyczne. Dzieki
swoim wlasciwosciom fizykochemicznym i biologicznym, materialy te wykazuja wysoki

potencjat w aplikacjach dermatologicznych [11,12].
1.1. Syntetyczne czynniki sieciujace

Syntetyczne czynniki sieciujace to bifunkcyjne zwiazki o okreslonej strukturze i
aktywno$ci chemicznej, ktore umozliwiaja otrzymanie usieciowanej matrycy
polimerowej. Reaktywne grupy funkcyjne zwigzkow sieciujacych moga tatwo reagowac
z grupami funkcyjnymi tancuchéw polimerowych, co prowadzi do utworzenia nowych
wigzan kowalencyjnych [13—-15]. Do najczes$ciej wykorzystywanych czynnikow
sieciujagcych w procesie otrzymywania hydrozeli zalicza si¢ aldehyd glutarowy, glioksal

oraz pochodne poli(glikolu etylenowego).
1.1.1. Aldehyd glutarowy

Aldehyd glutarowy to syntetyczny czynnik sieciujacy, najczgsciej wybierany sposrod
zwiagzkow z grupy aldehydow ze wzgledu na swoja najwyzsza wydajnos¢ w procesie
modyfikacji polimeréw. Ma postac oleistej cieczy o barwie od bezbarwnej do stomkowe;j,
charakteryzuje si¢ doskonala rozpuszczalno$cia w wodzie 1 rozpuszczalnikach
organicznych, wysoka reaktywnoscig, a ponadto tatwa dostepnoscig 1 niskim kosztem
produkcji. Aldehyd glutarowy moze reagowac¢ z aminowymi 1 hydroksylowymi grupami
funkcyjnymi obecnymi zardwno w strukturze biatek, jak i polisacharyddw, a biomateriaty
otrzymane przy jego zastosowaniu wykazuja wysoka wytrzymalo$¢ na rozcigganie oraz
dobre wlasciwosci mechaniczne. Jednak istnieje ryzyko pojawienia si¢ grup
aldehydowych w produkcie koncowym, ktore dziatajg toksycznie na komorki organizmu
czlowieka, czego skutkiem moga by¢ stany zapalne skory, podraznienie skory i oczu, bole
glowy lub uczulenia ogdlnoustrojowe. Z tego wzgledu wdraza si¢ dodatkowy etap
oczyszczania, ktory polega, na przyktad, na przemywaniu hydrozeli roztworem

aminokwasow lub innym zawierajacym wolne grupy aminowe. Ponadto maksymalne

13



stezenie aldehydu glutarowego w mieszaninie reakcyjnej, ktore pozwala wyeliminowaé
dziatanie toksyczne po procesie oczyszczania materiatu hydrozelowego, zostato ustalone

na poziomie 8% (m/v) [16-20].

Literatura naukowa [19,21,22] wskazuje na liczne zastosowanie aldehydu
glutarowego w otrzymywaniu hydrozeli bazujacych na zelatynie. Opisywana reakcja
sieciowania aldehydem glutarowym zachodzita na drodze reakcji grup aldehydowych z
grupami g-aminowymi pochodzacymi od lizyny i1 hydroksylizyny, czyli aminokwasow
stabilizujacych strukturg polimeru [19]. Wizualnym efektem modyfikacji zelatyny moze
by¢ zmiana zabarwienia materiatu na z6lty, spowodowana tworzeniem si¢ zasady Schiffa
[21]. Usieciowana probka charakteryzowata si¢ wysokim stopniem usieciowania,
zwigkszong sztywnoscig, wydtuzonym czasem degradacji, zmniejszong porowatoscig
oraz ograniczonymi wlasciwo$ciami absorpcyjnymi [19,21,22]. Ponadto reakcja
sieciowania poprawita stabilno$¢ termiczng biatka poprzez podniesienie temperatury jego
denaturacji [19]. Obserwuje si¢ roéwniez wyrazng zalezno$¢ pomiedzy stopniem
usieciowania a zjawiskiem pelzania, wzrost warto$ci pierwszego parametru wplywa na
ograniczenie szybkos$ci odksztatcenia plastycznego materiatu [21]. W cze$ci publikacji
podkresla si¢ jednak konieczno$¢ wielokrotnego przemywania usieciowanej probki w

celu usuniecia pozostatosci syntetycznego czynnika sieciujgcego [19].
1.1.2. Glioksal

Kolejnym przyktadem zwigzku aldehydowego, pelnigcego role czynnika
sieciujacego, jest glioksal. Dialdehyd charakteryzuje si¢ dobra rozpuszczalnos$cia, niska
preznoscig pary w roztworach, a ponadto wykazuje wysoka reaktywno$¢ warunkowang
obecnoscig grup karbonylowych. Wsrdd syntetycznych czynnikow sieciujacych, jest to
zwigzek o ograniczonej toksyczno$ci komorkowej, jednak stosowanie go w stezeniu
powyzej 5 mM moze wywolta¢ stres oksydacyjny. Brak rownowagi migdzy wolnymi
rodnikami a przeciwutleniaczami stanowi czynnik ryzyka chordb, takich jak zaburzenia
hormonalne, choroby uktadu krazenia czy przyspieszone starzenie si¢ skory.
Nieprzereagowane czasteczki glioksalu moga mie¢ negatywny wplyw na organizm
cztowieka w postaci rozwoju lub postepu nefropatii cukrzycowej, rozwoju chordb

Parkinsona 1 Alzheimera [23-28].

Stabilizacja materialéw chitozanowych glioksalem polega na reakcji pomiedzy

wolnymi grupami aminowymi polimeru i grupami aldehydowymi czynnika sieciujacego
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z utworzeniem zasady Schiffa. W wielu przypadkach otrzymane probki wymagaja
dodatkowego etapu przemywania rozpuszczalnikiem w celu usunigcia nadmiaru
czynnika sieciujacego [29]. Przyktadowo reakcja modyfikacji chitozanu przy uzyciu
glioksalu wptywa na jego kluczowe wiasciwosci, prowadzac do poprawy parametrow
mechanicznych, ograniczenia chropowato$ci powierzchni, zmniejszenia stopnia
pecznienia oraz zwigkszenia porowatosci przy jednoczesnym obnizeniu powierzchni

wlasciwej [29-31].
1.1.3. Poli(glikol etylenowy) i jego pochodne

Poli(glikol etylenowy) nalezy do grupy syntetycznych polieteréw amfifilowych, jako
produkt komercyjny dostepny jest w kilku wariantach rdznigcych si¢ masg czasteczkowa.
Polimer rozpuszczalny jest zarbwno w wodzie, jak i rozpuszczalnikach organicznych, a
ponadto charakteryzuje si¢ nietoksyczno$cig, biokompatybilnos$cia, ograniczong
immunogenno$cig oraz brakiem antygenowos$ci. Jako czynniki sieciujace sg réwniez
stosowane jego pochodne, takie jak diakrylan poli(glikolu etylenowego) (PEGDA).
PEGDA to hydrofilowy polimer o elastycznym tancuchu, ktory moze by¢ stosowany w
reakcjach sieciowania w obecnosci $rodkéw inicjujacych. Charakteryzuje si¢
biokompatybilno$cig i nietoksyczno$cig oraz nie wywotuje odpowiedzi odpornosciowe;j
organizmu. Jednak badania przeprowadzone na ludzkich komoérkach raka szyjki macicy
(HeLa) 1 linii komodrkowej fibroblastow myszy (L929) potwierdzity czeSciowa
cytotoksyczno$¢ oligomeréw 1 monomerdw PEG. Zwigzki, ktore wykazujg toksycznos¢
dla wyzej wymienionych komorek, obejmuja PEG-1000, PEG-4000, mPEGMA-950,
TEG, mPEGMA-500 i mPEGA-480. W wyniku dlugotrwatego stosowania, polimery o
wyzsze] masie czgsteczkowej moga potencjalnie kumulowaé si¢ w tkankach 1
wywotywa¢ problemy zdrowotne. Wysokie stezenie PEG moze powodowad
wystgpowanie efektow toksycznosci w organizmie cztowieka, ktore dotycza przede
wszystkim nerek. Opisane przypadki obejmuja stany, takie jak ostra niewydolno$¢ nerek,

martwica, skagpomocz 1 azotemia [32-38].

Reakcja sieciowania chitozanu pochodna PEG, ktoéra rozpoczyna si¢ otwarciem
pierScienia epoksydowego czynnika sieciujacego, zachodzi pomiedzy grupami
aminowymi 1 epoksydowymi. Rowniez w przypadku tej grupy zwigzkéw uwzgledniono
etap wymywania nieprzereagowanego PEG z probki [39]. Otrzymane materialy

charakteryzuja si¢ bardzo dobra stabilno$cig hydrolityczng i1 termiczng, zwigkszong
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podatno$cig na odksztatcenia spr¢zyste i plastyczne, obnizonym stopniem pe¢cznienia

oraz zwigkszong odpornoscia na degradacj¢ [39—41].

Syntetyczne czynniki sieciujagce sg powszechnie stosowane w celu efektywnej
stabilizacji materialdw polimerowych o wielokierunkowym zastosowaniu, w tym
medycznym i kosmetycznym. Wérdd zalet wymieni¢ mozna ich wysoka reaktywnos$c¢ i
wydajnos¢, powszechng dostepnos¢ 1 duzg réznorodnos¢, podatno$¢ na modyfikacje
funkcjonalne, a takze skalowalno$¢ i1 powtarzalno$¢ reakcji sieciowania. Pomimo
istotnych korzysci plynacych ze stosowania syntetycznych czynnikoéw sieciujacych,
ograniczenia, takie jak toksyczno$¢ biologiczna, niska biodegradacja oraz obecno$é¢
resztkowych reagentow w materiale koncowym, sklaniaja do poszukiwania
alternatywnych zwigzkow o wlasciwosciach sieciujacych, ze szczegdlnym

uwzglednieniem zasobdw naturalnych.
1.2. Naturalne czynniki sieciujace

W ostatnich latach coraz wigksza uwage poswieca si¢ naturalnym odpowiednikom
syntetycznych czynnikdw sieciujacych. Zapewniajg one tagodniejsze i bardziej przyjazne
dla S$rodowiska warunki modyfikacji polimeréow, co wpisuje si¢ w zalozenia
zrownowazonego rozwoju. Dzigki takim wlasciwosciom jak biokompatybilnos$¢ i
biodegradowalnos¢, zwiazki pochodzenia naturalnego zyskuja na znaczeniu, szczegdlnie

w zastosowaniach biomedycznych [13—15].
1.2.1. Genipina

Genipina to zwigzek naturalny otrzymywany na drodze ekstrakcji owocow rosliny
Gardenia jasminoides Ellis, ktora jest powszechnie stosowana w medycynie tradycyjnej
w niektorych regionach Azji Potudniowej. Zwigzek wykazuje dziatanie tagodzace bole
glowy 1 objawy cukrzycy typu Il, a takze stosowany jest w leczeniu stanéw zapalnych 1
chorob watroby. Genipina to pochodna niecukrowego skladnika glikozydow, ktora
stosowana jest w procesie sieciowania zarowno biatek, jak i polisacharydow. Wykazuje
wysoka selektywnos$¢ wzgledem zwigzkéw zawierajacych w swojej strukturze wolne
grupy aminowe. Charakteryzuje si¢ biozgodnoscia, biodegradowalnoscia, okoto 10 000
razy nizsza cytotoksyczno$cig oraz 5 000 razy silniejszym dziataniem stymulujacym
namnazanie komorek w stosunku do aldehydu glutarowego [42]. Z tego wzgledu
materiaty hydrozelowe na bazie naturalnego czynnika sieciujacego wykazuja wyzsza

biokompatybilno$¢ niz produkty usieciowane syntetycznymi odpowiednikami. Ponadto
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posiadaja one wyzsza wytrzymato§¢ mechaniczng i stabilno$¢ termiczng, lepsza
odporno$¢ na biodegradacje enzymatyczng oraz wyzszy stopien usieciowania
kontrolowany warto$cig pH $rodowiska reakcji. Obecnie zastosowanie genipiny jest
ograniczone ze wzgledu na znaczny koszt procesu pozyskiwania zwigzku z zasobow

naturalnych [5,17,43-46].

Mechanizm sieciowania geniping obejmuje atak nukleofilowy grupy aminowe;j
zelatyny na atom wegla C3 w czgsteczce czynnika sieciujgcego z utworzeniem posrednie;j
grupy aldehydowej, a nastepnie atak wtornej aminy na grupe aldehydowa z powstaniem
zwiazku heterocyklicznego [47]. W rezultacie otrzymane materialty wykazuja wyzszy
stopien usieciowania oraz zwickszong stabilnos¢ w $rodowisku wodnym, jak 1 w
obecno$ci enzymow proteolitycznych. Reakcja sieciowania przy uzyciu genipiny
korzystnie wplywa na wlasciwosci mechaniczne hydrozelu na bazie zelatyny, zwicksza
jej sztywno$¢ oraz odporno$¢ na odksztalcenia. Ponadto poprawia wytrzymatos¢

termiczng biatka, podwyzszajac jego temperature denaturacji [47—49].
1.2.2. Kwas cytrynowy

Kwas cytrynowy to zwiazek nalezacy do grupy hydroksykwasow karboksylowych,
a jego gltéwnym zrodlem sa owoce cytrusowe. W niewielkich ilosciach wystepuje w
organizmach metabolizujacych weglowodany, natomiast zjonizowana forma kwasu
cytrynowego jest produktem posrednim cyklu Krebsa, czyli procesu umozliwiajacego
organizmom tlenowym wytwarzanie energii. Zwiazek znalazt szerokie zastosowanie jako
czynnik sieciujacy dla polisacharydow 1 bialek ze wzgledu na brak efektu toksycznosci,
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe oraz niski koszt surowca. Dodatkowo petni szereg
funkcji w organizmie czlowieka, takich jak regulacja metabolizmu 1 aktywnoS$ci
neurondw w moézgu, zwigkszenie przyswajalnosci zwiazkéw mineralnych oraz
zmniejszenie ryzyka powstawania kamieni nerkowych. Badania nad hydrozelami
celulozowymi wskazuja, ze sieciowanie kwasem cytrynowym wplywa na zwigkszenie
hydrofilowo$ci materiatu koncowego oraz chropowatos¢ jego powierzchni, a takze
promuje réznicowanie komorek macierzystych czlowieka. Ponadto omawiany zwigzek
korzystnie wplywa na wlasciwosci mechaniczne, wytrzymato$¢ na rozciaganie i

stabilno$¢ materiatu hydrozelowego [5,16,17,50,51].

Reakcja sieciowania kwasem cytrynowym zachodzi pomig¢dzy grupami aminowymi

zelatyny a grupami karboksylowymi naturalnego czynnika sieciujacego 1 prowadzi do
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podstawienia nukleofilowego z powstaniem wigzania amidowego [52]. Stabilizacja
biatka prowadzi do zwigkszenia stopnia usieciowania, ograniczenia wlasciwosci
absorpcyjnych oraz wydtuzenia czasu degradacji enzymatycznej. Zarowno wytrzymatos¢
narozcigganie, jak i wydtuzenie przy zerwaniu ulegajg zmniejszeniu w wyniku powstania
bardziej usieciowanej struktury polimerowej [52—54]. Dodatkowo zastosowanie kwasu
cytrynowego pozytywnie wplywa na wtasciwos$ci barierowe materialu hydrozelowego

wzgledem promieniowania UV [52].
1.2.3. Kwas garbnikowy

Kwas garbnikowy nalezy do grupy tanin, czyli pochodnych fenoli, majacych swoje
zrédto miedzy innymi w korze dgbu, kasztanowca i sekwoi. Zwigzek jest estrem kwasu
galusowego i digalusowego z centralnie potozong jednostkg glukozy. Charakteryzuje si¢
biozgodnoscig,  wlasciwo$ciami  przeciwutleniajacymi,  przeciwzapalnymi i
przeciwdrobnoustrojowymi, a ponadto wykazuje silne wlasciwosci adhezyjne do
powierzchni hydrofilowych i hydrofobowych. Potwierdzono, ze kwas garbnikowy moze
niwelowa¢ wystepowanie stresu oksydacyjnego spowodowanego obecnoscia
reaktywnych form tlenu. Kwas garbnikowy moze by¢ stosowany jako czynnik sieciujacy
w reakcji fizycznej i chemicznej modyfikacji polisacharydow i biatek, ktora zachodzi
poprzez utworzenie wigzan wodorowych, jonowych, kowalencyjnych lub oddziatywan

hydrofobowych [55-62].

Sieciowanie chitozanu 1 Zelatyny za pomoca kwasu garbnikowego pozwolito
otrzymac¢ materiaty o dobrej biozgodnosci 1 niskiej toksycznosci wobec komorek [57], a
takze o korzystnym wptywie na ich proliferacjg, co potwierdza praca Bhattacharyya i in.
[63]. Zastosowanie naturalnego czynnika sieciujacego prowadzi do zwigkszenia gestosci
usieciowania, ograniczenia stopnia pgcznienia oraz poprawy wlasciwosci mechanicznych
1 wzrostu twardo$ci materiatu. Usieciowane probki charakteryzuja si¢ strukturg o
roOwnomiernie rozmieszczonych porach, ktorych rozmiar ulega zmniejszeniu na skutek
zajscia reakcji sieciowania [57,64]. Ponadto modyfikowana Zelatyna wykazuje obnizong

sprezystos¢, a jednoczesnie zwiekszong spojnos¢ i gumowatosé [64].
1.2.4. Galusan epigallokatechiny

Galusan epigallokatechiny to zwiazek nalezacy do grupy flawonoidow, ktory w
najwigkszej ilosci znajduje si¢ miedzy innymi w li§ciach zielonej herbaty, gdzie stanowic

moze nawet 1/3 suchej masy surowca. Wsrdd innych katechin obecnych w zielonej
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herbacie wymieni¢ mozna 3-galusan (—)-epikatechiny, (—)-epigallokateching, (—)-
epikateching oraz (+)-katechine. Czasteczka galusanu epigallokatechiny zbudowana jest
ze szkieletu podstawowego ztozonego z 15 atomdéw wegla utozonych w konfiguracji C6-
C3-C6, do ktorego przylaczony jest kwas galusowy. Zwigzek charakteryzuje si¢
wlasciwo$ciami przeciwzapalnymi, przeciwbakteryjnymi i przeciwwirusowymi. Ponadto
pojawily si¢ doniesienia literaturowe o jego dziataniu przeciwnowotworowym,
kardioprotekcyjnym 1 neuroprotekcyjnym. Chemiczne sieciowanie polimerdw przy
zastosowaniu galusanu epigallokatechiny zachodzi w wyniku powstania wigzan
kowalencyjnych na drodze reakcji Michaela lub poprzez tworzenie zasady Schiffa.
Otrzymane materiaty hydrozelowe wykazuja odporno$¢ na degradacje enzymatyczna,
wlasciwos$ci  samonaprawiajagce oraz silnie adhezyjne. Dodatkowo galusan
epigallokatechiny korzystnie wplywa na odporno$¢ termiczng oraz wytrzymalo$é
mechaniczng polimerdéw, a sam w sobie odznacza si¢ doskonata biokompatybilnos$cig i

niska cytotoksycznoscig [5,62,65-68].

Reakcja sieciowania biatka przy zastosowaniu galusanu epigallokatechiny moze
zachodzi¢ poprzez oddziatlywania fizyczne, jak 1 wigzania kowalencyjne tworzace si¢
pomigdzy grupami fenolowymi czynnika sieciujgcego i grupami aminowymi lub
tiolowymi polimeru [69]. Usieciowany w ten sposdb material odznaczat si¢ wysoka
wytrzymato$cig i spojnoscia, zwigkszong chropowatoscia i twardoscia, a takze porowatg
strukturg o rosngcej wielkosci porow wzgledem materialu niepoddanego modyfikacji.
Zastosowanie naturalnego czynnika sieciujgcego dodatkowo przyczynia si¢ do poprawy
wytrzymato$ci 1 elastyczno$ci probek poprzez podniesienie temperatury topnienia,

zwigkszenie odporno$ci na rozcigganie oraz wzrost wartosci sity zrywajacej [69—71].
1.2.5. Wanilina

Wanilina (4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd) to aldehyd fenolowy zbudowany z
pierscienia benzenowego, ktory zwiera w swojej strukturze grupg aldehydowa,
hydroksylowa 1 metoksylowa. Naturalnie wystgpuje w strgkach nasion wanilii 1
stosowana jest jako dodatek do aromatow spozywczych, sktadnik kompozycji
zapachowych oraz potprodukt w wyrobach kosmetycznych i farmaceutycznych. Roczna
produkcja naturalnej waniliny wynosi okoto 7 500 ton, natomiast popyt na ten surowiec
osiggnat okolo 18 600 ton w roku 2016. Pokrycie tak znacznego zapotrzebowania

wymaga stosowania zard6wno chemicznych, jak i biologicznych metod otrzymywania
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waniliny. Zwigzek charakteryzuje si¢ wilasciwosciami przeciwnowotworowymi,
przeciwzapalnymi, przeciwutleniajgcymi i antymutagennymi. Zastosowany jako czynnik
sieciujacy pozwala na otrzymanie hydrozeli samonaprawiajacych sie¢, ktére moga nalezec
do grupy tzw. materialéw inteligentnych, wrazliwych na zmiang temperatury i pH [ 14,72—

76].

Reakcja sieciowania chitozanu waniling zachodzi na skutek reakcji grup
aldehydowych czynnika sieciujgcego z grupami aminowymi polimeru, czego rezultatem
jest utworzenie zasady Schiffa. Dodatkowo mozliwe jest tworzenie wigzan wodorowych
pomigdzy grupami hydroksylowymi obecnymi w strukturze waniliny a grupami
aminowymi 1 hydroksylowymi pochodzgcymi z tancucha polisacharydu [72]. Reakcja
sieciowania powoduje modyfikacje wiasciwosci polimeru, przejawiajacg si¢ miedzy
innymi wzrostem stopnia usieciowania, ograniczeniem zdolno$ci absorpcyjnych,
zmniejszeniem chropowatosci powierzchni oraz poprawa jej jednolitosci. Jednoczesnie
obserwuje si¢ wzrost wytrzymatosci na rozcigganie, obnizenie wydluzenia przy zerwaniu
oraz zwickszenie modutu Younga [72-74]. Hydrozele sieciowane waniling
charakteryzowaty si¢ wysoka biokompatybilnos$cig in vitro oraz nieznaczng odpowiedzia
zapalng in vivo, w przeciwienstwie do jej ciezkiej postaci w przypadku zastosowania

aldehydu glutarowego [73,74].

W Tabeli 1 przedstawiono poréwnanie wlasciwosci naturalnych i syntetycznych

czynnikow sieciujacych.

Tabela 1. Porownanie wiasciwosci naturalnych i syntetycznych czynnikow

sieciujacych.
R0(.iza.J c.zynmka Zalety Wady Lit.
sieciujacego
Biokompatybilno$é¢ Wyzsze koszty produkcji
Biodegradowalnos¢ Brak powtarzalnosci surowca [16,17,43
Naturalny 5; 6; ’
Niska cytotoksycznos¢ Ograniczona dostepnosc¢ 03]
Surowce odnawialne
Wysoka reaktywnos¢ Potencjalna toksyczno$é
Lepsza kontrola wtasciwosci Ograniczona biodegradacja [17,23,32
Syntetyczny 7% 7é ’
Duza dostepnos¢ Surowce nieodnawialne 18]
Niski koszt produkcji
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Obecnie obserwuje si¢ wzrost zainteresowania pozyskiwaniem substancji czynnych
z surowcow roslinnych, takich jak migdalecznik chebulowiec (Terminalia chebula),
oliwka europejska (Olea europaea L.), sumaka chinskiego (Rhus chinensis) czy gardenia
jasminowata (Gardenia jasminoides Ellis) [43,79-81]. Jest to S$ciSle zwigzane z
wlasciwos$ciami, jakimi charakteryzuja si¢ tego typu zwiazki, miedzy innymi
biokompatybilnoscia, biodegradowalnos$ciag, nietoksycznoscia, reaktywnoscia w
warunkach fizjologicznych, swoista aktywno$cig biologiczng oraz odnawialno$cig

wynikajacg z ich pochodzenia.

Interesujaca 1 stale nierozwinigta koncepcja jest zastosowanie odpadow
spozywczych jako surowca roslinnego dla substancji aktywnych, co wpisuje si¢ w
zatozenia gospodarki o obiegu zamknigtym, ktora z jednej strony dazy do ograniczenia
powstawania odpadow, a z drugiej maksymalnego wykorzystania dostepnych zasobow.
Stad tez idea pozyskiwania zwigzkow, ktore moga petnié role naturalnych czynnikow
sieciujgcych w procesie otrzymywania materialow hydrozelowych wydaje si¢ zasadna.
Do grupy zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu jako czynniki sieciujgce naleza
hydroksykwasy karboksylowe, taniny, flawonoidy i aldehydy fenolowe [52,57,69,72,82].
Zardéwno ziarna kawy, jak 1 pozostatosci powstate po ich parzeniu, stanowig bogate zrodto
substancji aktywnych o wysokim potencjale sieciujacym, wsérdd ktoérych wyrdznia sie

polifenole, alkaloidy oraz hydroksykwasy karboksylowe [83].
1.3. Charakterystyka kawy 1 jej produktow odpadowych

Ziarna kawy sg istotnym surowcem spozywczym, ktorego zuzycie w Europie w
latach 2020/2021 przyjeto wartos¢ 3,2 min ton 1 stanowito tym samym 33% catkowitej
Swiatowej konsumpcji kawy. Zasob naturalny przetwarzany na takim poziomie generuje
znaczne ilo$ci odpaddw, ktére pomimo procesu parzenia sg bogatym zrodtem rdznego
rodzaju zwigzkéw chemicznych i substancji aktywnych [84-86]. Wsrdd wspomnianych
odpadéw wskaza¢ mozna pulpe kawowa, srebrne ostonki oraz tuski i fusy kawy, przy
czym ostatnie z wymienionych posiadajg najwiekszy udzial si¢gajacy nawet 45% [87—
89]. W duzej mierze niewykorzystanym strumieniem odpadéw generowanym w
ogromnych ilosciach sg fusy kawowe, ktéorych roczna produkcja w procesie
otrzymywania kawy rozpuszczalnej wynosi okoto 6 milionow ton [90-92]. Przyjmuje sig,

ze na 30 g zmielonych ziaren kawy przypada okoto 45-60 g mokrych fusow [86].
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Na skfad chemiczny ziaren kawy, a tym samym takze jej odpaddéw wptywa wiele
czynnikow, w tym stopien palenia, odmiana uprawianych kawowcow oraz region i
warunki wzrostu [86,90,93]. Metoda parzenia kawy znaczaco wplywa na sklad
chemiczny powstajacych fusdéw, poniewaz warunkuje parametry ekstrakcji takie jak
temperatura, ci$nienie i czas kontaktu z woda [94]. Wsrdd najcze$ciej spotykanych
gatunkow kawy dominuja Arabica (C. arabica L.) i Robusta (C. canephora L.), przy
czym Arabica stanowi okoto 50-60% produkcji $wiatowej. Do jej najwigkszych
producentow nalezg Brazylia i Kolumbia [95]. Wsréd gléwnych grup zwigzkow
obecnych w strukturze surowca znajduja si¢ weglowodany, biatka, tluszcze i woski,
mineraty oraz polifenole. Zwigzkami, stanowigcymi okoto 50% suchej masy fusow, sa
polisacharydy, a w szczego6lnos$ci hemiceluloza (39%) i celuloza (12%) [90]. Pierwszy z
wymienionych jest heterogennym glukanem o krotkim tancuchu bocznym ztozonym z
dwoch lub wigcej monosacharydéw. Grupami cukrowymi sg gtownie ksyloza, glukoza,
mannoza, arabinoza i galaktoza oraz ich pochodne. Monomery obecne w strukturze
polimeru polaczone sa ze sobg wigzaniami B-glikozydowymi w wyniku czego tworza
rozgateziong strukture polimerowa [96-100]. Wsréd pozostalych zwigzkow
wchodzacych w sktad fuséw kawowych mozna wyrdznié biatka, wystepujace w ilosci 8-
12% oraz thuszcze o stezeniu w zakresie miedzy 10-20%. Natomiast zawarto$¢ polifenoli,
czyli zwigzkow odpowiedzialnych za korzystne wtasciwosci biologiczne, wynosi 4,6-9,9
mg lub 16-173,3 mg réwnowaznika kwasu galusowego w gramie suchej masy surowca

[91,92,101].

Zwiazki fenolowe stanowig metabolity wtorne o swoistym dziataniu, ktére sg
produkowane przez rosliny w celu ochrony przed szkodnikami i patogenami, a wsrdd
nich najwigksze znaczenie maja przede wszystkim kumaryny, flawonoidy,
proantocyjanidyny 1 stilbeny [83]. Substancjami aktywnymi wystepujacymi w fusach
kawy s3 miedzy innymi kwas chlorogenowy, kwas kawowy, kwas syringowy, kwas
galusowy, kofeina, epikatechina czy apigenina [9,10]. W konsekwencji ich obecnos$ci
ekstrakty kawowe charakteryzujg si¢ licznymi wlasciwosciami biologicznymi, takimi jak
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe (wzgledem szczepow Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Candida albicans), przeciwutleniajace, przeciwzapalne, a takze
zmniejszajace proliferacje melanocytéw. Dostgpne sg rowniez doniesienia dotyczace
zmniejszenia zywotnosci 1 proliferacji komorek nowotworowych, w szczegdlnosci

ludzkich komorek raka jelita grubego (HT-29) 1 komorek raka ptuc (A549) [9,10,83,102—
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104]. Kwas chlorogenowy, gldowny zwiagzek polifenolowy ekstraktu, to ester zbudowany
z kwasow trans-cynamonowych (glownie kwasu kawowego, kumarowego lub
ferulowego) 1 kwasu (-)-chinowego, ktory wykazuje szereg wtasciwosci korzystnych dla
funkcjonowania organizmu cztowieka [105-108]. Zwiazek charakteryzuje si¢ dzialaniem
przeciwzapalnym i przeciwutleniajacym, dzigki czemu ogranicza wystgpowanie stanow
zapalnych i chroni przed uszkodzeniami wywotanymi przez wolne rodniki [105,107,108].
Ponadto moze pethi¢ funkcj¢ czynnika przeciwbakteryjnego w kierunku szczepow
Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis 1 Staphylococcus aureus, a takze przeciwwirusowego wzgledem HSV-1 i
HSV-2, HIV oraz adenowirusa [107]. Oprdécz dzialania hepatoprotekcyjnego,
neuroprotekcyjnego 1 wazorelaksacyjnego, kwas chlorogenowy oddziatuje na komorki
nowotworowe poprzez ograniczanie ich proliferacji oraz promowanie apoptozy
[105,107]. Z tego wzgledu ekstrakty na bazie odpaddéw po procesie parzenia ziaren kawy
wykazuja znaczny potencjat do zastosowania w przemy$le farmaceutyczny,
kosmetycznym i spozywczym w celu funkcjonalizacji zywnosci, zmniejszenia obcigzenia
mikrobiologicznego, przedluzenia okresu przydatno$ci do uzycia oraz stabilizacji

produktow [102,104].

Proces parzenia ziaren kawy stanowi zrddlo generujace znaczne ilosci odpadu w
postaci fusow, ktore w zdecydowanej wigkszo$ci nie znajdujg ponownego zastosowania.
Stale prowadzone sg badania, majace na celu ponowne zagospodarowanie tego surowca
w dziedzinie farmacji, kosmetologii, ale takze biopaliw, adsorbentow 1 fotokatalizatorow
[109-111]. Bevilacqua i in. [86] zaproponowali zastosowanie fuséw kawy do
funkcjonalizacji Zywno$ci, a tym samym nadania jej zaro6wno zdrowotnych, jak i
niemedycznych wilasciwosci, obejmujacych dziatanie konserwujace oraz modyfikujace
parametry sensoryczne. Surowiec odpadowy potencjalnie moze rowniez pehicé role
pomocniczg w przeciwdziataniu chorobom neurodegeneracyjnym, ktdre zwigzane s3 z
wystepowaniem stresu oksydacyjnego i neurozapalen inicjujacych degeneracje neuronéw
[112]. Ponadto fusy kawy uzyto w procesie otrzymywania kropek kwantowych, a w
rezultacie otrzymano biokompatybilne systemy dostarczania lekow, ktore jednoczesnie
dziataja antyproliferacyjnie w kierunku linii komodrek raka piersi CAL-51 [113].
Kanlayavattanakul 1 in. [114] przeprowadzili natomiast badania nad pozyskiwaniem
frakcji olejowej z odpadu po procesie parzenia ziaren kawy, a nastepnie zastosowaniem

jej jako komponentu o dzialaniu rozjasniajagcym i zwigkszajacym elastycznos¢ skory. W
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literaturze mozna rowniez znalezé dane dotyczace uzycia fusow kawy jako
mikrowypetniacza w  kompozytach  biopolimerowych w celu otrzymania
biodegradowalnych opakowan o poprawionych wlasciwosciach strukturalnych i
mechanicznych [115]. Dodatkowo Lee i in. [116] opracowali metode otrzymywania paliw
statych na bazie surowca odpadowego, ktore wykazywaly duza zawartos¢ wegla, znaczng
wydajno$¢ energetyczng oraz wysoka sprawnos$¢ cieplng przy niskiej energii
aktywacyjnej. Kolejnym rozwigzaniem jest przeksztatcenie fusow w material weglowy o
wlasciwosciach adsorpcyjnych, co moze znalez¢ zastosowanie w procesie remediacji
wody poprzez usuwanie zanieczyszczen takich jak pestycydy fosforoorganiczne,
pozostatosci farmaceutyczne i barwniki kationowe [117]. Ponadto materiat weglowy
moze rowniez stanowi¢ szkielet dla hybrydowych fotokatalizatorow opartych na
dwutlenku tytanu, ktére wplywaja na efektywnos$¢ degradacji zanieczyszczen
organicznych, na przyklad antybiotykéw lub barwnikow [118]. W literaturze brakuje
jednak doniesien dotyczacych wykorzystania fusow kawy jako surowca do otrzymywania
bio-czynnikow sieciujagcych dla materialdbw polimerowych przeznaczonych do
zastosowan medycznych, co wskazuje na istniejaca nisz¢ badawcza wymagajaca

przeprowadzenia poglgbionej analizy i dalszych badan.

Rysunek 1 przedstawia mozliwe kierunki zastosowania odpadowego surowca

ro$linnego, jakim s3 fusy z kawy w przemysle farmaceutyczny, kosmetycznym i

spozywczym.
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Substancje terapeutyczne
Materiaty opatrunkowe
Stabilizatory formulacji
Nosniki lekow
Suplementy diety

Zastosowania
farmaceutyczne

Zastosowania Zastosowania
kosmetyczne spozywcze

| Fusy kawy |
Przeciwbakteryjne ]
* Substancje aktywne Przeciwgrzybiczne Zywnosc¢ funkcjonalna
e Ekstrakty ‘ Przeciwwirusowe Opakowania
® Peelingi Przeciwzapalne Barwniki
e Pigmenty Przeciwutleniajace Srodki aromatyzujace
e Oleje kosmetyczne Przeciwnowotworowe Mieszanki paszowe

Rysunek 1. Mozliwe kierunki zastosowania fuséw z kawy w przemysle

farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym.

W literaturze pojawiaja si¢ badania koncentrujace si¢ na wykorzystaniu ré6znych
surowcOw naturalnych w procesie otrzymywania bio-czynnikow sieciujacych.
Substancje aktywne pozyskane z ekstraktu z pestek winogron, bogatego w
proantocyjanidyny, zastosowano jako dodatki do kompozytow dentystycznych
przeznaczonych do wypehien i odbudowy zebiny, w celu stabilizacji jej kolagenowe;j
struktury [119]. Z kolei migdatecznik chebutowiec (Terminalia chebula) zawiera zwigzki
o szerokim dziataniu biologicznym, w tym o wlasciwo$ciach przeciwutleniajacych,
przeciwbakteryjnych, przeciwzapalnych, kardioprotekcyjnych, hepatoprotekcyjnych
oraz wspomagajacych gojenie ran. Ekstrakt z jego owocoéw wykorzystano do fizycznego
usieciowania rusztowan kolagenowych, ktére mogg znalez¢ zastosowanie w inZynierii
tkankowej [79]. Ponadto widkna biopolimerowe poddano stabilizacji ekstraktem z oliwki
europejskiej (Olea europaea L.), ktérego gldwnym sktadnikiem jest oleuropeina, czyli
zwigzek pozwalajacy zapobiegaé infekcjom bakteryjnym i1 grzybicznym, redukowaé
stany zapalne, a takze stymulowac proliferacjg, migracje i1 réznicowanie komorek.
Autorzy nie potwierdzaja jednoznacznie wystgpienia chemicznego usieciowania

polimeru, ograniczajac si¢ do sformulowania hipotezy o mozliwej reakcji sieciowania
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pomiedzy grupami aminowymi biatka a grupami hydroksylowymi polifenoli [80].
Hydrozele zelatynowe zostaly fizycznie usieciowane z wykorzystaniem ekstraktu z
sumaka chinskiego (Rhus chinensis), ktory zawiera znaczne ilo$ci polifenoli o silnym
dziataniu przeciwutleniajagcym. Zwigzki te moga wspiera¢ proces leczenia cukrzycy,
choroby wiencowej oraz wysokiego cisnienia [81]. Wérdd kluczowych elementow dla
procesu wyodrebniania zwigzkow aktywnych z biomasy wymieni¢ nalezy dobor metody
ekstrakcji, ktéra umozliwi pozyskiwanie zwigzkéw z wysoka wydajnoscig 1 w sposdb

zrownowazony dla srodowiska.
1.4. Metody pozyskiwania substancji aktywnych z surowcow roslinnych

Najpowszechniej stosowang metoda pozyskiwania substancji aktywnych z zasobow
ro$linnych jest proces ekstrakcji rozpuszczalnikowej, ktory polega na wyodrebnianiu
okreslonych zwigzkéw z mieszaniny ciektej lub stalej poprzez dzialanie na nig
odpowiednio dobranym rozpuszczalnikiem. Klasyczne podejscie, oparte na ekstrakcji
ciatla stalego przy uzyciu rozpuszczalnikow organicznych w aparacie Soxhleta,
charakteryzuje si¢ znaczng czasochtonnos$cia, niska selektywnoscia oraz konieczno$cia
stosowania duzych ilosci kosztownych i czesto toksycznych ekstrahentow. Wspomniane
wady stanowig czynnik sklaniajacy do dalszego rozwoju bardziej wydajnych i
przyjaznych dla srodowiska technik. W$r6d nowoczesnych metod ekstrakcji wymienié
mozna  ekstrakcje = wspomagang ultradzwickami (UAE), promieniowaniem
mikrofalowym (MAE), a takze ultradzwigckami/promieniowaniem mikrofalowym

(UMAE) [120-131].
1.4.1. Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (UAE)

Metoda ekstrakcji wspomagana ultradzwigkami (UAE) opiera si¢ na wykorzystaniu
energii fal ultradzwieckowych w celu utatwienia ekstrakcji zwigzkow z prébek statych
przez rozpuszczalnik, ktory jest dobierany w zaleznoSci od charakteru substancji
ekstrahowanej. Metoda ta stosuje fale ultradzwickowe o czgstotliwosci od 20 kHz do 100
kHz. Opiera si¢ na zjawisku kawitacji akustycznej, czyli szybkich przejsciach fazy cieklej
w faze gazowa, ktore spowodowane s3 wystepowaniem stref wysokiego i niskiego
ci$nienia wplywajacych na zmienno$¢ temperatury rozpuszczalnika. Zjawisko kawitacji
powoduje naruszenie ciagglosci $ciany komorkowej surowca roslinnego, co zwigksza
wydajnos¢ procesu poprzez osiagnigcie wigkszej powierzchni kontaktu miedzyfazowego

[120-131]. Badania nad procesem UAE pozwolily stwierdzi¢, ze dzialanie na probke
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nizsza czestotliwoscig zwigksza intensywno$¢ wystepowania kawitacji akustycznej
podczas procesu ekstrakcji. Ponadto zastosowanie ultradzwigkdw ma wplyw na wartos¢
temperatury i ci$nienia procesu. Technika ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami jest
szczegblnie atrakcyjna ze wzgledu na prostote i niski koszt aparatury, wsrod ktorej
najpowszechniej stosowana jest taznia lub sonda ultradzwickowa. W przypadku tazni
ultradzwickowej na probke posrednio dziala fala o czestotliwosci 40-50 kHz.
Alternatywnym rozwigzaniem jest zastosowanie sondy ultradzwigkowej, ktéra pozwala

bezposrednio dziata¢ na probke czestotliwoscig 20 kHz [120-131].

Dostepne sa liczne publikacje skupiajace si¢ na ekstrakcji réznych surowcoOw
roslinnych przy zastosowaniu ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami. Przyktadowo
ekstrakcje skorki przepekli indochinskiej (Momordica cochinchinensis) octanem etylu
prowadzono w temperaturze 20°C przy uzyciu tazni ultradzwigkowej o zmiennej mocy
ultradzwickow z zakresu 150-250 W oraz czestotliwosci wynoszacej 43,2 Hz. W
rezultacie najefektywniejsze parametry procesu pozwolity otrzymaé 268 mg caltkowitej
zawarto$ci karotenoidéw w 100 g suchej masy surowca [132]. Proces pozyskiwania
substancji aktywnych z czarnej aronii (Aronia melanocarpa) przeprowadzono przy
uzyciu dwoch rozpuszczalnikow (woda i etanol) w ekstraktorze wyposazonym w
generator ultradzwiekow. Mieszaning ekstrakcyjng poddano dziataniu temperatury na
czterech poziomach wartosci z przedziatu 20-80°C przy statej czgstotliwosci (30,8 Hz) i
mocy ultradzwigkdéw (100 W) dziatajacych w trybie cigglym [133]. Natomiast liscie
drzewa oliwnego (Olea europaea) poddano dzialaniu etanolu przy napigciu 200 V,
czestotliwosci 50 Hz 1 temperaturze 25°C. Uzyskano catkowita zawarto$¢ polifenoli
wynoszaca 25,06 mg rownowaznika kwasu galusowego w gramie wysuszonego
materiatu roslinnego [ 134]. Koncepcja przedstawiong dla czerwonych winogron odmiany
Tempranillo bylo zastosowanie sonifikatora o mocy ultradzwigkéw 200 W oraz ich
czestotliwosci 24 kHz, ktory zanurzono w tazni wodnej dodatkowo wyposazonej w
regulator temperatury. Wybranym ekstrahentem byl wodny roztwor etanolu, ktérego pH

zmodyfikowano dodatkiem kwasu solnego [135].
1.4.2. Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (MAE)

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (MAE) moze by¢
prowadzona w uktadzie otwartym pod ci$nieniem atmosferycznym lub w systemie

zamknigtym przy podwyzszonym cisnieniu. Zastosowanie systemu zamknig¢tego
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umozliwia osiaggnigcie wyzszych temperatur w konsekwencji podwyzszonego cis$nienia
panujacego w naczyniu ekstrakcyjnym, co korzystnie wplywa na wydajnos¢ i szybkos¢
procesu. Otwarty system pozwala natomiast na wickszg kontrole bezpieczenstwa i
stanowi odpowiedni wybor w przypadku zwigzkow wrazliwych na wysoka temperaturg.
Na wydajno$¢ procesu ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym
wpltywa szereg parametrow, takich jak moc 1 czgstotliwo$¢ promieniowania
mikrofalowego, czas naswietlania, temperatura, ci$nienie oraz liczba cykli ekstrakcji
[120-131]. Zastosowanie promieniowania mikrofalowego w przypadku probek
ros$linnych wywotuje wewngtrzne przegrzanie czasteczek wody skutkujgce rozerwaniem
komorek materiatu. Proces ten pozwala przyspieszy¢ przenoszenie masy oraz dyfuzje
substancji aktywnych z ciala stalego do rozpuszczalnika. Dobor rozpuszczalnika stanowi
parametr limitujacy efektywnos$¢ procesu ekstrakcji, znaczenie maja migdzy innymi jego
stata dielektryczna 1 wspolczynnik rozpraszania, a takze rozpuszczalnosé

ekstrahowanych zwigzkoéw chemicznych [120-131].

Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym jest uznawana za
znacznie wydajniejsza i bardziej ekologiczng metod¢ pozyskiwania substancji aktywnych
w poroéwnaniu do technik konwencjonalnych (ekstrakcji w aparacie Soxhleta, maceracji).
Martino i in. [136] zastosowali ekstrakcje wspomagang promieniowaniem mikrofalowym
w procesie izolowania kumaryny 1 jej zwigzkéw pochodnych z nostrzyku zottego
(Melilotus  officinalis). Ekstrakcj¢ prowadzono w jednomodowym reaktorze
mikrofalowym, w systemie zamknigtym przy mocy promieniowania mikrofalowego
réownej 100 W. Wysuszony i1 rozdrobniony surowiec roslinnych poddano ekstrakcji
etanolem w temperaturze 50°C lub 110°C w czasie 5 lub 10 minut w jednym lub dwdéch
cyklach dzialania promieniowania. W rezultacie maksymalnie uzyskano 3,978 mg/g
kumaryny, 1,257 mg/g kwasu o-kumarowego oraz 9,052 mg/g kwasu melilotowego
[136]. Przeprowadzono takze badania na liSciach pistacji kleistej (Pistacia lentiscus),
ktoére przetwarzano przy zastosowaniu kuchenki mikrofalowej dzialajacej z
czestotliwoscig 2450 kHz oraz pozwalajacej na modyfikowanie mocy promieniowania
mikrofalowego w zakresie 200-1000 W. Analizowano wptyw szeregu parametrow, takich
jak stgzenie roztworu etanolu (20-100%), czas prowadzenia procesu (30-210 s) oraz
stosunek rozpuszczalnika do surowca roslinnego (10-40 ml/g). Catkowita zawarto$¢
polifenoli w ekstrakcie otrzymanym przy wybranych parametrach wynosita 202,42 mg

rownowaznika kwasu galusowego na gram suchej masy [137]. Pimentel-Moral i in. [138]
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opisali natomiast ekstrakcj¢ kwiatostanéw ketmii szczawiowej (Hibiscus sabdariffa) w
modulowym systemie o maksymalnej mocy promieniowania mikrofalowego wynoszace;j
1500 W. Proces prowadzono w wodnym roztworze etanolu o zmiennym stezeniu przez
3-22 minuty w temperaturze 36-164°C. Dobrane parametry pozwolily otrzymac ekstrakt
wykazujacy najwyzsze stezenie kwasu hibiskusowego (69,0 mg/g ekstraktu) oraz estru
dimetylowego kwasu hibiskusowego (70,0 mg/g ekstraktu) [138]. Ekstrakcje
wspomagang promieniowaniem mikrofalowym przeprowadzono takze w kuchence
mikrofalowe] wyposazonej w zamknigte naczynia teflonowe oraz system kontroli
temperatury. Cztery odmiany surowca roslinnego w wodnym roztworze etanolu poddano
dzialaniu promieniowania mikrofalowego o mocy 200 W oraz temperatury réwnej 50°C
przez 18 minut. Wérdéd przypraw poddanych badaniu znalazly si¢ kolendra siewna
(Coriandrum sativum), cynamonowiec cejlonski (Cinnamomum zeylanicum), kmin
rzymski (Cuminum cyminum) oraz szafran uprawny (Crocus sativus). Okazato sig, ze
ostatnia z wymieniowych zawierata najwyzsze stezenie catkowite polifenoli wynoszace

2939,472 mg kwasu galusowego/100 g [139].

1.4.3. Ekstrakcja ~ wspomagana  ultradzwigkami 1  promieniowaniem

mikrofalowym (UMAE)

Potaczenie dwoch efektywnych metod ekstrakeji pozwala na dodatkowe skrdcenie
czasu trwania procesu oraz prowadzenie go z lepszg wydajnoscia, z tego wzgledu metody
faczone (UMAE) rowniez znalazly zastosowanie w przetwarzaniu surowcOoOw roslinnych.
Faza ultradzwickow odpowiada za zwickszenie glebokosci wnikania rozpuszczalnika do
czastek materiatu roslinnego, intensyfikuje kontakt miedzyfazowy w mieszaninie
ekstrakcyjnej oraz wspiera proces solwatacji rozpuszczalnych substancji aktywnych
przez czasteczki rozpuszczalnika. Natomiast promieniowanie mikrofalowe przyspiesza
ogrzewanie ekstrahenta, zwigkszajac tym samym przeptyw masy oraz rozpuszczalno$é
wyodrebnianych zwiazkéw. Mozliwe s3 odmienne konfiguracje prowadzenia taczonych
metod ekstrakcji, tj. jednoczesne lub naprzemienne, a takze ciggle lub przerywane

stosowanie poszczegolnych komponentow w danym cyklu [120—-131].

Obserwuje si¢ wzrost znaczenia metod taczonych ze wzgledu na lepsza efektywnos¢
ekstrakcji w odniesieniu do poszczegdlnych technik, a takze korzysci ekonomiczne 1
srodowiskowe ptynace z mozliwosci redukcji kluczowych parametrow procesu, takich

jak zuzycie rozpuszczalnikOw czy czas trwania. Symultaniczne dziatanie ultradzwigkami
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1 promieniowaniem mikrofalowym na algi brunatne Ascophyllum nodosum spowodowato
ekstrakcje rozpuszczalnych weglowodanoéw oraz zwigzkow fenolowych odpowiednio na
poziomie 10408,72 mg rownowaznika glukozy oraz 2605,89 mg réwnowaznika kwasu
galusowego w 100 g suchej masy. Garcia-Vaquero i in. [140] zastosowali potaczenie
glowicy ultradzwigkowej (500 W, 20 kHz) oraz kuchenki mikrofalowej (2450 MHz), a
analizie poddali amplitud¢ ultradzwickow z zakresu 20-100% oraz moc promieniowania
mikrofalowego wahajaca si¢ w przedziale 250-1000 W. Ekstrakcje likopenu z pasty
pomidorowej przeprowadzono przy uzyciu reaktora umozliwiajgcego jednoczesng prace
promieniowaniem mikrofalowym w systemie otwartym przy czestotliwosci 2450 MHz
oraz ultradzwigkami o mocy 50 W przy czgstotliwosci 40 kHz. Substancje aktywnag
izolowano w obecnosci octanu etylu, a modyfikowanymi parametrami byt czas trwania
(209-511 s) 1 moc promieniowania mikrofalowego (60-110 W). Maksymalng wydajno$¢
procesu, wynoszaca 97,4%, otrzymano przy ustalonych warto$ciach optymalnych (367 s,
98 W) [141]. Natomiast Cheng i in. [ 142] opisali ekstrakcje polifenoli z pulpy chlebowca
roznolistnego  (Artocarpus  heterophyllus)  poprzez  jednoczesne  dziatanie
promieniowaniem mikrofalowym (550 W) i ultradzwigkami (250 W) na mieszanin¢ na
bazie wody, metanolu, etanolu lub acetonu. Ostatni z wymienionych uznano za
najefektywniejszy rozpuszczalnik, a otrzymany ekstrakt charakteryzowat si¢ najwyzsza
catkowitg zawarto$cig polifenoli rowng 1,47 mg ekwiwalentu kwasu galusowego/g [142].
Analizowang metod¢ ekstrakcji zastosowano takze w celu pozyskania polisacharydow i
polifenoli z mangostanu witasciwego (Garcinia mangostana). Suchg mase roslinng w
roztworze kwasu cytrynowego poddano dziataniu ultradzwigkow o czestotliwosci 40 kHz
w fazni ultradZwigkowej oraz promieniowania mikrofalowego o mocy 400 W w reaktorze
mikrofalowym. Proces pozwolil na otrzymanie maksymalnie 20,5% polisacharydow oraz
117,7 mg kwasu galusowego z 1 grama surowca. Autorzy wskazali, ze substancje
aktywne pozyskane t3 metoda moga z powodzeniem znalez¢ zastosowanie jako sktadniki
produktéw nutraceutycznych [143]. Polaczenie dziatania ultradzwigkow 1
promieniowania mikrofalowego spowodowato zwigkszenie wydajnosci ekstrakcji
zwigzkow fenolowych, weglowodandéw rozpuszczalnych oraz likopenu, przewyzszajac

efektywnosciag metody UAE 1 MAE stosowane oddzielnie.
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1.4.4. Pozostale techniki ekstrakcji

Ekstrakcja nadkrytyczna (SFE) stanowi metode wyodrgbniania substancji
aktywnych z surowca roslinnego przy uzyciu rozpuszczalnika w stanie nadkrytycznym,
najczesciej dwutlenku wegla. Zasadniczo wyrdzni¢ mozna dwa gtowne etapy procesu,
ekstrakcje rozpuszczalnych zwigzkdw naturalnych z suchej masy roslinnej, a nastepnie
rozdzial otrzymanej mieszaniny poprzez gwattowne obnizenie ci$nienia lub zwigkszenie
temperatury. Ciecze w stanie nadkrytycznym wykazuja szereg wiasciwosci korzystnych
dla procesu ekstrakcji, takich jak niska lepko$¢, stosunkowo wysoka dyfuzyjnos¢ czy
fatwo$¢ w modyfikacji gesto$ci. Charakteryzujg si¢ zatem lepszymi wlasciwosciami
transportowymi, wyzszym stopniem przenikania do matrycy surowca oraz zwigkszong
efektywnoscia rozpuszczania substancji aktywnych w poréwnaniu do tradycyjnych
rozpuszczalnikow [144—147]. Ponadto w literaturze dost¢pne sa opisy modyfikacji SFE
przy zastosowaniu dodatkowych metod, takich jak ekstrakcja wspomagana
ultradzwigkami. Rozwigzanie to pozwala na popraw¢ wydajnosci 1 szybkosci procesu
poprzez zwigkszenie powierzchni kontaktu surowca z rozpuszczalnikiem, a w
konsekwencji intensyfikacje uwalniania substancji aktywnych z materiatu roslinnego

[148].

Ekstrakcje nadkrytyczng zastosowano do pozyskiwania polifenoli ze skorek
winogron odmian Tinto Mozueleo, Cabernet, Boval, Merlot oraz Tempranillo. Proces
prowadzono w temperaturze 60°C, pod cisnieniem 250 bar, przy przeptywie
nadkrytycznego dwutlenku wegla wynoszacym 2 ml/min. W wyniku ekstrakcji uzyskano
maksymalnie: 897 mg/kg (+)-katechiny (Cabernet), 234 mg/kg (-)-epikatechiny (Merlot)
oraz 255 mg/kg kwercetyny (Merlot) [149]. Wyodrgbnianie polifenoli z lisci zielonej
herbaty (Camellia sinensis) przeprowadzono z wykorzystaniem nadkrytycznego
dwutlenku wegla o przeptywie 3 ml/min, przy statym ci$nieniu 15 MPa. Zastosowana

metoda umozliwita uzyskanie 18 mg/g kofeiny oraz 67 mg/g katechin [150].

Ekstrakcja wspomagana enzymami (EAE) opiera si¢ na zastosowaniu
biokatalizatorOw przyspieszajacych rozktad réznych typow zwigzkow, takich jak
polisacharydy (pektynaza), celuloza (celulaza), hemiceluloza (glukanaza) oraz ksylany
(ksylanaza) [151,152]. W trakcie procesu zachodzi degradacja sktadnikow S$ciany
komoérkowej rosliny, co zwigksza penetracje rozpuszczalnika, najczesciej wody, do

wnetrza materialu 1 umozliwia wyodrebnianie pozadanych substancji aktywnych
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[153,154]. EAE nalezy do metod przyjaznych dla srodowiska ze wzgledu na fagodne
warunki reakcji, ograniczenie liczby etapow 1 ilo$ci rozpuszczalnika oraz mozliwo$é
uzycia calego surowca przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej efektywnosci i1
wydajnosci procesu oraz jakosci uzyskanych ekstraktow. Istotnymi dla przebiegu
ekstrakcji parametrami sg miedzy innymi ilo$¢ i rodzaj enzymu, temperatura i pH
mieszaniny reakcyjnej, a takze czas prowadzenia procesu [155-157]. Synergiczne
dziatanie ekstrakcji wspomaganej enzymami oraz ekstrakcji rozpuszczalnikowej stanowi
korzystng modyfikacje prowadzacag do zwigkszenia st¢zen izolowanych substancji

aktywnych [158].

Mat Yusoff i in. [153] przeprowadzili ekstrakcje enzymatyczng nasion moringi
olejodajnej (Moringa oleifera) stosujac enzym w stezeniu 2%, przy pH rownym 6,
temperaturze 40°C oraz czasie inkubacji wynoszacym 12,5 godziny. W warunkach
optymalnych uzyskano maksymalny odzysk oleju na poziomie 73% [153]. Ekstrakcje
enzymatyczng wytlokOw z winogron przeprowadzono z wykorzystaniem tanazy i
celulazy, przy zastosowaniu nast¢pujacych parametrow: czas trwania 2 godziny,
temperatura 45°C oraz pH 5,0. Catkowita zawarto$¢ polifenoli w otrzymanym ekstrakcie
wynosita od 0,74 do 0,81 g GAE/100 g, co stanowito wzrost o 66% w porownaniu z

metoda referencyjng opisang w literaturze [159].
1.5. Metody pozyskiwania substancji aktywnych z kawy

Ziarna kawy, a zwlaszcza pozostato$ci po ich parzeniu, stanowia powszechnie
dostgpny 1 niewykorzystany surowiec roslinny, bogaty w substancje bioaktywne, takie
jak kwas chlorogenowy, kofeina, kwas kawowy czy trygonelina [160]. Zwiazki
polifenolowe, dzigki swojej budowie chemicznej, moga pemlié¢ rolg czynnikow
sieciujacych, stabilizujac strukture matrycy poprzez utworzenie trojwymiarowej sieci
pomiedzy ich grupami funkcyjnymi a grupami obecnymi w lancuchu polimerowym.
Reakcja sieciowania przy uzyciu ekstraktu, bedacego mieszaning polifenoli, moze
obejmowac zaréwno tworzenie wigzan kowalencyjnych, wodorowych, jak 1 jonowych,
co umozliwia otrzymanie hydrozeli o unikalnych wtasciwos$ciach, trudnych do uzyskania
przy zastosowaniu syntetycznych odpowiednikéw [161]. Literatura naukowa opisuje
szereg metod ekstrakeji, ktorych celem jest stata poprawa efektywnosci odzysku
substancji aktywnych, w tym zwigzkoéw polifenolowych. Weryfikacji poddano klasyczne

techniki ekstrakcji (maceracja [162], Soxhlet [163]), ale réwniez ich nowoczesne
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alternatywy (UAE [164], MAE [165], SFE [166]), az po metody taczone (UMAE [167],
EAEP [168], UAE-SFE [169]). Metody te znalazly zastosowanie w pozyskiwaniu
substancji aktywnych z réznych czegsci i odmian ro$liny, takich jak zielone [170,171] 1
palone ziarna kawy [172,173]. Wykorzystywano je rowniez do ekstrakcji zwigzkow
bioaktywnych z produktow ubocznych i odpadéw powstajacych podczas przetwarzania
kawy, w tym z miazgi [174,175], srebrnej ostonki [164,176], tuski [177,178] oraz fusow
[179,180]. Parametrami, ktore maja kluczowe znaczenie w przebiegu procesu, sg
temperatura, czas ekstrakcji, rozpuszczalnik, stopien palenia kawy oraz rozdrobnienie

surowca [181].

Andrade 1 in. [182] przeprowadzili ekstrakcje tusek i1 fusow kawy przy zastosowaniu
nadkrytycznego dwutlenku wegla o staltym przeptywie rownym 11 g/min. Proces
prowadzono przy zastosowaniu ci$nienia z zakresu 100-300 bar i w temperaturze 313,15-
333,15 K. Czas trwania ekstrakcji r6znit si¢ w zaleznos$ci od zastosowanego surowca i
wynosil odpowiednio 4,5 h lub 2,5 h. Luski ziarna stanowily bogate zrodlo zwigzkow
polifenolowych, a maksymalnie wyodrebniono 942,8 ng GAE/g kwasu chlorogenowego,
co jest stosunkowo wysokim stgzeniem [182]. Wyodrebnianie kwasow tluszczowych z
fusé6w po procesie parzenia kawy przeprowadzono przy uzyciu nadkrytycznego
dwutlenku wegla przy parametrach wynoszacych p = 200-300 bar oraz T = 40-60°C.
Ponadto wprowadzenie do uktadu dodatkowego rozpuszczalnika, takiego jak heksan,
etanol lub woda, pozwolito na poprawe wydajnosci ekstrakcji. Otrzymane maksymalne
stezenie nienasyconych kwasow thuszczowych wynosito 134,93%, natomiast kwasu
linolowego 44,15% [183]. Xu i in. [184] poddali ten sam surowiec dziataniu wody w
stanie nadkrytycznym przy uzyciu ci$nienia 5 MPa, w temperaturze 110-190°C 1 przez
czas 15-75 minut. Optymalne parametry procesu pozwolily otrzymaé ekstrakt
zawierajacy 0,98 mg/g kwasu 3-O-kawoilochinowego, 1,36 mg/g kwasu 4-O-
kawoilochinowego oraz 1,41 mg/g kwasu 5-O-kawoilochinowego [184]. Menzio i in
[169] opracowali modyfikacje ekstrakcji SFE ultradzwigkami dla zielonych ziaren kawy.
Autorzy zastosowali glowice ultradzwickowa, pracujaca przy czestotliwosci 40 kHz,
ktora umiescili bezposrednio w mieszaninie ekstrakcyjnej. Przeptyw rozpuszczalnika
(CO2) ustalono na 11-13 kg/h, a pozostate parametry wynosity 40-75°C i 125-250 bar. W
efekcie uzyskano ekstrakt o stezeniu kofeiny wynoszacym 6,04 mg/g [169].

Torres-Mancera 1 in. [185] wyodrebnili kwas chlorogenowy 1 kwas kawowy z pupy

kawowej na drodze fermentacji na podtozu statym przez zastosowanie trzech szczepow
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grzybow - Trametes sp., R. pusillus 1 A. tamarii. Otrzymany ekstrakt zawieral
maksymalnie 1627,5 mg/kg kwasu chlorogenowego oraz 715,5 mg/kg kwasu kawowego
[185]. Natomiast tuski ziaren kawy przetwarzano przy zastosowaniu ekstrakcji
enzymatycznej 1 metod modyfikowanych chemicznie, ultradzwigkami oraz $cinaniem
emulgujacym. Surowiec poddano procesowi hydrolizy celulazg w medium o pH = 4,9
przy stalym mieszaniu. Modyfikacja chemiczna polegala na wstgpnym potraktowaniu
materiatu roslinnego kwasem chlorowodorowym w temperaturze 60°C. Kolejng metoda
bylo zastosowanie ultradzwickow o mocy 500 W przy T = 65°C po etapie
enzymatycznym. Ostatnia modyfikacja opierata si¢ na poczatkowym emulgowaniu
uktadu ekstrakcyjnego poprzez $cinanie przy wykorzystaniu predkosci obrotowej
wynoszacej 7000 obr/min [186]. Ponadto, podczas ekstrakcji ziaren zielonej kawy oraz
srebrnej ostonki ziarna, zastosowano okreslone proteazy - proteaz¢ z B. licheniformis,
trypsyng, pepsyn¢ i papaing. Proces izolowania substancji aktywnych prowadzono w
buforze fosforanowym lub kwasie chlorowodorowym, a temperatura (T = 37-65°C) i pH
(2-9) medium byly zalezne od rodzaju uzytego enzymu [187]. Ekstrakcja
przeprowadzona przez Souza Almeida i in. [168] dotyczyla zastosowania proteazy
alkalicznej, proteazy neutralnej, celulazy i1 hemicelulazy. Temperatura procesu
niezmiennie wynosita 50°C, a pH wodnego roztworu zawieralo si¢ w zakresie 5,6-9,0.
Proteaza neutralna pozwolita uzyska¢ najwyzsza zawartos¢ polifenoli, miedzy innymi
kwasu chlorogenowego (6194,13 mg/100 g suchej masy), epikatechiny (1208,12 mg/100
g suchej masy) oraz kofeiny (1194,48 mg/100 g suchej masy) [168].

Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami (UAE) 1 promieniowaniem mikrofalowym
(MAE) jest stosowana w kontekscie pozyskiwania substancji aktywnych z kawy i
odpadéw po procesie parzenia ze wzgledu na liczne korzy$ci ptynace z uprzednio
omowionych metod. Pomimo mozliwos$ci uzyskania zwiekszonej efektywnosci procesu,
ekstrakcja UMAE wymaga przeprowadzenia bardziej szczegétowej analizy ze wzgledu

na niewystarczajace dane w tym temacie.

W Tabeli 2 przestawiono podsumowanie parametréw dla trzech metod ekstrakcji

przy zastosowaniu roznych typoéw surowca roslinnego.
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Tabela 2. Zestawienie parametréw prowadzenia ekstrakcji UAE, MAE i UMAE dla

kawy 1 odpadoéw po procesie parzenia.

Metoda ekstrakcji

Surowiec roslinny

Parametry procesu

Lit.

UAE

Srebrna oslonka ziarna

20 kHz
5 lub 38 W/ecm?
10 minut
H,O/ CH;0H

[176]

Pulpa kawowa

37 kHz
148-370 W
60-90°C
3-8 minut
H,O

[188]

Fusy kawy

20 kHz
100-300 W
30-50°C
5-45 minut
C,HsOH

[189]

Ziarna zielonej kawy

24 kHz
400 W
6°C
5-15 minut
NaOH/ PBS

[190]

MAE

Ziarna zielonej kawy

50 Hz
400-800 W
30-90°C
2-10 minut
H,0O/ C,HsOH/ CH;0H

[165]

Ziarna zielonej kawy

240 W
50°C
40 sekund
C,HsOH

[191]

Fusy kawy

50 Hz
30 W
40-360 sekund
C,HsOH

[192]

Fusy kawy

500 W
393-423 K
1-20 minut

C,HsOH

[193]

UMAE

Srebrna ostonka ziarna

200 W (U)
1660 W (M)
80°C
20 minut
H,O

[194]

Ziarna zielonej kawy

350 W (M)
60°C
10 minut
C,HsOH

[195]
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Wydajno$¢ procesu pozyskiwania substancji aktywnych z ziaren kawy i ich
produktéw odpadowych $cisle zalezy od rodzaju surowca roslinnego oraz zastosowanych
parametrow. Zarowno ultradzwigki, jak 1 promieniowanie mikrofalowe w sposob
pozytywny wptywaja na efektywno$¢ ekstrakcji w odniesieniu do konwencjonalnych
metod. Dane zamieszczone w Tabeli 2 wskazuja na poréwnywalng skutecznosé
wyodregbniania zwigzkow polifenolowych technikg UAE i MAE, a ekstrakty opisane w
publikacjach zawieraly polifenole w stezeniu odpowiednio 6,43-36,17 mg GAE/g
[176,188,189] oraz 3,85-43 mg GAE/g [165,191,193]. Nieliczne badania dotyczace
synergicznego dziatania ultradzwigkéw 1 promieniowania mikrofalowego wskazaty
poprawe stopnia odzysku blonnika pokarmowego ekstrahowanego ze srebrnej ostonki
ziarna [194] oraz wzrost wydajnosci ekstrakcji kwasow thuszczowych z ziaren zielonej
kawy [195] wzgledem poszczegdlnych metod. Ekstrakcja polifenoli z odpadéw po
procesie parzenia ziaren kawy z wykorzystaniem ultradzwickow 1 promieniowania
mikrofalowego stanowi obiecujacy, lecz wcigz niedostatecznie opracowany kierunek

badan, ktéry moze umozliwi¢ rozwoj nowych, bio-czynnikow sieciujacych.

Podczas otrzymywania materiatow hydrozelowych kluczowa role odgrywa dobor
wlasciwej metody sieciowania i czynnikéw sieciujacych, co bezposrednio wpltywa na
proces stabilizacji matrycy polimerowej oraz jej wlasciwosci fizykochemiczne i
uzytkowe. Metody sieciowania polimeréw moga mie¢ zardwno charakter fizyczny
(krystalizacja, suszenie w warunkach nadkrytycznych, koacerwacja), jak 1 chemiczny
(cykloaddycja Huisgena, reakcja Dielsa-Aldera, addycja Michaela 1 reakcja
otrzymywania zasad Schiffa). Modyfikacja wtasciwosci strukturalnych i mechanicznych
materiatu bezpos$rednio wptywa na jego funkcjonalno$¢ i zakres zastosowan. Analiza tych
aspektow stanowi istotny element projektowania hydrozeli do zastosowan

dermatologicznych.
1.6. Reakcje sieciowania polimeroéw prowadzace do otrzymania hydrozeli

Reakcja sieciowania, czyli tworzenia trojwymiarowej sieci polimerowej, stanowi
reakcj¢ pomiedzy grupami funkcyjnymi fancucha polimerowego (-OH, -COOH, -NH>) a
czynnika sieciujagcego, ktora prowadzi do powstania nowych wigzan o charakterze
fizycznym 1i/lub chemicznym. W wyniku tworzenia si¢ wigzan kowalencyjnych,
wodorowych, jonowych oraz oddziatywah van der Waalsa, nastepuje modyfikacja

szeregu  kluczowych  wlasciwosci  materiatdw  polimerowych  (termicznych,
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mechanicznych oraz fizykochemicznych) [3,4,196]. Hydrozele otrzymane na drodze
reakcji sieciowania chemicznego stanowig materialy o zwigkszonej wytrzymatosci
mechanicznej, lepszej stabilnosci w warunkach fizjologicznych oraz wydluzonym czasie
degradacji. Chemiczne metody sieciowania polimerdw opieraja si¢ miedzy innymi na
zastosowaniu klasycznych typow reakeji, ktore obejmuja cykloaddycje Huisgena, reakcje

Dielsa-Aldera, addycj¢ Michaela i reakcj¢ otrzymywania zasad Schiffa [197-200].

1,3-dipolarna cykloaddycja Huisgena jest reakcjg zachodzacg miedzy azydkami i
alkinami terminalnymi, a jej produktem jest 1,4- lub 1,5-dwupodstawiony 1,2,3-triazol.
Procesy katalizowane Cu(I) wykazuja wysoka wydajno$¢ i regioselektywno$¢ reakcji, a
ponadto mogg by¢ prowadzone w stosunkowo tagodnym $rodowisku. Katalizator
miedziowy charakteryzuje si¢ jednak dziataniem cytotoksycznym, ktére moze objawiaé
si¢ stanami zapalnymi watroby, uszkodzeniem nerek oraz objawami neurologicznymi, co
W znacznym stopniu ogranicza przeznaczenie medyczne [201-208]. Z tego wzgledu
opracowano szereg modyfikacji wplywajacych na poprawe reaktywnosci grup
alkinowych (pochodne cyklooktanu, kompleksy karbenowe Fischera lub alkiny z
deficytem elektronowym), ktoére umozliwiaja prowadzenie reakcji bez udzialu
katalizatorow [209]. Cykloaddycja Huisgena stosowana jest w syntezie materiatow

hydrozelowych na bazie chitozanu, kwasu hialuronowego i celulozy [202,206-208].

Ossipov 1 in. [210] opisali zastosowanie cykloaddycji Huisgena do otrzymywania
hydrozeli na bazie poli(alkoholu winylowego), z zaznaczeniem mozliwos$ci rozszerzenia
aplikacji na polimery naturalne zawierajace w swojej strukturze grupy hydroksylowe. W
pierwszej kolejnosci autorzy poddali polimer modyfikacji azydkami i alkinami, a
nastepnie przeprowadzili reakcje sieciowania katalizowang jonami Cu’. W rezultacie
otrzymano materiaty o wyzszej zawartosci frakcji zelowej 1 poprawionych modutach
sprezystosci w odniesieniu do PVA usieciowanego matoczasteczkowym czynnikiem
sieciujagcym (PEG-diazyd) [210]. 1,3-dipolarng cykloaddycj¢ przedstawiono réwniez
jako metode sieciowania zelatyny funkcjonalizowanej alkinami przy uzyciu komponentu
diazydkowego 1 w obecnosci jonow miedzi(I). Badania in vitro przeprowadzone na
fibroblastach 1L.929 wykazaty brak dzialania cytotoksycznego hydrozeli, autorzy nie
zaobserwowali znaczacych zmian w funkcjonalno$ci mitochondriow, integralno$ci btony
oraz morfologii komorek [211]. Koncepcja opisang przez Koschella 1 in. [208] byto
natomiast zastosowanie omawianej reakcji, katalizowanej jonami Cu(I), w procesie

sieciowania pochodnych celulozy, ktére otrzymano na drodze modyfikacji polimeru
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azydkiem sodu 1 propargiloaming. Jednak otrzymane materialy hydrozelowe
charakteryzowaty si¢ niewystarczajaca wytrzymalo$ciag mechaniczng wynikajaca ze zbyt

niskiej wydajnosci reakcji cykloaddycji [208].

Reakcja Dielsa-Aldera stanowi metod¢ tworzenia nienasyconych pierscieni
sze$ciocztonowych poprzez selektywna cykloaddycje [4+2] pomigdzy sprzezonym
dienem 1 dienofilem. Charakteryzuje ja bioortogonalno$¢, czyli zdolnos¢ do zachodzenia
reakcji w organizmie zywym bez wplywu na naturalne procesy biologiczne. Ponadto
wykazuje regioselektywno$¢ w kierunku izomeréw orto- i para- oraz cze$ciowa
stereospecyficzno$¢ 1 stereoselektywnos¢ [212]. Reakcja sieciowania polimerdw na
drodze cykloaddycji zachodzi w tagodnych warunkach, nie wymaga obecnos$ci
katalizatora, a w efekcie jej zaj$cia nie powstaja produkty uboczne. Chociaz prowadzenie
reakcji w $rodowisku wodnym zapewnia jej szybszy przebieg, calkowity czas trwania
reakcji w warunkach fizjologicznych pozostaje dosy¢ dtugi, nawet do kilkunastu godzin.
Reakcja Dielsa-Aldera to metoda otrzymywania hydrozeli na bazie pektyny, chitozanu,

skrobi i chityny [213-218].

Nimmo i in. [219] opracowali jednoetapowy i1 niewymagajacy katalizatora proces
sieciowania modyfikowanego kwasu hialuronowego, ktory opierat si¢ na reakcji Dielsa-
Aldera. Polimer bazowy polaczono z furanem 1 pochodng PEG, a wlasciwosci
mechaniczne i1 degradacyjne finalnego materiatlu zaprojektowano zmieniajac stosunek
molowy wspomnianych komponentow. Badania in vitro na komoérkach gruczolakoraka
MDA-MB-231 potwierdzity cytokompatybilno§¢ hydrozeli. Podobne rozwigzanie
opisano w pracy Smith 1 in. [220], zastosowano jednak metylowa pochodng furanu, co
umozliwito zaj$cie reakcji Dielsa-Aldera w fizjologicznym pH. Wprowadzona
modyfikacja pozwolita na enkapsulacje do materiatu zywych komorek - linie komorkowe
raka piersi (BT474, MCF7 i T47D), a takze linie nerwowych komoérek macierzystych
glejaka (G523 1 G411). Guaresti 1 in. [221] zastosowali omawiany typ reakcji do
otrzymania hydrozeli chitozanowo-furanowych, ktore usieciowano bismaleimidem.
Materiaty sklasyfikowano jako systemy ukierunkowanego dostarczania lekow, w tym

antybiotyku o dziataniu bakteriostatycznym.

Z kolei reakcja Michaela, metoda pozwalajaca uzyska¢ wigzania wegiel-wegiel
poprzez addycje nukleofilowg, obejmuje przylaczenie nukleofila do a,B-nienasyconego

zwigzku karbonylowego. Wsrod dwoch gtownych odmian wymieni¢ mozna reakcj¢ aza-

38



Michaela 1 tio-Michaela, w ktorych tworza si¢ odpowiednio wigzanie wegiel-azot lub
wegiel-siarka. Zachodzi w warunkach fizjologicznych, a ponadto nie wymaga obecnos$ci
toksycznych katalizatorow 1 rozpuszczalnikow czy promieniowania UV. Addycja
Michaela charakteryzuje si¢ wysoka regioselektywnoscig, dobrg wydajnoscig chemiczng
oraz stosunkowo krotkim czasem trwania. Dodatkowo jest to proces nieodwracalny, ktory
zachodzi bez wydzielania produktow ubocznych, a ktorego efektem sg biokompatybilne
materiaty hydrozelowe o jednorodnej sieci polimerowej. Reakcja stosowana jest w
syntezie hydrozeli na bazie zelatyny, chitozanu, kolagenu 1 kwasu hialuronowego [222—

229].

Reakcje tio-Michaela zastosowano migdzy innymi w procesie otrzymywania
wstrzykiwanych hydrozeli na bazie tiolowanego kwasu hialuronowego 1 PEG
funkcjonalizowanego  diwinylosulfonem. = Modyfikacja  masy  czasteczkowej
komponentéw oraz stezenia polimeru stanowita metod¢ kontrolowania czasu zelowania,
profilu degradacji enzymatycznej oraz parametréw mechanicznych materiatu. Badania
cytotoksyczno$ci wzgledem chondrocytdéw z chrzastki bydlecej wykazaty wysoki stopien
przezywalnosci komorek przy jednoczesnym zachowaniu swoistego ksztattu komorek
oraz zdolno$ci do dalszych podziatow [230]. W konteks$cie materialow wstrzykiwanych
opisano takze hydrozele na bazie kolagenu modyfikowanego tiolem oraz
wielofunkcyjnego PEG-maleimidu. Na drodze reakcji tio-Michaela otrzymano
samoregenerujace si¢ materiaty o pozadanych wlasciwosciach reologicznych,
minimalnym stopniu pecznienia oraz cytokompatybilnosci wzgledem linii komorek
zrebu szpiku kostnego myszy (BMSC) i komorek s$rodblonka zyly pepowinowej
(HUVEC) [231]. Liu i in. [223] opracowali natomiast metod¢ sieciowania in sifu
pochodnej dekstranu 1 ditiotreitolu, czego rezultatem bylo otrzymanie trojwymiarowych
hydrozeli dla hodowli komoérkowych. Materiat poddano enkapsulacji mezenchymalnymi
komodrkami macierzystymi szpiku kostnego myszy (BMSC) i fibroblastami NIH/3T3.
Przeprowadzone badania potwierdzily dobra cytokompatybilno$¢ podtoza wraz z

mozliwos$cig zachowania przez komorki BMSC potencjatu réznicowania.

Otrzymywanie imin (zasad Schiffa) w wyniku reakcji kondesacji aldehydow lub
ketonéw z pierwszorzedowymi aminami stanowi metode syntezy chemicznie
usieciowanych hydrozeli. Mechanizm polega na nukleofilowym przytaczeniu aminy do
grupy karbonylowej obecnej w strukturze aldehydu lub ketonu, przy jednoczesnej

eliminacji czasteczki wody. Reakcja otrzymywania zasad Schiffa jest odwracalna i
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zachodzi w §rodowisku wodnym w temperaturze fizjologicznej, a najwigcksza szybkos¢
osigga przy pH z zakresu od 4 do 6. Charakteryzuje si¢ krotkim czasem trwania, wysoka
selektywnoscig chemiczng oraz produktami wykazujacymi brak toksycznosci
komorkowej. Metoda pozwala na synteze samonaprawiajacych si¢, biokompatybilnych i
pH-czutych hydrozeli bazujacych na skrobi, chitozanie, zelatynie lub alginianach
[222,232-237].

Xu i1in. [238] przeprowadzili badania dotyczgce zastosowania naturalnej waniliny w
reakcji sieciowania chitozanu, ktéra przebieglta pomigdzy grupami aldehydowymi
czynnika sieciujgcego i grupami aminowymi polimeru z utworzeniem zasady Schiffa.
Otrzymany  material  hydrozelowy  charakteryzowat si¢  wlasciwosciami
samoregenerujacymi oraz jednorodng, porowata strukturg [238]. Omawiany typ reakcji
stanowil podstawe do opracowania wstrzykiwanego hydrozelu na bazie poliwinyloaminy
(PVAm), ktorg wusieciowano nanoczastkami skrobiowymi modyfikowanymi
chloroformianem cholesterylu. W rezultacie pH-czuly materiat o dobrze zdefiniowane;j
porowatej strukturze i wytrzymalo$ci mechanicznej z powodzeniem zastosowano jako
nos$nik doksorubicyny [234]. Ponadto Vahedi i in. [239] opisali formowane in situ,
wstrzykiwane i samoregenerujace si¢ hydrozele oparte na polaczeniu zelatyny i
dibenzaldehydu glikolu polietylenowego. Przeprowadzone badania in vitro wykazaty
cytokompatybilno$¢ podtoza wzgledem fibroblastopodobnych komorek mysich 1L.-929.
Dodatkowo autorzy potwierdzili zdolno$¢ materialu do efektywnego dostarczania

chlorowodorku klindamycyny - modelowego leku o dzialaniu przeciwbakteryjnym.

Fizyczne metody sieciowania, oparte na stabych i odwracalnych oddzialywaniach,
umozliwiajag otrzymanie materiatow polimerowych wrazliwych na czynniki
srodowiskowe, takie jak temperatura, pH, obecnos¢ jonow czy $wiatto. Hydrozele moga
by¢ stabilizowane poprzez wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe lub jonowe.
Pomimo Ze wymienione interakcje skutkuja ograniczong wytrzymatosciag mechaniczna
materialow, sprzyjaja zwigkszonej zdolnosci absorpcyjnej oraz wysokiej porowatosci

[240,241].

Sieciowanie na drodze krystalizacji polega na przeprowadzeniu kilku nastgpujacych
po sobie cykli zamrazania 1 rozmrazania. Parametry takie jak temperatura, czas trwania
poszczegdlnych etapoOw oraz liczba cykli majg istotny wplyw na efektywno$¢ metody. W

trakcie trwania procesu powstaja obszary krystaliczne, ktore wiaza tancuchy polimerowe,
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prowadzac do fizycznego usieciowania hydrozelu. Ze wzgledu na brak koniecznosci
stosowania syntetycznych czynnikow sieciujagcych 1 inicjatordw, materiaty
charakteryzujg si¢ biokompatybilnoscig i brakiem toksycznos$ci komoérkowej. Ponadto
omawiana metoda umozliwia otrzymanie elastycznych 1 stosunkowo wytrzymatych

mechanicznie hydrozeli [242,243].

Wsrod metod sieciowania fizycznego mozna réwniez wyrdézni¢ suszenie w
warunkach nadkrytycznych, ktore zachodzi poprzez usunigcie rozpuszczalnika z
hydrozelu przy uzyciu dwutlenku wegla w stanie nadkrytycznym, czyli powyzej
warunkéw krytycznych (31,1°C oraz 7,38 MPa). Materialy otrzymane ta metoda
zachowuja swoj pierwotny rozmiar i ksztalt, co pozwala unikng¢ uszkodzenia ich
struktury wewnetrznej. Dodatkowo proces moze by¢ prowadzony w niskiej temperaturze,
dzieki czemu hydrozele nie ulegaja degradacji. Metoda ta stanowi odpowiedni wybor w
przypadku polimeréw termicznie niestabilnych, a takze materialdow modyfikowanych
substancjami aktywnymi, ktére charakteryzuja si¢ wrazliwoscia na czynniki
srodowiskowe. W rezultacie otrzymuje si¢ aerozele o wysoce rozwinigtej porowatosci,

powierzchni wtasciwej oraz przedtuzonym czasie trwatosci [240,241].

Z kolei sieciowanie metodg koacerwacji polega na rozdziale fazy bogatej w polimer
od fazy rozpuszczalnikowej poprzez modyfikacje parametrow, takich jak temperatura,
pH, sila jonowa czy rozpuszczalnos¢. Ze wzglgdu na mechanizm, proces mozna podzieli¢
na prostg 1 ztozong koacerwacje. Wydzielenie biomaterialu moze odbywac si¢ zatem na
skutek dodatku soli nieorganicznych, rozpuszczalnikdw organicznych lub innych
srodkdw koacerwujacych czy tez zastosowania uktadu polielektrolitow w postaci
przeciwnie natadowanych polimeroéw. Podstawowym celem kazdego ze wskazanych
podejs¢ jest agregacja, a nastgpnie wytracenie materiatu polimerowego z mieszaniny

reakcyjnej [240,244].

Niezaleznie od zastosowane] metody 1 mechanizmu reakcji sieciowania, kluczowym
czynnikiem pozostaje rowniez rodzaj uzytego polimeru lub monomeru, wplywajacy
bezposrednio na wlasciwosci otrzymywanych materiatow hydrozelowych. Indywidualne
cechy charakterystyczne dla wybranej makroczasteczki wplywaja na kierunek
zastosowania materialu otrzymanego przy jej wykorzystaniu. Poczatkowe okreslenie

wlasciwosci, ktorymi powinien odznacza¢ si¢ hydrozel w kontek$cie zaplanowanej
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aplikacji, stanowi istotny element rzutujacy na dalszy przebieg procesu projektowania

oraz otrzymywania.
1.7. Hydrozele na bazie polimeréw naturalnych

Hydrozele klasyfikuje si¢ jako tréjwymiarowe sieci o charakterze hydrofilowym,
ktore mozna otrzymywa¢ na drodze reakcji sieciowania polimeréw pochodzenia
syntetycznego lub naturalnego. Jedng z wlasciwosci, ktora wyrdznia materiaty
hydrozelowe, jest zdolno$¢ do absorbowania znacznych ilosci wody (od 20-30% do
nawet 1000-krotnosci ich suchej masy) 1 ptyndéw biologicznych [197,245,246]. Materialy
hydrozelowe otrzymuje si¢ najczesciej przy zastosowaniu nastepujacych polimerow
syntetycznych: poli(glikol etylenowy) [247], poli(alkohol winylowy) [248], poli(N-
izopropyloakryloamid) [249] i poli(kwas mlekowy) [250]. Jednak coraz czgsciej
stosowane s3 polimery naturalne, takie jak polisacharydy (alginiany, chitozan, kwas
hialuronowy) czy biatka (kolagen, zelatyna, fibryna). Wzrost zainteresowania
biopolimerami wynika miedzy innymi z niskich kosztow produkcji, braku negatywnego
wptywu na $rodowisko, a takze mozliwos$ci otrzymywania biomaterialdow o korzystnych
wlasciwosciach, takich jak biokompatybilnos¢, biodegradowalnosé, nietoksycznosé i
brak immunogenno$ci. Z tego wzgledu materialy hydrozelowe znalazlty szerokie
zastosowanie w produktach medycznych i farmaceutycznych, m.in jako opatrunki
wspomagajgce gojenie ran o zrdéznicowanym podiozu, systemy kontrolowanego 1
przedluzonego uwalniania substancji aktywnych, implanty tkankowe, rusztowania

komorkowe, soczewki kontaktowe oraz produkty higieniczne [246,251-257].
1.7.1. Polisacharydy

Polisacharydy, czyli weglowodany o liniowej lub rozgalezionej strukturze,
zbudowane sg z monosacharydow polaczonych wigzaniami glikozydowymi uzyskanymi
na drodze kondensacji. Pozyskiwane moga by¢ zarowno z organizméw roslinnych
(alginiany, skrobia, celuloza), jak i zwierzecych (chityna, kwas hialuronowy, glikogen)
[258-260]. Czesto stosowane do otrzymywania hydrozeli ze wzgledu na ich
nietoksycznos¢, biozgodnos¢, biodegradowalno$¢, antyadhezyjnos¢ 1 wysoka stabilnos¢
[261]. Szereg istotnych wilasciwosci spowodowat zastosowanie polisacharydow w
obszarze materialdow opatrunkowych, inzynierii tkankowej, systemoéw dostarczania
lekow, chirurgii ortopedycznej i zabiegéw okulistycznych. Ograniczone wlasciwosci

mechaniczne oraz podatno$¢ na degradacje w srodowisku wodnym limituje stosowanie
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tej grupy zwiazkow, jednak przeprowadzenie reakcji sieciowania lub wprowadzenie do
hydrozelu zwigzkow modyfikujacych (polimery syntetyczne, nanoczastki organiczne lub
nieorganiczne) pozwala na wzmocnienie struktury materialu przy jednoczesnym

zachowaniu jego pozytywnych wtasciwosci biologicznych [16,262].

Jednym z powszechnie stosowanych polisacharydow sg alginiany, zbudowane z reszt
kwasu B-D-mannuronowego 1 o-L-guluronowego, potaczonych wigzaniami
glikozydowymi. Ich masa czasteczkowa miesci si¢ w zakresie 10-1000 kDa. Ponadto
wysoka zdolno$¢ absorpcji wody pozwala na nawet 300-krotny wzrost masy polimeru
wzgledem jego suchej masy. Alginiany pozyskiwane sg w procesie ekstrakcji réznych
gatunkoéw alg morskich, ktére nadajg im swoistych wiasciwosci, takich jak biozgodnos¢,
nietoksyczno$¢, brak immunogenno$ci, mukoadhezyjno$§¢ oraz brak dzialania
prozapalnego. Biomateriaty na bazie alginiandw mogg przybiera¢ zro6znicowane formy,

miedzy innymi czastek, wtokien, rusztowan, gabek i membran [3,253,263,264].

Opisano material opatrunkowy, ktory moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu ran
przewlektych, wspomagajac proces nabtonkowania oraz stymulujac aktywno$¢
fibroblastéw. Hydrozel zawieral substancje antybakteryjne (nizyna i EDTA), fibrynogen
petnigcy role czynnika koagulacyjnego oraz alginian wapnia przyspieszajacy
angiogeneze 1 stymulujacy synteze kolagenu [265]. Kolejnym rozwigzaniem skupiajacym
si¢ jednak na wilasciwosciach hemostatycznych 1 antybakteryjnych bylo potaczenie
karboksymetylochitozanu, alginianu sodu oraz kolagenu. Berberyna obecna w strukturze
opracowanego filmu pozwolita ukierunkowa¢ zastosowanie materialu na
przeciwdziatanie infekcjom ran poprzez wplyw na transport i oddychanie bakterii [266].
W kolejnej publikacji mieszaning alginianu sodu i chitozanu modyfikowanego laktoza
zastosowano do otrzymania porowatej matrycy dla hodowli chondrocytéw. Rusztowanie
wplywato na wzrost i1 proliferacj¢ komorek tkanki chrzestnej, a finalnie stanowito
wsparcie w ich dostarczaniu podczas terapii regeneracyjnej [267]. Ponadto opracowano
mikroczastki na bazie utlenionego alginianu sodu, do ktorych wprowadzono komorki
pierscienia witoknistego. Nosnik stanowit element ztozonej formuty fibrynowego
hydrozelu wstrzykiwanego w celu naprawy zwyrodnien dysku miedzykregowego.
Zgodnie z opisang koncepcja terapia ma zapewnic stabilizacje uszkodzonej struktury oraz
ochron¢ 1 przedtuzone uwalnianie inkorporowanych komorek terapeutycznych, a w
rezultacie stymulowaé proces syntezy macierzy pozakomoérkowej (ECM) [268].

Wstrzykiwane hydrozele przedstawiono rowniez w kontek$cie zastosowania ich podczas
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regeneracji uszkodzonych tkanek kostnych. Autorzy opisali rusztowanie na bazie
alginianu sodu oraz samoorganizujgcego si¢ peptydu FmocFF, ktore wykazato doskonate
wlasciwosci mechaniczne, a takze podobienstwo do struktur budujacych ECM
(glikozaminoglikany 1 biatka widkniste). Ponadto material pozytywnie wplynat na
adhezje, proliferacj¢ i1 réznicowanie osteogenne preosteoblastow [269]. Oprocz
alginianéw, réwnie szeroko stosowanym polisacharydem jest chitozan, ktéry wykazuje

szereg korzystnych wtasciwosci.

Chitozan otrzymywany jest w wyniku chemicznej lub enzymatycznej deacetylacji
chityny, ktorej naturalne zrodta obejmuja muszle morskich skorupiakoéw i $ciang
komoérkowa wybranych gatunkow grzybow. Stanowi liniowy polisacharyd zbudowany z
B-(1,4)-D-glukozaminy 1 N-acetylo-D-glukozaminy, czyli odpowiednio cukrowej czgsci
deacetylowanej i acetylowanej. Niewystarczajace wlasciwosci mechaniczne chitozanu
oraz jego ograniczona rozpuszczalno$¢ w niektorych rozpuszczalnikach sg niwelowane
w efekcie przeprowadzenia chemicznych lub fizycznych modyfikacji. Ze wzgledu na
swoje pozytywne wilasciwosci (bioaktywnos$¢, biokompatybilno$é, nietoksycznos¢ i
biodegradowalno$¢) znalazl zastosowanie w produkcji materialdow biomedycznych
wykazujacych kontrolowane uwalnianie lekow, takich jak opatrunki, materiaty

ortopedyczne i hydrozele [253,270-273].

Wsrod biomateriatow chitozanowych wymieni¢ mozna przyktad dotyczacy systemu
kontrolowanego 1 przedtuzonego uwalniania, ktory poddano modyfikacji poliuretanem.
Nosniki na bazie tego rozwigzania pozwolity kontrolowa¢ dystrybucje i1 kinetyke
uwalniania leku, minimalizowa¢ prawdopodobienstwo wystapienia skutkow ubocznych,
a ponadto charakteryzowaty si¢ dziataniem przeciwzakrzepowym oraz stabilno$cig
mechaniczng 1 termiczng [274]. Opisano takze rusztowanie na bazie chitozanu i poli(l-
laktydu), ktére moze znalez¢ zastosowanie w inzynierii tkankowej ze szczeg6lnym
uwzglednieniem terapii rekonstrukcyjnej kosci. Wykazano pozytywny wptyw materiatu
na proces regeneracji tkanki, a dodatkowa obecnos¢ czynnikow wzrostu, pochodzacych
z plytek krwi, wywolata efekt osteoindukcyjny [275]. Inng ciekawag koncepcja jest
zastosowanie biomateriatéw na bazie chitozanu w obszarze inzynierii tkanek nerwowych,
na przyktad podczas leczenia urazéw rdzenia kregowego. Stwierdzono, Ze opracowany
film w sposob znaczacy wptynat na réznicowanie 1 proliferacje nerwowych komorek
macierzystych [276]. Ponadto uzyskana matryca wykazata znaczny potencjat jako srodek

terapeutyczny w zaburzeniach hiperpigmentacyjnych skory, ktory wynikal ze zdolno$ci
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do hamowania procesu melanogenezy oraz zjawiska transferu i wchtaniania
melanosomow przez keratynocyty. Chitozan wykazat dziatanie redukujace melanogenezg
w komorkach czerniaka B16F10, co w konsekwencji pozwolito uzyska¢ efekt
przeciwnowotworowy [277]. Literatura opisuje roOwniez materiat nanokompozytowy,
majacy posta¢ matrycy chitozanowej, w ktorej rozproszono nanoczastki bioceramiczne
domieszkowane osteogennymi jonami cynku i niobu. Materiat z zatozenia ma znalez¢
zastosowanie w minimalnie inwazyjnych terapiach dentystycznych, zaprojektowany
zostal w celu jednoczesnej redukcji wzrostu drobnoustrojéw oraz odbudowy
zdemineralizowanych struktur zeba [278]. Kwas hialuronowy, ze wzgledu na swoja
biokompatybilno$¢, jest powszechnie stosowany do otrzymywania materialow

hydrozelowych dla zastosowan medycznych.

Strukture kwasu hialuronowego, nalezacego do grupy glikozaminoglikanéw, buduja
dwa naprzemiennie wystepujace mery - kwasu D-glukuronowego i N-acetylo-D-
glukozaminy. Jednostki te potaczone sa wigzaniami B-1,3- oraz B-1,4-glikozydowymi. W
organizmie cztowieka powszechnie wystepuje w skorze, plynie stawowym 1 ciele
szklistym oka, a jego naturalnym zrodtem sg przede wszystkim tkanki zwierzgce.
Wykazuje on zdolno$¢ do regeneracji tkanek, a takze charakteryzuje si¢ biozgodnoscia,
brakiem immunogenno$ci, dziataniem przeciwzapalnym oraz wlasciwo$ciami
lepkosprezystymi. Poprzez chemiczng modyfikacje (na drodze procesu estryfikacji lub
sieciowania) mozliwa jest poprawa jego wlasciwosci fizycznych, takich jak
rozpuszczalnos¢ 1 szybkos$¢ degradacji. Biopolimer jest szeroko stosowany w wielu
obszarach medycyny, wérdd nich wymieni¢ mozna okulistyke, chirurgie ortopedyczng i

plastyczna [3,263,279-281].

Kwas hialuronowy wraz z pochodng dekstranu zastosowano do opracowania
hydrozelu dla druku 3D w obszarze inzynierii tkankowej. Uzyskano zaréwno pozadane
parametry mechaniczne, wysoka porowato$¢ i cytokompatybilno§¢ materiatu, a takze
znaczg przezywalnos¢ chondrocytow poddanych enkapsulacji [282]. Innym przykladem
zastosowania jest wstrzykiwana kompozycja hydrozelowa do przedtuzonego i
ukierunkowanego dostarczania kurkuminy w leczeniu ran cukrzycowych. Opracowana
formulacja skladata si¢ z kwasu hialuronowego, pollulanu, poloksameru P407 oraz
substancji  aktywnej] o dzialaniu przeciwutleniajacym, przeciwbakteryjnym,
przeciwzapalnym oraz wspomagajacym gojenie ran. Opisane dziatanie skupialo si¢ na

inhibicji aktywnos$ci komorek zapalnych oraz promowaniu regeneracji tkanek i
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angiogenezy. Material po podaniu podskérnym pozytywnie wplynal na regeneracje
kolagenu oraz przyspieszal przebieg procesu nabtonkowania [283]. Z kolei polaczenie
kwasu hialuronowego z tymolem stanowi koncepcje rozwigzania terapeutycznego dla
zakazen z towarzyszacym biofilmem. Przeprowadzone badania potwierdzily zaréwno
brak toksyczno$ci materiatu, jak i jego zdolno$¢ do hamowania tworzenia biofilmu przez
szczep drozdzy Candida albicans [284]. W konteks$cie terapii uszkodzen chrzastki
stawowej zaproponowano biomaterialt w postaci kompozytowego rusztowania opartego
na kwasie hialuronowym i zelatynie, na ktérym osadzono mezenchymalne komorki
macierzyste. Zaobserwowano stymulujacy wplyw rosnacej zawartosci kwasu
hialuronowego w rusztowaniu na proces chondrogenezy, bedacej zjawiskiem tworzenia
tkanki chrzestnej [285]. Ponadto opracowany zostat hydrozel na bazie gumy gellan i
kwasu hialuronowego z przeznaczeniem dla inzynierii tkankowej siatkowki oka. Na
podstawie badan in vitro stwierdzono promowanie wzrostu, zwigkszenie przezywalnosci

1 poprawe adhezji komorek linii ARPE-19 po enkapsulacji w materiale [286].

Celuloza, bedaca gltownym skladnikiem S$ciany komorkowej ro$lin, stanowi
najpowszechniej wystepujacy na Ziemi biopolimer. Podstawowym jej zrodiem jest
drewno, bawelna, stoma i len. Lancuchowa czasteczka celulozy sktada si¢ z jednostek f3-
D-glukozy potaczonych wigzaniami B-1,4-glikozydowymi i1 charakteryzuje si¢ struktura
polkrystaliczng, z réwnocze$nie wystepujacymi domenami krystalicznymi oraz
amorficznymi. Szereg modyfikacji powierzchni czgsteczki celulozy pozwala na poprawe
istotnych wilasciwosci polimeru, takich jak rozpuszczalno$¢ 1 reaktywnos¢. Ze wzgledu
na jej cechy swoiste dla biomaterialow medycznych, znalazta zastosowanie mig¢dzy

innymi w materiatach wspomagajacych leczenie trudno gojacych si¢ ran [287-292].

Jednym z przyktadéw zastosowania celulozy jest koncepcja transdermalnego
systemu dostarczania kaptoprylu, czyli substancji aktywnej stosowanej w leczeniu
nadci$nienia tetniczego i przewleklej niewydolnosci serca. Materiat stanowit potaczenie
chitozanu, karbosymetylocelulozy oraz kombinacji plastyfikatoréw. Autorzy potwierdzili
miedzy innymi efektywne uwalnianie inkorporowanego leku zarowno w testach
inkubacyjnych, jak i w modelu sztucznej skory. W efekcie kaptopryl skutecznie hamowat
enzym konwertazy angiotensyny [293]. Ponadto opracowano kompozycj¢ roztworu
przedzalniczego na bazie nanokrysztaléw celulozy bakteryjnej oraz chityny
regenerowanej, ktory uzyto do wytworzenia bioresorbowalnego wtdkna o parametrach

spetniajacych wymagania stawiane dla szwow chirurgicznych. Materiat charakteryzowat
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si¢ zadowalajagca wytrzymato$cia mechaniczng oraz odpornoscia na degradacje
enzymatyczng. Podczas badan in vitro stwierdzono brak dziatania cytotoksycznego oraz
wsparcie proliferacji komorek 1929, a dodatkowo zaobserwowano promujacy wplyw
wldkna na proces gojenia rany in vivo z pomini¢ciem skutkow ubocznych [294].
Nanowtokna celulozowe, ktore poddano funkcjonalizacji peptydami oligoproliny,
stanowily rozwigzanie w leczeniu ran przewlektych narazonych na uszkodzenia
oksydacyjne. Badania in vitro na ludzkich fibroblastach skornych potwierdzity ochronne
dziatanie hydrozelu wzgledem reaktywnych form tlenu [295]. Opisane zostalo réwniez
porowate rusztowanie dla inzynierii tkanek kostnych, ktorego formuta zlozona bylta z
celulozy bakteryjnej, hydroksyapatytu domieszkowanego borem oraz zelatyny.
Opracowany materiat odznaczat si¢ cytokompatybilno$ciag wzgledem komorek Saos-2, a
dodatkowo wplywal pozytywnie na adhezje, proliferacja, réznicowanie i migracje
komoérek w jego obrgbie [296]. Interesujace wydaje sie zastosowanie celulozy do
otrzymywania aerozeli pelnigcych role systeméw kontrolowanego dostarczania
substancji aktywnych na drodze transdermalnej, doustnej lub w formie implantu.
Rozbudowana powierzchnia wlasciwa materialu, zwigzana z wysokim stopniem

porowatos$ci, pozwala na wprowadzenie do matrycy znacznych ilosci leku [297].
1.7.2. Bialka

Biatka to zwigzki makroczasteczkowe o zlozonej trojwymiarowej strukturze,
nalezagce do grupy polimeréw naturalnych. Skladajg si¢ z ponad 20 rodzajow
aminokwasow polaczonych wigzaniami peptydowymi. Ze wzgledu na ksztalt, mozna
wyrozni¢ kuliste biatka globularne (hemoglobina, insulina, rybonukleaza) i
wlokienkowate biatka fibrylarne (kolagen, elastyna, keratyna). Hydrozele na bazie biatek,
najczesciej sg otrzymywane przy uzyciu kolagenu, zelatyny lub fibroiny, wyr6zniajg si¢
doskonata biokompatybilnoscig i bioaktywnoscia, co pozwala na ich stosowanie w
materiatach biomedycznych. Niska wytrzymato§¢ mechaniczna oraz podatno$¢ na
degradacje wymaga stosowania dodatkéw poprawiajacych stabilno$¢ hydrozeli, takich

jak polimery naturalne lub syntetyczne [298-304].

Kolagen, gtowne biatko budulcowe w organizmie czlowieka, tworzy strukturg
macierzy miedzykomorkowej 1 znajduje si¢ migdzy innymi w kosciach, chrzastkach,
sciggnach 1 skorze. Biopolimer charakteryzuje si¢ doskonalymi wlasciwosciami

biologicznymi, biokompatybilno$cia, nietoksycznoscig i biodegradowalnoscia. Ponadto
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wykazuje niskg antygenowos¢ i staba odpowiedz zapalng. Zwigzek ten posiada jednak
niewystarczajace wlasciwosci mechaniczne, a takze sprzyja tworzeniu si¢ skrzepow w
konsekwencji procesu degradacji. Stosowany jest przede wszystkim w okulistyce,
chirurgii, produkcji materialéw opatrunkowych 1 systeméw dostarczania substancji

aktywnych [3,253,305-307].

Kolagen zastosowano miedzy innymi do otrzymania wstrzykiwanej matrycy,
mogace] stanowi¢ terapi¢ naprawczg 1 regeneracyjng po zawale mi¢$nia sercowego.
Autorzy potwierdzili wplyw biomateriatu na ograniczenie procesu dekompensacji uktadu
krazenia i zapobieganie negatywnej przebudowie komor serca. Ponadto po wstrzyknigciu
macierzy kolagenowej zaobserwowano ograniczenie stanu zapalnego w mig$niu
sercowym, zmian¢ profilu cytokin, zmniejszenie zwtdknienia i $mierci komoérek oraz
przyspieszenie procesu angiogenezy [308]. Podloze elektroprzewodzace na bazie
kolagenu i grafenu wykazato mozliwo$§¢ implementacji w rdéznych obszarach
terapeutycznych,  takich  jak  biomaterialy = kardiologiczne,  rusztowania
elektroprzewodzace, matryce do hodowli komoérkowych ex vivo lub implanty o
dopasowanych wlasciwosciach. W przypadku zastosowan kardiologicznych materiat ten
zapewnial kompatybilno$¢ z tkankami organizmu za sprawg sktadnika biatkowego, a
takze optymalng wytrzymatos¢ mechaniczng 1 wlasciwo$ci  przewodzace.
Przeprowadzone badania pozwolity udowodni¢ promujacy wplyw podloza na wzrost
ludzkich fibroblastow sercowych, aktywno$¢ metaboliczng kardiomiocytow oraz
odpornos¢ wobec bakterii Staphylococcus aureus [309]. Ponadto opisano kompleks
kolagenu z jednoniciowym ssDNA, ktory przyjat posta¢ zmineralizowanych
hydroksyapatytem mikrowtokien oraz trojwymiarowych zeli. Z zalozenia moga one
znalez¢ zastosowanie jako powloki lub rusztowania osteokondukcyjne. Materiaty
wspomagaty przebieg procesow prowadzacych do odbudowy tkanki kostnej. Autorzy
zaobserwowali  przeksztalcenie  kosciotworczych — osteoblastow ~ w  komorki
morfologicznie zblizone do dojrzatych osteocytow, ktore ulegaly aglomeracji, a nastgpnie
przebudowie do struktur przypominajacych tkanki [310]. Interesujacg koncepcje
dotyczaca leczenia ubytkow kostnych stanowi takze rusztowanie polikaprolaktonowe
powlekane peptydem kolagenowym GFOGER. Zastosowanie materiatu zwigkszyto
efektywnos$¢ i przyspieszyto proces tworzenia kosci w znacznych i niegojacych sie
ubytkach kostnych, co miato miejsce bez koniecznos$ci uzycia egzogennych komorek lub

czynnikéw wzrostu [311]. Natomiast potacznie kolagenu, krzemionki i1 hydroksyapatytu

48



pozwolilo na otrzymanie kserozelu potencjalnie petnigcego role wielofunkcyjnego
kompozytu kosciozastepczego [312]. Innym czgsto wykorzystywanym biopolimerem jest
fibroina, ktora dzigki swoim wilasciwosciom stanowi cenny surowiec do otrzymywania

materiatow hydrozelowych.

Fibroina, bialko z grupy skleroprotein, stanowi gléwny sktadnik widkien jedwabiu
oraz pajeczyn wytwarzanych przez pajaki i niektore owady. Pierwszorzedowa strukture
fibroiny tworza sekwencyjnie powtarzajace si¢ aminokwasy lizyna, alanina i seryna.
Wykazuje szereg pozytywnych wlasciwosci, takich jak wysoka wytrzymato$¢
mechaniczna, elastyczno$¢, biokompatybilno$¢, biodegradowalnos$¢, niski potencjat
zapalny oraz niska immunogenno$¢. Biomaterialty otrzymywane przy uzyciu fibroiny
moga przybiera¢ forme¢ hydrozeli, nanowtdkien, mikrosfer, membran, gabek, folii i
rusztowan, ktore oferuja roznorodne zastosowania, takie jak inzynieria tkankowa,

materiaty chirurgiczne oraz kontrolowane systemy dostarczania lekow [304,313-317].

Wsréd biomateriatdéw na bazie fibroiny opisano migdzy innymi poditoza mogace
petnié role tkankowych przewodnikéw nerwowych lub systemow dostarczania lekow w
kierunku choréb osrodkowego ukladu nerwowego. Podloza te wykazal dobra
biokompatybilno$¢, wspomagat przezycie i wzrost neuronéw hipokampa, a ponadto
ekstrakt z polimeru nie wptywat cytotoksycznie na ich fenotyp i funkcje komorkowe
[318]. Fibroing zbadano réwniez pod katem zastosowania jako funkcjonalne opatrunki na
rany. Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzi¢ promujacy wplyw folii 1 gabek na
migracje komorek ludzkich fibroblastow WI-38, ekspresj¢ genow zwigzanych z
tworzeniem macierzy zewnatrzkomorkowej oraz biatek odpowiadajacych za gojenie ran
1 odbudowe skory. Z tego wzgledu fibroina stanowi obiecujacy surowiec dla materiatow
opatrunkowych przyspieszajacych odbudowe tkanek [319]. Ponadto badania
przeprowadzone dla folii fibroinowej potwierdzity jej cytokompatybilno$¢ wzgledem
fibroblastopochodnych komoérek 1929 oraz komorek $rodbtonka naczyniowego, a w
szczegblnosci brak negatywnego wplywu na ich adhezje, cykl komérkowy 1 apoptozg.
Opracowany material nie zaktocat rowniez wydzielania czynnikéw odpowiedzialnych za
angiogeneze, czyli proces tworzenia si¢ naczyn wtosowatych, takich jak VEGF, Ang-1,
FGF2 i PDGF [320]. Kolejnym rozwigzaniem mogacym znalez¢ zastosowanie w
inzynierii tkankowej s3 rusztowania na bazie fibroiny. Otrzymane materiaty
charakteryzowaly si¢ strukturg o rownomiernie rozmieszczonych mikro- i nanoporach,

ktore zapewnilty zwigkszong przepuszczalno$¢ tlenu przez rusztowania, znaczng
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elastycznos¢ oraz wysoka stabilno$¢. Stanowit rowniez doskonate podtoze dla hodowli
komorkowych, zaobserwowano poprawe enkapsulacji i dystrybucji fibroblastow oraz
stymulujacy wplyw na ich proliferacje, co w znaczacy sposoéb wplywa na proces naprawy
tkanek migkkich [321]. Natomiast polaczenie nanochitozanu, fibroiny i1 kwasu
hialuronowego zastosowano do opracowania trojwymiarowych, porowatych rusztowan
wspomagajacych regeneracje i odbudowe tkanki kostnej. Badania in vitro potwierdzity
brak dziatania cytotoksycznego materiatu wzgledem komorek preosteoblastow MC3T3-
El oraz poprawe ich adhezji, wzrostu i proliferacji. Ponadto stwierdzono promujacy
wplyw rusztowan na rdznicowanie osteogenne komorek oraz proces biomineralizacji
[322]. Wsrdd naturalnych polimerdéw szczeg6lng uwage zwraca zelatyna, ze wzgledu na

swoje wlasciwosci fizykochemiczne oraz szerokie zastosowanie w biomedycynie.

Zelatyna to biatko o strukturze wloknistej, ztozonej z trzech powtarzajacych sie
aminokwasow - glicyny, proliny i hydroksyproliny, ktore jest otrzymywane na drodze
czgsciowej hydrolizy kwasowej (zelatyna typu A) lub zasadowej (zelatyna typu B)
kolagenu pochodzacego ze skory, kosci 1 $ciggien zwierzat. Odznacza si¢ wysoka
chlonnoscig, biokompatybilnoscig, biodegradowalnos$cia, niskg antygenowoscia oraz
brakiem odpowiedzi immunologicznej. Limitujagcymi wiasciwo$ciami zelatyny jest jej
niska stabilno$¢ termiczna oraz niewystarczajaca odporno$¢ mechaniczna. Znalazta
zastosowanie miedzy innymi do otrzymywania materiatéw opatrunkowych, miekkich i
twardych kapsulek, systemow dostarczania lekow, implantow zastepczych lub

regenerujacych tkanki miekkie [323—-328].

Materiat hydrozelowy na bazie Zelatyny z dodatkiem modyfikowanej lizyny wykazat
dobrg integracj¢ z tkanka otaczajaca, co objawiato si¢ brakiem utworzenia torebki
wlokniste; dookota implantu oraz brakiem stanu zapalnego tkanek po podskérnym
wszczepieniu in vivo. Ponadto opracowany hydrozel odznaczat si¢ biokompatybilnoscia,
odpowiednim stopniem degradacji, a takze podatno$cig powierzchni na adhezje¢ komorek
[329]. Potaczenie zelatyny z kwasem akrylowym 1 kwasem 2-akryloamido-2-
metylopropanosulfonowym opisano jako terapi¢ doustng modyfikowang oksaliplatyna,
czyli lekiem przeciwnowotworowym stosowanym gldwnie w leczeniu raka jelita
grubego. Badania na liniach Vero, MCF-7 1 HCT-116 potwierdzity kompatybilno$¢
komoérkowa podtoza hydrozelowego oraz kontrolowang cytotoksyczno$¢ materiatlow
inkorporowanych modelowym lekiem. Dodatkowo, na podstawie badan in vivo nie

stwierdzono zmian hematologicznych lub histopatologicznych na skutek podania
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doustnego [330]. Interesujacym przyktadem zastosowania zelatyny jest jej modyfikacja
dopaming lub kwasem floretowym w celu opracowania klejow tkankowych
wspomagajacych zamykanie i gojenie ran. Przeprowadzone badania pozwolily uzyskaé
biokompatybilne, wysoce adhezyjne materialy o duzej elastyczno$ci, niskim stopniu
pecznienia i szybkiej biodegradacji [331]. Ponadto zastosowanie zelatyny pozwolito na
modyfikacj¢ wtasciwosci fibroiny i opracowanie porowatych rusztowan o jednorodne;j
strukturze dla inzynierii tkankowej. W rezultacie otrzymano trojwymiarowe struktury o
doskonatej biokompatybilnosci, adhezji komoérkowej 1 pozytywnym wplywie na wzrost
fibroblastow 1929 [332]. Badania prowadzone nad pektynowo/zelatynowymi
hydrozelami pozwolily opracowaé podtoze dla komoérek migsniowych (C2C12),
neuronalnych komorek progenitorowych (PC12) i1 mezenchymalnych komorek
macierzystych (hMSC). Material odznaczat si¢ wytrzymalo$cia mechaniczna,
stabilnoscia w $rodowisku fizjologicznym, wydluzonym czasem degradacji oraz
biokompatybilno$cig. Autorzy potwierdzili takze stymulujacy wptyw hydrozelu na
tworzenie zmineralizowanej macierzy kostnej, ktora wlasciwosciami byta zblizona do
hydroksyapatytu obecnego w kos$ciach. Zastosowanie techniki litografii UV pozwolito
otrzyma¢ materialy przeznaczone do hodowli komoérkowych o $cisle okreslonej

architekturze przestrzennej odpowiadajacej tkankom [333].

Rysunek 2 przedstawia wybrane wlasciwos$ci polimeréw naturalnych stosowanych

do otrzymywania materialdéw hydrozelowych.

CWytrzymaloéci mechaniczna) ( Stabilnos¢ termiczna)

¢ Alginiany e Cecluloza

s Celuloza e Chitozan

e Fibroina e Fibroina

o Kolagen . Ko]agen

s Lignina

(Biokompatybi]noéc’) CBiodegradowalnoéc’)

o Alginiany » Celuloza

o Celuloza o Chitozan

¢ Chitozan s Fibroina

¢ Fibroina ¢ Kolagen

¢ Kolagen ¢ Kwas hialuronowy

o Kwas hialuronowy o Zelatyna

o Zelatyna

Rysunek 2. Wiasciwosci biopolimerow stosowanych do otrzymywania materiatow

hydrozelowych.
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1.8. Zelatynowe materiaty hydrozelowe modyfikowane substancjami aktywnymi

Biomaterialy na bazie zelatyny moga by¢ otrzymywane w réznych formach, takich
jak nanoczastki, wtokna, membrany, mikrosfery czy hydrozele. Ostatnie z wymienionych
stanowig temat licznych badan skupiajacych si¢ migdzy innymi na cigglym rozwoju
technik ich syntezy oraz metod sieciowania w celu otrzymania materialdw o zmiennej
postaci (powtoki, folie, mikrozele, rusztowania, preparaty wstrzykiwane), ktora indukuje
wlasciwosci 1 zastosowanie. Kluczowym kierunkiem aplikacji hydrozeli sg systemy
dostarczania substancji aktywnych, takich jak leki syntetyczne, biatka, oligonukleotydy
lub zwiazki pochodzenia naturalnego. Wlasciwo$ciami sprzyjajacymi tego typu
ukierunkowaniu sg kompatybilno$¢ materiatbw bazowych z komoérkami ludzkiego
organizmu, biodegradowalno$¢ oraz mozliwos¢ modyfikowania kinetyki uwalniania
inkorporowanych zwiazkéw poprzez regulacje gestosci usieciowania, struktury porow

oraz szybkos$ci degradacji matrycy [334-336].

Parametrem o istotnym znaczeniu, w przypadku no$nikéw substancji aktywnych, jest
rodzaj gléwnych interakcji stabilizujacych strukture hydrozelu. Fizyczne sieciowanie
polimeré6w obejmuje oddzialywania jonowe, hydrofobowe, elektrostatyczne oraz
wodorowe, prowadzac do otrzymywania materiatdw o umiarkowanych wtasciwos$ciach
mechanicznych. Ponadto stabe interakcje fizyczne wptywaja na zwiekszenie podatnosci
materiatlow na dziatanie czynnikow zewnetrznych, takich jak temperatura, $wiatto, pH,
pole magnetyczne i ultradzwigki. Hydrozele o niskim stopniu usieciowania oraz znacznej
zdolnosci do pecznienia 1 degradacji moga stanowi¢ systemy szybkiego dostarczania
substancji aktywnych, ktore wykazuja zmienno$¢ w kierunku specyficznych warunkow,
takich jak dziatanie enzymow, kontakt z plynami ustrojowymi lub wysickiem czy
obecnos¢ reaktywnych form tlenu [337-339]. Tymczasem chemiczne sieciowanie, oparte
na tworzeniu wigzan kowalencyjnych, pozwala na otrzymanie materiatow o stabilnej
strukturze, wytrzymato$ci mechanicznej 1 odpornosci termicznej. Zastosowanie
naturalnych czynnikow sieciujacych pozwala na uniknigcie efektu toksycznosci, a tym
samym zapewnia biokompatybilno§¢ hydrozeli. Nos$niki usieciowane chemiczne
charakteryzuja si¢ przedtuzonym i kontrolowanym dostarczaniem substancji aktywnych,
co stanowi znaczng korzy$¢ w przypadku zastosowan medycznych. Zmiany
podstawowych parametréw fizykochemicznych hydrozeli pozwalaja na modyfikowanie
w znacznym zakresie profilu i1 kinetyki uwalniania substancji czynnych, tak aby byly

Scisle dopasowane do konkretnego zastosowania [340-343].
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W zalezno$ci od wiasciwosci strukturalnych i fizycznych hydrozelu mechanizm
uwalniania substancji aktywnych moze opiera¢ si¢ na roznych zjawiskach, takich jak
dyfuzja, pecznienie badz degradacja. Dyfuzja, najczesciej biorgca udzial w procesie
uwalniania, dotyczy migracji czgsteczek substancji aktywnych o wielko$ci mniejszej niz
srednica porow w strukturze materiatu. Zmniejszenie roéznicy pomiedzy wielko$cia
czasteczek a $rednicag porow powoduje obnizenie warto$ci wspotczynnika dyfuzji, co
skutkuje spowolnieniem procesu poprzez ograniczenie efektywnosci wymywania
zwiazku przez ptyn akceptorowy. Pecznienie, czyli absorpcja ptynu przez matryce
hydrozelowa na drodze osmozy, stanowi koncepcje¢ w przypadku braku mozliwosci
swobodnej, poczatkowej migracji substancji aktywnych z wolnych przestrzeni. Moze by¢
to spowodowane wigkszym rozmiarem czgstek dostarczanego zwigzku lub silniejsza ich
interakcjg z matrycg polimerowa. Natomiast degradacja fancuchéw polimerowych oraz
wigzan stabilizujacych strukture materialu pozwala uwolni¢ zamknigte w sieci nosnika
substancje aktywne poprzez zajs$cie erozji powierzchniowej lub obje¢tosciowej wywotanej

hydroliza lub dzialaniem enzymoéw [252,340,343,344].

Materiaty hydrozelowe na bazie zelatyny znalazly szerokie zastosowanie w obszarze
inzynierii tkankowej ze wzgledu na podobienstwo polimeru do macierzy
zewnatrzkomoérkowej tkanek oraz promujacy wplyw na adhezje i proliferacje komorek.
Mehdi-Sefiani i in. [345] opracowali chitozanowo-zelatynowy nosnik dla tetracykliny,
czyli antybiotyku stosowanego w terapii zakazen bakteryjnych. Uwalnianie modelowego
leku charakteryzowato si¢ kontrolowanym, szybkim przebiegiem, a calos$¢
wprowadzonego zwiagzku zostala dostarczona w trakcie 6 godzin. Badania
przeprowadzone przez Sun 1 in. [346] dotyczyly materialu opartego na zelatynie
metakryloamidowej i argininie, ktory inkorporowano biatkiem morfogenetycznym kosci
(BMP) petnigcym role czynnika wzrostu. Zaprojektowana matryca polimerowa
pozwolita na uwolnienie zasadniczej ilo$ci substancji terapeutycznej w czasie 10 dni, z
zaznaczeniem mozliwosci prostej modyfikacji nosnika skutkujacej wydtuzeniem tego
okresu. Natomiast mikrosfery zelatynowe usieciowane geniping i zawierajace w swojej
strukturze ta samg substancj¢ aktywng zostaly opisane przez Annamalai i in. [347].
Autorzy poczatkowo zaobserwowali gwaltowny wyrzut BMP na poziomie powyzej 20%
catkowitej zawartosci, po ktérym nastapito ciagle, liniowe uwalnianie silnie powigzane z
szybkos$cig degradacji materialu. Po uptywie 12 godzin nastgpito uwolnienie czynnika

wzrostu w ilosci powyzej 70%. Dodatkowo Gnavi 1 in. [348] wprowadzili do hydrozelu
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na bazie zelatyny czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego, czyli biatko biorace udziat
Ww procesie tworzenia naczyn krwiono$nych. Podczas poczatkowych 20 dni pomiarowych
zaobserwowano uwolnienie znacznej ilosci substancji aktywnej, ktora w dalszym etapie
stopniowo malata. Cytokina zostata dostarczona po uptywie 58-65 dni w zaleznosci od

jej poczatkowej zawarto$ci w materiale [348].

Kluczowa aplikacjg zelatynowych materialéw hydrozelowych jest wspieranie
procesu gojenia ran o zroznicowanej genezie, dzigki wlasciwo$ciom zapewniajagcym
ranie odpowiednie srodowisko regeneracji. Hydrozele petniag funkcj¢ ochronng, tworzac
barier¢ dla drobnoustrojow utrzymuja odpowiedni poziom wilgotnosci sprzyjajacy
odbudowie tkanek, a takze redukujg stany zapalne i usmierzajg bol. Hu 1 in. [349]
opracowali matryce na bazie zelatyny i kwasu hialuronowego, ktora zostata usieciowana
czynnikiem EDC. Wprowadzong do uktadu substancjg aktywng byta trombomodulina,
czyli biatko biorace udzial w regulowaniu krzepnigcia krwi, stanéw zapalnych i adhezji
komorkowej. Uzyskany material hydrozelowy charakteryzowat si¢ szybkim uwalnianiem
trwajacym do 12 godzin. Natomiast Bao i in. [350], w matrycy Zelatynowo-fibroinowe;j
stabilizowanej geniping, inkorporowali artemizyning, ktéra wykazuje dziatanie
przeciwzapalne i przeciwnowotworowe. Podczas pierwszych 3 godzin nastgpil znaczny
»Wyrzut” substancji aktywnej wynoszacy 72% poczatkowej jej zawartosci. W dalszym
etapie zwigzek uwalniat si¢ wolniej 1 finalnie uzyskano warto$¢ 87% po uplywie 96
godzin [350]. Hydrozel na bazie zelatyny inkorporowano rowniez podstawowym
czynnikiem wzrostu fibroblastow, petnigcym zasadniczg role w procesie leczenia ran
poprzez promowanie proliferacji fibroblastow, stymulowanie neowaskularyzacji i
syntezy kolagenu. Uwalnianie in vivo mialo charakter stopniowy i przedtuzony, a niemal
catlos¢ substancji aktywne] zostala dostarczona po 14 dniach implantacji [351].
Tummalapalli 1 in. [352] opisali zelatynowo-pektynowy material hydrozelowy
zawierajacy w swojej strukturze cyprofloksacyne. Podczas pierwszych 6 godzin badania,
uwolnione zostalo okoto 13 pg/cm? antybiotyku, po czym dostarczanie leku przyjeto
posta¢ przedtuzong, charakteryzujaca si¢ stopniowym uwalnianiem substancji aktywnej
w czasie kolejnych 42 godzin [352]. Film na bazie Zelatyny i chitozanu sieciowany
aldehydem glutarowym inkorporowano lupeolem, bgdacym naturalnym triterpenem o
wlasciwosciach stymulujacych biosyntezge kolagenu, proliferacje fibroblastow, a takze
wykazujacym dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne. Autorzy opisali uwalnianie

charakteryzujace si¢ w pierwszej kolejnosci szybkim przebiegiem, ktore nastgpnie ulegto
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stabilizacji 1 ostatecznie przyjeto warto$¢ 91% catkowitej zawartosci substancji aktywnej

po czasie 24 godzin [353].

Sieciowanie zelatyny przy uzyciu czynnikow sieciujgcych pochodzenia naturalnego
prowadzi do stabilizacji matrycy zaréwno na drodze oddzialywan fizycznych, jak i
poprzez utworzenie nowych wigzan chemicznych. Sieciowanie moze zachodzié¢
pomiedzy reaktywnymi grupami zwigzkow fenolowych a grupami aminowymi bialek,
czemu towarzyszy rownoczesne tworzenie wigzan wodorowych oraz oddziatywan
hydrofobowych [354,355]. Taki podwojny mechanizm sieciowania umozliwia
otrzymanie materialdw o zwigkszonej odpornos$ci termicznej i hydrolitycznej oraz lepszej
wytrzymatos$ci mechanicznej wzglgdem nieusieciowanego polimeru. Dodatkowo, silnie
usieciowana struktura polimerowa zapewnia przedtuzone uwalnianie substancji

aktywnych, co jest waznym aspektem z punktu widzenia zastosowan medycznych.
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1.9. Podsumowanie opracowania literaturowego

Naturalne czynniki sieciujagce pozyskiwane z surowcOw roslinnych stanowig
interesujaca alternatywe dla ich syntetycznych odpowiednikow. Wyrozniajg sie
szeregiem korzystnych wlasciwosci z punktu widzenia zastosowan medycznych, takich
jak biozgodnos¢, biodegradowalnos$¢ 1 ograniczona cytotoksyczno$¢. Co wiecej, moga
wykazywa¢  dodatkowe  dziatanie  terapeutyczne,  obejmujace  aktywnos$¢

przeciwdrobnoustrojowa, przeciwutleniajacg i przeciwzapalng.

Fusy kawowe powstate po procesie parzenia ziaren kawy, stanowig surowiec nadal
bogaty w biologicznie aktywne substancje czynne, takie jak kwas chlorogenowy, kofeina,
kwas kawowy czy kwas szikimowy. Literatura podaje liczne mozliwo$ci zastosowania
tego komponentu, migdzy innymi w celu funkcjonalizacji zywnosci, redukcji obcigzen
mikrobiologicznych, stabilizacji produktéw 1 otrzymywania materialdw o
zréznicowanych aplikacjach. Dotychczas nie odnotowano doniesien literaturowych
dotyczacych wykorzystania fusow kawowych jako surowca do pozyskiwania bio-
czynnikow sieciujgcych dla materiatow hydrozelowych. Z tego wzgledu zasadne jest
podjecie prac badawczych w tym kierunku, zgodnie z ideg gospodarki o obiegu

zamknietym, w celu wykorzystania warto§ciowych zasobow pochodzacych z odpaddw.

Materialy hydrozelowe o wlasciwosciach pozadanych dla produktow medycznych
otrzymywane sg na drodze sieciowania chemicznego, gtownie przy uzyciu syntetycznych
czynnikow sieciujacych. Zastosowanie zwigzkoOw pochodzenia naturalnego, zwlaszcza w
postaci ekstraktow roSlinnych, pozwala z jednej strony na ograniczenie ryzyka
cytotoksycznosci wzgledem organizmu cztowieka, a z drugiej umozliwia otrzymanie

materialdow o okreslonych wiasciwos$ciach terapeutycznych.

Powszechng metoda pozyskiwania substancji czynnych z fuséw kawowych jest
ekstrakcja. Klasyczne metody wykorzystujace rozpuszczalniki organiczne maja jednak
szereg istotnych wad, co sktania do poszukiwania rozwigzan bardziej efektywnych i
przyjaznych S$rodowisku. Nowoczesne metody ekstrakcji, takie jak ekstrakcja
wspomagana ultradzwigkami czy promieniowaniem mikrofalowym, pozwalaja na
skrocenie czasu procesu, zmniejszenie zuzycia ekstrahentow oraz poprawe ogolnej
efektywnosci ekstrakcji. Kierunkiem wartym uwagi wydaja si¢ szczegOlnie techniki
taczone, ktére niosa ze soba dodatkowe korzysci ekonomiczne i1 $rodowiskowe,

wynikajace z mozliwosci znaczacej redukcji kluczowych parametrow procesu w
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odniesieniu do pojedynczych technik. Podej$cie to zostalo réwniez wykorzystane w

ramach realizacji zatozen pracy doktorskiej.

Reasumujac, podjeta w niniejszej pracy doktorskiej tematyka badawcza jest w pelni
uzasadniona i moze przyczynic si¢ do rozwoju nowoczesnych materiatow do zastosowan
medycznych, charakteryzujacych sie biokompatybilno$cig 1 dziataniem terapeutycznym,
otrzymywanych zgodnie z zasadami zrOwnowazonego rozwoju z wykorzystaniem

odpadowych surowcow roslinnych.
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2. CELIZAKRES PRACY

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie efektywnej metody pozyskiwania
substancji aktywnych z wybranego odpadowego surowca roslinnego, fusow kawowych,
oraz ocena ich przydatnosci jako naturalnych czynnikéw sieciujacych dla polimeréw
biatkowych, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem zelatyny. Zbadano wptyw nastepujacych
technik ekstrakcji: cialo stale-ciecz (LSE), wspomaganej ultradzwigckami (UAE),
wspomaganej promieniowaniem mikrofalowym (MAE) oraz metody laczacej dziatanie
ultradzwigkéw i promieniowania mikrofalowego (UMAE), na sklad i aktywnos¢
otrzymanych ekstraktow. Uzyskane ekstrakty zastosowano do chemicznego usieciowania
materiatow hydrozelowych na bazie zelatyny, a nast¢gpnie oceniono wptyw bio-
czynnikow sieciujacych na wybrane wiasciwosci fizykochemiczne, mechaniczne i
termiczne otrzymanych hydrozeli. W kolejnych etapach do wybranej matrycy
hydrozelowej wprowadzono dodatkowe substancje aktywne (niacynamid i kwas
hialuronowy), aby uzyska¢ materiaty wykazujace dziatanie terapeutyczne, co jest bardzo
istotne z punktu widzenia zastosowan medycznych, w szczegélnosci w obszarze

opatrunkdéw na rany.
Zakres pracy obejmowat:

e Opracowanie metody pozyskiwania substancji aktywnych z fusow kawowych
przy zastosowaniu nastepujacych technik ekstrakcji: ciato state-ciecz (LSE),
wspomagane] ultradzwieckami (UAE), wspomaganej mikrofalami (MAE) oraz
metody laczacej dziatanie ultradzwiekéw i1 promieniowania mikrofalowego
(UMAE).

e Charakterystyke otrzymanych ekstraktéw pod katem zawartosci okreslonych
substancji aktywnych (HPLC), wlasciwosdci przeciwutleniajacych, aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, cytotoksyczno$ci in vitro oraz wptywu na migracje
komorek in vitro.

e Zastosowanie ekstraktow w reakcjach chemicznego sieciowania Zelatyny oraz
charakterystyke otrzymanych materialdw hydrozelowych, w tym badania
fizykochemiczne, strukturalne (FT-IR), morfologiczne (SEM), termiczne
(TG/DTG, DSC), reologiczne i mechaniczne.

e Modyfikacje bazowego materiatu hydrozelowego substancjami aktywnymi

(niacynamidem 1 kwasem hialuronowym) oraz charakterystyke otrzymanych

58



materiatéw hydrozelowych, w tym badania fizykochemiczne, strukturalne (FT-
IR), morfologiczne (SEM), termiczne (TG/DTG, DSC), wyznaczenie profili

uwalniania substancji aktywnych i okreslenie cytotoksycznosci in vitro.

59



3. METODYKA BADAN

3.1. Surowce i odczynniki

Charakterystyke surowcoéw 1 odczynnikow zastosowanych do otrzymywania bio-
czynnikow sieciujgcych i modyfikowanych materiatéw hydrozelowych przedstawiono w

Tabeli 3A. Pozostate surowce i odczynniki uzyte w trakcie analiz zamieszczono w Tabeli

3B.

Tabela 3A. Charakterystyka surowcow i odczynnikéw zastosowanych podczas syntez.

Nazwa IUPAC Wzor Masa molowa | 0/ xS | Producent | -ermiona
sumaryczny [g/mol] funkcja
Buf
pH 11(1&0(1 05 - - - Chempur Ekstrahent
lenek igma- ik
Wodorotlene NaOH 40,00 1310-732 Slgn'la Czyan
sodu Aldrich buforujacy
K ik
was HCI 36,46 7647-01-0 | Pol-Aura Czynni
chlorowodorowy buforujacy
Olej z awokado 716b sobie Czynn11.<
Persea - - - wspomagajacy
. krem .
Gratissima ekstrakcje
Zel igma-
elatynaze - - 9000-70-8 | '&ma Polimer
skory swinskiej Aldrich
K-karagen - - 11114-20-8 Pol-Aura Polimer
Lakaza z Sioma
Trametes - - 80498-15-3 5 . Katalizator
) Aldrich
versicolor
Substancja
Chlorek potasu KCl 74,56 7447-40-7 Chempur )
pomocnicza
Nadtlenek Sigma- .
HO 34,01 7722-84-1 Utl
wodoru 2 ’ Aldrich enacz
Gliceryna C3H303 92,09 56-81-5 Chempur Plastyfikator
Substancj
Niacynamid CsHeN-O 122,12 98-92-0 ECOSPA ubstaticya
aktywna
>10000 DA
(0,5%);
Potrojny kwas 100 000 - 400 Substancja
% u
oy (C14H2NaNO1 ) 000 DA 9067-32-7 | ECOSPA )
hialuronowy aktywna
(0,5%);
1,0-1,8M
DA (0,5%)
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Tabela 3B. Charakterystyka surowcow i odczynnikéw uzytych w trakcie analiz.

Nazwa ITUPAC sum‘::;crmy Ma?; /$3:]°wa Nr CAS Producent
> st - - - Chempur
Weglan sodu bezwodny Na,COs3 105,99 497-19-8 Chempur
Kwas galusowy bezwodny C7HsOs 170,12 149-91-7 Pol-Aura
Azotyn sodu NaNO, 69,00 7632-00-0 Chempur
Sczléls(zzl; iﬂﬂ; AICl;-6H,0 241,43 7784-13-6 | Sigma-Aldrich
Kwercetyna bezwodna Ci5H1007 302,24 117-39-5 Pol-Aura
;i;g;‘;f:;;yl CisH12N506 394,32 1898-66-4 Pol-Aura
Etanol C,HsOH 46,07 64-17-5 Chempur
Kwas mréwkowy CH,0; 46,03 64-18-6 Fisher Scientific
Metanol CH3;OH 32,04 67-56-1 POCH
Kwas 3-O-kofeinochinowy Ci6H1309 354,31 906-33-2 Sigma-Aldrich
Kwas 5-O-kofeinochinowy Ci6H1309 354,31 327-97-9 Sigma-Aldrich
Kofeina CsH10N4O, 194,19 58-08-2 Sigma-Aldrich
Kwas kawowy CoHgO4 180,16 331-39-5 Sigma-Aldrich
Kwas szikimowy C7H100s 174,15 138-59-0 Sigma-Aldrich
trinitro:zz i’:ﬁ;onowy CoH3N; 068 293,17 2508-19-2 | Sigma-Aldrich
Wodoroweglan sodu NaHCO; 84,01 144-55-8 Chempur
Roztwor buforu i i i Chempur
fosforanowego (PBS)

3.2. Schemat ideowy procesu badawczego

Rysunek 3 przedstawia schemat ideowy procesu badawczego, uwzgledniajacy

poszczegblne etapy oraz zastosowane metody badawcze.
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Etap 1: Opracowanie metody Etap 3: Charakterystyka
otrzymywania bio-czynnika materiatéw hydrozelowych
sieciujgcego zawierajgcych gliceryne

Dobér parametréw procesu metodg DoE
Analiza HPLC

Catkowita zawartos¢ polifenoli
Catkowita zawarto$¢ flawonoidéw
Aktywnosé przeciwutleniajgca
Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
Cytotoksycznosé in vitro

Migracja komoérek in vitro

Stopien usieciowania
Stopien pecznienia
Analiza FT-IR

Badania mechaniczne
Analiza TGA i DSC

Wynik: Metoda ekstrakcji UMAE Whynik: Hydrozel LF_10.0_GL_0.4
O O

Etap 2: Opracowanie metody Etap 4: Modyfikacja bazowego

sieciowania bazowego
materiatu hydrozelowego

materiatu hydrozelowego
substancjami aktywnymi

Stopien usieciowania
Stopien pecznienia

Stopien usieciowania
Stopieri pecznienia

Analiza FT-IR Stopien degradacji
Analiza SEM Analiza FT-IR
Analiza TGA i DSC Analiza SEM

Analiza TGA i DSC

Profil uwalniania substancji aktywnych
Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
Cytotoksycznosé in vitro

Wtasciwosci reologiczne
Profil uwalniania kwasu chlorogenowego
Migracja komérek in vitro

Wynik: Hydrozel LF_10.0 Wynik: Hydrozele o zréznicowanych
profilach uwalniania

Rysunek 3. Schemat ideowy przebiegu realizowanych prac badawczych.
3.3. Metody pozyskiwania bio-czynnikow sieciujacych z odpadow po kawie

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem fusow kawowych powstatych w wyniku
parzenia jasno palonych ziaren kawy Arabica (Tchibo Exclusive) pochodzacych z
Ameryki Poludniowej, przy uzyciu ekspresu ci$nieniowego Jura Impressa C5 (ci$nienie
parzenia: 15 bar). Odpadowy surowiec suszono na powietrzu, a nast¢pnie mielono w
elektrycznym mlynku Bosch (180 W) do uzyskania materiatu o ziarnistosci w zakresie

0,25-0,5 mm, okres$lonej za pomocg analizy sitowe;.
3.3.1. Ekstrakcja cialo stale-ciecz

Fusy z kawy (15% m/v) odwazono do kolby okraglodennej, dodano wode
destylowana z odpowiednig ilo$cig 0,1 M roztworu HCl (pH 2,2-3,2) oraz olej z awokado
w stosunku 19:1 (v/v). Mieszaning ekstrakcyjng ogrzewano przez 25-35 minut w statej
temperaturze 35-45°C. Po przesaczeniu ekstraktu przez tkaning filtracyjng 1 wirowaniu
przez 20 minut przy predkosci obrotowej wynoszacej 4000 obr/min, rozpuszczalnik

usuni¢to na drodze liofilizacji [356].
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3.3.2. Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami

Fusy z kawy (15% m/v) odwazono do kolby okraglodennej, dodano wode
destylowang z odpowiednig iloscig 0,1 M roztworu HCI (pH 2,3-4,3) oraz olej z awokado
w stosunku 19:1 (v/v). Mieszanine ekstrakcyjng poddano dziataniu ultradzwigkdéw o
mocy 120 W i czestotliwosci 40 kHz przez 35-45 minut w statej temperaturze 35-45°C.
Po przesaczeniu ekstraktu przez tkaning filtracyjng 1 wirowaniu przez 20 minut przy
predkosci obrotowej wynoszacej 4000 obr/min, rozpuszczalnik usuni¢to na drodze

liofilizacji [357].
3.3.3. Ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym

Fusy z kawy (15% m/v) odwazono do kolby okraglodennej, dodano wode
destylowang z odpowiednig iloscig 0,1 M roztworu HCI lub komercyjny bufor (pH 2-10)
oraz olej z awokado w stosunku 19:1 (v/v). Mieszanine ekstrakcyjng ogrzano do
temperatury 40-60°C poprzez dziatanie promieniowaniem mikrofalowym o mocy 70-210
W pod ci$nieniem atmosferycznym. Po przesaczeniu ekstraktu przez tkaning filtracyjng i
wirowaniu przez 20 minut przy predkosci obrotowej wynoszacej 4000 obr/min,

rozpuszczalnik usuni¢to na drodze liofilizacji [358].

3.3.4. Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami/promieniowaniem

mikrofalowym

Fusy z kawy (15% m/v) odwazono do kolby okraglodennej, dodano wode
destylowang z odpowiednig iloscig 0,1 M roztworu HCI lub komercyjny bufor (pH 2-10)
oraz olej z awokado w stosunku 19:1 (v/v). Mieszaning ekstrakcyjng poddano dziataniu
ultradzwigkoéw o mocy 120 W i czestotliwosci 40 kHz przez 5-25 minut w temperaturze
40°C. Po zakonczeniu pierwszego etapu mieszaning ogrzano do temperatury 50°C pod
wpltywem promieniowania mikrofalowego o mocy 70-210 W pod ci$nieniem
atmosferycznym. Nastepnie mieszaning ekstrakcyjng ponownie poddano dzialaniu
ultradzwigkéw o takich samych parametrach jak podczas pierwszego etapu. Po
przesaczeniu ekstraktu przez tkanine filtracyjng 1 wirowaniu przez 20 minut przy
predkosci obrotowej wynoszacej 4000 obr/min, rozpuszczalnik usuni¢to na drodze

liofilizacji [359].
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3.4. Metody badawcze zastosowane dla bio-czynnikdéw sieciujacych

3.4.1. Analiza catkowitej zawartosci polifenoli

Calkowita zawarto$¢ polifenoli (TPC) oznaczono zmodyfikowang metoda
spektrofotometryczng [360]. Do 1 ml probki ekstraktu dodano 5 ml 10% roztworu
odczynnika Folina-Ciocalteu, a nastepnie po upltywie 5 minut wprowadzono 4 ml 7,5%
roztworu Na,CQOs. Mieszaning inkubowano w temperaturze pokojowej, w ciemnosci
przez 60 minut, po czym zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 765 nm. Na podstawie
krzywej kalibracyjnej wykonanej dla kwasu galusowego wyznaczono ilosciowa
zawarto$¢ polifenoli, a wyniki wyrazono jako miligram ekwiwalentu kwasu galusowego

na mililitr probki.
3.4.2. Analiza catkowitej zawartosci flawonoidow

Catkowitg zawarto$¢ flawonoidow (TFC) oznaczono metoda kolorymetryczng [361].
Do 1 ml probki ekstraktu dodano 4 ml wody destylowanej i 0,3 ml 5% roztworu NaNO»,
a po 5 minutach inkubacji wprowadzono 0,3 ml 10% roztworu AlCl3-6H>0. Po uptywie
kolejnych 6 minut dodano 2 ml 4% roztworu NaOH 1 zawarto$¢ kolby rozcienczono,
dodajac 2,4 ml wody destylowanej. Absorbancj¢ mieszaniny zmierzono przy dtugosci fali
510 nm. Catkowita zawarto$¢ flawonoidéw zostala okreslona na podstawie krzywej
wzorcowej otrzymanej dla kwercetyny, a warto§¢ parametru wyrazono jako miligram

ekwiwalentu kwercetyny na mililitr probki.
3.4.3. Badanie aktywnosci przeciwutleniajacej metoda DPPH

Aktywno$¢ przeciwutleniajacg probek ekstraktow zmierzono za pomoca
zmodyfikowanej metody DPPH [362]. Etanolowy roztwor DPPH o stezeniu 0,5 mM
rozcienczano, tak aby warto$¢ absorbancji przy dtugosci fali 517 nm wynosita ~ 0,9. Do
1,5 ml przygotowanego roztworu rodnika dodano 200 pl etanolu (Ao) lub 200 ul probki
ekstraktu (A), a nastepnie zmierzono absorbancje mieszaniny po 30 minutach inkubacji.
Zdolnos¢ neutralizowania wolnych rodnikéw przez probki ekstraktoéw wyznaczono przy
zastosowaniu wzoru:

Ag—
Ao

%inhibicja = 24 100% 1)
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3.4.4. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Analize chromatograficzng (HPLC) przeprowadzono przy zastosowaniu
chromatografu cieczowego Dionex UltiMate 300, ktéry zawieral pompe¢ automatyczna,
iniektor, autosampler, komorg¢ kolumny i detektor UV-Vis z matrycg diodowa PDA.
Oprogramowanie Chromeleon 6.8 pozwolilo na sterowanie urzadzeniem, a takze
gromadzenie 1 przetwarzanie danych. Zwiazki rozdzielano na kolumnie
chromatograficznej Kinetex XB C18 (100 x 4,6 mm, 3,5 um), dzialajacej w
izokratycznym uktadzie faz odwroconych. W komorze kolumny, przez caty czas trwania
pomiardw, utrzymywano stalg temperature réwng 30°C. W fazie ruchomej jako eluenty
zastosowano 0,1% (m/m) roztwor kwasu mrowkowego oraz metanol, ktoérych stosunek
wynosit 87:13. Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej ustalono na poziomie 0,9 ml/min, a
objetos¢ i czas nastrzyku wynosity odpowiednio 5 pl i 12 minut. Detekcja analizowanych
zwigzkow miata miejsce przy nastepujacych dlugosciach fali: 325 nm (3-CQA, 4-CQA,
kwas kawowy), 272 nm (kofeina) 1 260 nm (kwas szikimowy). Identyfikacji zwigzkéw w
probkach ekstraktow dokonano poprzez potwierdzenie zgodnosci czasOw retencji i
wlasciwosci spektralnych UV-Vis z odpowiednimi wzorcami analitycznymi. Oznaczenia

ilosciowe wykonano na podstawie odpowiednich krzywych kalibracyjnych.
3.4.5. Badanie aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej metoda mikrorozcienczen

Mikroorganizmy zastosowane w badaniu zakupiono/dostarczono przez ATCC
(American Type Culture Collection), DSMZ (German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures GmbH), NCTC (National Collection of Type Cultures central Public Health
Laboratory London) and NIL (Narodowy Instytut Lekow w Warszawie). Wybrano
dwana$cie szczepoOw bakterii Gram-dodatnich (szczepy oporne na metycyling:
Staphylococcus aureus ATCC BAA-1707 1 S. aureus ATCC 43300, szczepy wrazliwe na
metycyling: Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 6538P, 1 S. aureus
ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Micrococcus luteus ATCC
10240, Bacillus subtilis ATCC 6633, B. cereus ATCC 10876, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, E. faecalis ATCC 51299, E. faecium ATCC 194 34), pigtnascie szczepoOw
bakterii Gram-ujemnych (Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Proteus mirabilis ATCC 12453, Escherichia coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, K. pneumoniae ATCC BAA2146,
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705, Klebsiella pneumoniae NCTC 13440,
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Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Pseudomonas aeruginosa NIL, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumanii ATCC 19605, Enterobacter cloacae
NIL, Aeromonas veronii DSM 7386) oraz jedenascie szczepow drozdzy (Candida
albicans ATCC 2091, C. albicans ATCC 10231, C. auris CDC B11903, C. glabrata
ATCC 90030, C. glabrata ATCC 15126, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC
14243, C. lusitaniae ATCC 3449, C. tropicalis ATCC 1369, Geotrichum candidum ATCC

34614 1 Trichosporon asahii - izolat kliniczny).

Wszystkie szczepy bakterii przechowywano w temperaturze -70°C w mieszaninie
bulionu Brain Heart Infusion (BHI) w stosunku 1:1, natomiast szczepy grzybow w
mieszaninie bulionu Sabourauda 1 gliceryny. W celu reaktywacji hodowano je
odpowiednio na podlozu Trypticase Soy Agar (TSA) (bakterie) oraz agarze Sabourauda
(drozdze), inkubujac przez 18-24 godziny w temperaturze 35°C w warunkach
atmosferycznych. Nastepnie przechowywano je w temperaturze 2-8°C do czasu

przygotowania i standaryzacji do badan.

Zastosowane mikroorganizmy reprezentuja patogeny najczgsciej wystepujace w
zakazeniach skory i ran, co jest zgodne z przewidywanym wykorzystaniem materiatow

jako opatrunkéw dermatologicznych.

Badanie  aktywno$ci  przeciwdrobnoustrojowej  przeprowadzono  metoda
mikrorozcienczen zgodnie z wytycznymi EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) [363], zmodyfikowanymi przez Malm 1 in. [364].
Oceniono minimalne st¢zenie hamujace (MIC), minimalne stezenie bakteriobojcze
(MBC) 1 minimalne st¢zenie grzybobojcze (MFC). Probki ekstraktow (LSE, UAE, MAE
1 UMAE) o stezeniach koncowych z zakresu 0,125-8 mg/ml inkubowano w 96-
dotkowych ptytkach titracyjnych w odpowiedniej objgtosci pozywki Mueller-Hinton
Broth (MHB) dla bakterii lub pozywki RPMI1640 dla drozdzy. W badaniu wykorzystano
nastepujace systemy kontrolne: kontrola sterylnosci pozywek MHA (Mueller-Hinton
Agar), MHB (Mueller-Hinton Broth), RPMI 1640A 1 RPMI 1640B niezawierajacych
badanych ekstraktow i mikroorganizmow referencyjnych, kontrola ekstraktow o stezeniu
od 0,125 do 8 mg/ml w pozywkach MHB i RPMI 1640B oraz kontrola zywotno$ci
testowanych mikroorganizmow referencyjnych w pozywkach MHA, MHB, RPMI 1640A
1 RPMI 1640B bez dodatku ekstraktow.
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Kontrola jako$ci oznaczania wrazliwo$ci na §rodki przeciwdrobnoustrojowe zostala
przeprowadzona zgodnie z zaleceniami EUCAST. Wykorzystano nastgpujace szczepy
referencyjne: S. aureus ATCC 29213 (bakterie Gram-dodatnie), E. coli ATCC 25922
(bakterie Gram-ujemne) oraz C. albicans ATCC 10231 (drozdze). Referencyjne srodki
przeciwdrobnoustrojowe (np. wankomycyna, cyprofloksacyna, flukonazol) stosowano

wylacznie wobec wskazanych szczepow kontrolnych.

Warto$¢ minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) dla referencyjnych substancji
przeciwdrobnoustrojowych wynosita 1 pg/ml wankomycyny dla szczepu S. aureus ATCC
29213, 0,5 pg/ml cyprofloksacyny dla szczepu E. coli ATCC 25922 i 1 pg/ml flukonazolu
dla szczepu C. albicans ATCC 10231. Wszystkie eksperymenty, w tym oznaczenia MIC,
MBC i MFC, przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Sposrdd uzyskanych wynikow

wybrano najbardziej reprezentatywne wartosci dla kazdego parametru oddzielnie.
3.4.6. Badanie cytotoksyczno$ci in vitro

Komorki normalnych ludzkich fibroblastéw skornych NHDF (PromoCell) wysiano
do 96-dotkowych ptytek w ilosci 4000 komoérek na dotek, a nastepnie inkubowano w
temperaturze 37°C przez 24 godziny. Ekstrakty rozpuszczono w pozywce do hodowli
komoérkowych DMEM w stezeniach z zakresu 0,075-1 mg/ml. Usunigta z ptytek pozywke
zastgpiono roztworami badanych prébek, a po 72 godzinach przeprowadzono test MTS.
Pozywke zawierajaca dodatek ekstraktow zastgpiono mieszaning 80 pul DMEM
pozbawionego czerwieni fenolowej 1 20 pl roztworu CellTiter 96®AQueous One
Solution-MTS (Promega). Po godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C, wykonano
pomiar absorbancji przy dtugosci fali 490 nm w czytniku wieloptytkowym (Synergy 4,

BioTek), a wyniki poréwnano z kontrola negatywna (komorki nieleczone).

Badania zrealizowano w ramach stazu naukowego w Instytucie Fizyki im. Augusta

Chetkowskiego na Uniwersytecie Slaskim w Chorzowie.
3.4.7. Badanie migracji komorek in vitro

Komorki NHDF wysiano na ptytki p-Plate 24 Well Black (Ibidi), 2-studzienkowe z
wktadka silikonowa o zdefiniowanej szerokosci szczeliny, w ilosci 30 000 komorek na
dotek, a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny celem otrzymania
jednolitej monowarstwy. Po usunieciu wktadek za pomocg sterylnej pesety, komorki

przeptukano dwukrotnie roztworem buforowym PBS. Do dotkéw wprowadzono roztwor
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mitomycyny C (5 pg/ml), inhibitora proliferacji komorek, ktéry usunigto po uptywie 1
godziny. Komorki przemyto dwukrotnie roztworem PBS i inkubowano w obecnosci
badanych probek (0,5 mg/ml, DMEM) przez 48 godzin w temperaturze 37°C. Kontrole
pozytywna stanowit roztwor adenozyny o stezeniu 0,015 pM. Migracje komorek i gojenie
rany monitorowano co 24 godziny przy zastosowaniu mikroskopu odwrdconego Zeiss
PrimoVert, a procent zamknigcia rany okre§lono za pomoca oprogramowania ImagelJ 1.41
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) z wtyczka ,,wound
healing size tool” [365].

Badania zrealizowano w ramach stazu naukowego w Instytucie Fizyki im. Augusta

Chetkowskiego na Uniwersytecie Slaskim w Chorzowie.
3.5. Metoda otrzymywania bazowej matrycy hydrozelowej

Roztwor zelatyny o stezeniu 7% (m/v) potaczono z 5% (m/v) roztworem k-karagenu
oraz 0,1-0,4 g bio-czynnika sieciujagcego w postaci liofilizowanej, ktory otrzymano
metoda ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami/promieniowaniem mikrofalowym.
Roztwor lakazy o st¢zeniu 0,85% (m/v), przygotowany w 0,25 M roztworze KCl 1 30%
(v/v) roztworze H>02, dodano wraz z 0,4-0,6 ml gliceryny do frakcji polimerowej, a
nastepnie mieszano przez 30 minut w temperaturze 60°C. Przez mieszanin¢ reakcyjna
przepuszczano tlen techniczny (99,5%) przez 20 minut, po czym mieszano ja przez 2
minuty w temperaturze 100°C. Ostatecznie mieszaning pozostawiono na szalce Petriego

na 48 godzin w celu pelnego usieciowania [366].

3.6. Metoda otrzymywania matrycy hydrozelowe] modyfikowanej substancjami

aktywnymi

Roztwér zelatyny o stezeniu 7% (m/v) potaczono z 5% (m/v) roztworem k-karagenu
oraz 0,4 g bio-czynnika sieciujgcego w postaci liofilizowanej, ktory otrzymano metoda
ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami/promieniowaniem mikrofalowym. Zastosowano
rowniez dodatek dwoch substancji aktywnych - niacynamidu (0,5 gi 1 g) oraz potrdjnego
kwasu hialuronowego (1 ml 1 2 ml). Roztwor lakazy o stezeniu 0,85% (m/v),
przygotowany w 0,25 M roztworze KCl 1 30% (v/v) roztworze H>02, dodano wraz z 0,4
ml gliceryny do frakcji polimerowej, a nastgpnie mieszano przez 30 minut w
temperaturze 60°C. Przez mieszaning reakcyjng przepuszczano tlen techniczny (99,5%)
przez 20 minut, po czym mieszano jg przez 2 minuty w temperaturze 100°C. Ostatecznie

mieszaning pozostawiono na szalce Petriego na 48 godzin w celu petnego usieciowania.
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3.7. Metody badawcze zastosowane dla materialow hydrozelowych

3.7.1. Badanie stopnia usieciowania

Stopien usieciowania materiatu hydrozelowego wyznaczono poprzez poréwnanie
zawarto$ci wolnych grup e-aminowych w probce zawierajacej czynnik sieciujgcy oraz
probce odniesienia. Badanie przeprowadzono przy uzyciu testu kolorymetrycznego
[367], ktory opiera si¢ na reakcji pierwszorzedowych grup aminowych z kwasem 2.,4,6-

trinitrobenzenosulfonowym (TNBS).

Badane probki hydrozeli o masie 2,00 = 0,05 mg inkubowano przez 4 godziny w
temperaturze 40°C w mieszaninie 1 ml 4% roztworu NaHCO; 1 1 ml 0,5% roztworu
TNBS. Nastepnie dodano 2 ml 6 M roztworu HCI i ogrzewano w temperaturze 60°C
przez 2 godziny, az do calkowitego rozpuszczenia hydrozeli. Mieszaning pozostawiono
do ostygnigcia, po czym zmierzono jej absorbancj¢ przy dtugosci fali 345 nm wzgledem

Slepej proby [368,369]. Stopien usieciowania obliczono przy zastosowaniu rownania:

Ac
%DC = (1- E) -100% )
gdzie Ac - absorbancja usieciowanego materialu hydrozelowego, Ao - absorbancja

nieusieciowanego materiatu hydrozelowego.
3.7.2. Badanie stopnia pecznienia

Stopnien  pegcznienia stanowi parametr okre$lajacy zdolno$¢ materialu
hydrozelowego do wchianiania cieczy. W celu jego wyznaczenia, probki hydrozeli o
wymiarach 10x10 mm, uprzednio wysuszone do stalej masy (My), inkubowano w 25 ml
wody destylowanej lub buforu fosforanowego (PBS) o pH 7,4 w temperaturze 25°C lub
37°C. Po uptywie 1 godziny probki wyjeto z roztworu, powierzchnie osuszono bibulg
filtracyjna, a nastgpnie zwazono na wadze analitycznej (Mi). Po pomiarze probki
hydrozeli ponownie umieszczono w medium inkubacyjnym. Kolejne pomiary masy
wykonano po 3, 24 1 72 godzinach od rozpoczecia badania [370]. Stopien pgcznienia
wyznaczono wedlug wzoru:

%SD = 22 100% 3)

0
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3.7.3. Badanie stopnia degradacji

Badania degradacyjne materiatu hydrozelowego prowadzono przez 28 dni. Prébki o
wymiarach 10x10 mm inkubowano w buforze fosforanowym (pH 7,4) w temperaturze
37°C. Postgp degradacji monitorowano poprzez pomiar pH i przewodnosci ptynu
inkubacyjnego, wykonywany w siedmiodniowych odstepach czasowych [371]. Po
zakonczeniu badania pozostato$¢ probki wysuszono i zwazono na wadze analitycznej, a

nastepnie wyznaczono ubytek masy materialu zgodnie z ponizszym wzorem:

%WL =2 1009 4)

0

gdzie Mo — poczatkowa masa materialu hydrozelowego [g], M1 — koncowa masa

materialu hydrozelowego po 28 dniach degradacji [g].
3.7.4. Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera

Analize struktury chemicznej materiatu hydrozelowego, potwierdzajaca rowniez
chemiczne usieciowanie zelatyny, przeprowadzono z wykorzystaniem spektroskopii w
podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR). Pomiary wykonano przy uzyciu
spektrofotometru Nicolet iS5 Thermo Scientific, wyposazonego w przystawke ATR z
krysztalem diamentowym. Widmo absorbancji rejestrowano w zakresie liczby falowej

4000-600 cm™!, w temperaturze pokojowe;.
3.7.5. Skaningowa mikroskopia elektronowa

Morfologi¢ przekroju poprzecznego materiatu hydrozelowego zbadano za pomoca
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) przy zastosowaniu mikroskopu Apreo 2 S
LoVac (Thermo Fisher Scientific) wyposazonego w dziato elektronowe z emisja polowa
Schottky'ego o napigciu przyspieszajacym z zakresu od 200 V do 30 kV. W trybie niskiej
prozni, przy ci$nieniu wynoszacym 10-500 Pa, zastosowano detektor LVD, ktory
rejestrowal bezposrednio sygnat elektronow wtornych (SE). Celem uzyskania lepszej
jakosci obrazu, badane probki napylano warstwa zlota o grubo$ci 2,5 nm, a nastgpnie

przymocowano ja do stolika za pomoca taSmy weglowe;.
3.7.6. Skaningowa kalorymetria roznicowa

Wilasciwosci termiczne materiatu hydrozelowego analizowano metoda skaningowej
kalorymetrii roznicowej (DSC) przy uzyciu urzadzenia Netzsch DSC 214 Polyma. Probki

hydrozeli o masie 8,0 £ 0,2 mg umieszczano w zamknigtym tyglu aluminiowym i
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ogrzewano w przedziale temperaturowym od -50°C do 300°C z szybkoscig 10°C/min.
Nastepnie material ogrzewano w maksymalnej temperaturze przez 10 minut i chtodzono
do temperatury pokojowej z szybkoscig 10°C/min. Pomiar DSC prowadzono w
atmosferze azotu dla probki wysuszonej do statej masy metoda liofilizacji w temperaturze
50°C w suszarce prozniowej Chemland. Z kolei pomiar dla probki niesuszonej wykonano

w zamknig¢tym tyglu ci§nieniowym.
3.7.7. Termograwimetria

Do analizy termicznego rozktadu materiatéw hydrozelowych zastosowano metode
termograwimetryczng (TGA). Liofilizowane probki hydrozeli o masie 10,0 + 0,2 mg
ogrzewano z szybkos$cig 10°C/min w zakresie temperatur 30-800°C za pomocg aparatu
Netzsch TG209 F1. Pomiar prowadzono przy uzyciu tygla z Al,03; w atmosferze azotu.
Pierwsza pochodna masy (DTG) zostata obliczona w odniesieniu do uzyskanych

krzywych zaleznos$ci masy materialu od temperatury.
3.7.8. Badanie wlasciwosci reologicznych

Wilasciwos$ci reologiczne mieszanin reakcyjnych oraz materiatow hydrozelowych
analizowano za pomoca reometru HAAKE MARS III, wyposazonego w uktad
pomiarowy o geometrii typu plytka-ptytka. Dla mieszaniny reakcyjnej pomiary
prowadzono w zakresie temperatur od 50°C do 25°C, przy stalej szybkosci chtodzenia
réownej 3°C/min, naprezeniu $cinajacym T = 10 Pa i czgstotliwosci =1 Hz. W przypadku
materiatu hydrozelowego analize prowadzono w zakresie temperatur od 25°C do 50°C,
przy stalej szybko$ci ogrzewania wynoszacej 3°C/min, naprezeniu $cinajacym t= 100 Pa
1 czestotliwosei f = 1 Hz. Zmiany modutu zachowawczego (G') oraz modutu stratnosci

(G") przedstawiono w funkcji temperatury, podobnie jak w literaturze [370,372].
3.7.9. Badanie twardosci

Twardo$¢ materiatu hydrozelowego badano zgodnie z norma PN-ISO 868 [373] przy
uzyciu twardosciomierza Shore’a typu A (Insize Co., Loganville, GA, USA). Pomiary
wykonywano w temperaturze otoczenia, a dane rejestrowano 15 s po dotknieciu probki
hydrozelu sonda naciskowa. Kazda probke poddano pigciokrotnemu badaniu po obu

stronach materiatu, a dane przedstawiono jako $rednia.
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3.7.10. Badanie wlasciwos$ci mechanicznych

Badania wytrzymato$ci na rozcigganie przeprowadzono przy uzyciu maszyny
wytrzymatosciowej typu BIONIX (MTS), wyposazonej w sitomierz o zakresie
pomiarowym 125 N. Do analizy wykorzystano probki hydrozelowe w formie wiosetek
(n = 7), o catkowitej dlugosci 80 mm i przekroju poprzecznym 4,4 x 0,3 mm w czgsci
pomiarowej. Proby rozciggania prowadzono dla materiatbw wysuszonych, w
temperaturze pokojowej, przy stalej predkosci 1 mm/s, az do momentu zerwania probki.

Podczas badania rejestrowano wartos$ci sity i wydtuzenia.
3.7.11. Badanie profilu uwalniania bio-czynnika sieciujgcego

Celem badania byto okreslenie stabilnosci hydrolitycznej usieciowanego materialu
hydrozelowego poprzez wyznaczenie profilu uwalniania kwasu chlorogenowego,
gléwnego sktadnika bio-czynnika sieciujacego, metoda statyczng. Zastosowana
membrana z regenerowanej celulozy (Spectra/Por® Dialysis Membrane (MWCO 6-
8000), Carl Roth®) stuzyla ograniczeniu ryzyka mechanicznego rozpadu probki oraz

niekontrolowanej migracji jej sktadnikow do medium akceptorowego.

Probki hydrozeli o masie 150 mg umieszczono w membranie dializacyjnej, a
nastgpnie inkubowano w 150 ml wody destylowanej (pH = 6,6) w temperaturze 25°C
przez 144 godziny. W pierwszym dniu ptyn akceptorowy pobierano w odstepach
czasowych przez 4 godziny od momentu rozpoczgcia badania, natomiast w kolejnych
dniach raz dziennie. Stezenie uwolnionego kwasu chlorogenowego oznaczono za pomocg
metody spektrofotometrycznej (Evolution 220, Thermo Fisher Scientific) przy dlugosci
fali 323 nm.

3.7.12. Badanie profilu uwalniania substancji aktywnych

Profil uwalniania substancji aktywnych z materiatu hydrozelowego przeprowadzono
metoda statyczng. Bufor fosforanowy (PBS) zastosowano jako symulowany plyn

ustrojowy ze wzgledu na jego fizjologiczne pH wynoszace 7,4.

Probki hydrozeli o masie 150 mg umieszczano w 150 ml buforu fosforanowego 1
inkubowano w temperaturze 37°C przez 7 dni. W pierwszym dniu ptyn akceptorowy
pobierano w odstepach czasowych przez 4 godziny od momentu rozpoczgcia badania,
natomiast w kolejnych dniach raz dziennie. Zawarto§¢ substancji czynnych w PBS

oznaczono metoda spektrofotometryczng przy uzyciu aparatu Evolution 220 (Thermo
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Fisher Scientific). Pomiar absorbancji wykonano przy dlugosci fali 262 nm dla

niacynamidu, 269 nm dla kwasu hialuronowego oraz 323 nm dla kwasu chlorogenowego.
3.7.13. Badanie cytotoksycznosci in vitro

Pierwotne ludzkie fibroblasty (GM07452, Coriell Institute for Medical Research)
hodowano w podtozu Minimum Essential Medium (MEM) uzupelionym o 10%
surowicy ptodowej bydlecej (FBS), 1% antybiotyku oraz 1% aminokwaséw. Komorki
inkubowano w temperaturze 37°C w inkubatorze z 5% zawartoscig CO,. Na trzy dni
przed badaniem cytotoksycznosci komorki wysiano na ptytki w celu osiggnigcia ponad
90% konfluencji. Materialy hydrozelowe inkubowano w sterylnej wodzie dejonizowanej
(ddH20), a nastepnie przeniesiono na dno czarnych plytek 96-dotkowych. Do kazdego
dotka dodano 100 uL zawiesiny komoérek w podtozu, zard6wno w przypadku hydrozeli,
jak 1 w dotkach kontrolnych bez hydrozeli, w trzech powtdérzeniach. Cytotoksyczno$¢
oceniano za pomocg testu CytoTox-Fluor™, zgodnie z instrukcja producenta, mierzac
absorbancje przy diugosci fali wzbudzenia 480 nm oraz emisji 525 nm po 1 godzinie
inkubacji. Fluorescencj¢ mierzono za pomoca czytnika Tecan Infinite M200 PRO
(Durham, NC, USA) po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji komérek w obecnosci i braku
hydrozeli. Sygnat fluorescencji dla probek porownano do kontroli, a wyniki wyrazono

jako procentowy wzrost wzgledem komorek kontrolnych.
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4. CZESC BADAWCZA

4.1. Opracowanie metody otrzymywania bio-czynnika sieciujacego

Poczatkowy etap badan polegat na poréwnaniu, a nastgpnie wyborze
najefektywniejszej metody pozyskiwania substancji aktywnych z zasobu ro$linnego.
Celem bylo wuzyskanie jak najwyzszego stezenia poszczegdlnych zwigzkow
wykazujacych duzy potencjal w reakcjach sieciowania polimeréw biatkowych.
Analizowano cztery techniki ekstrakcji: cialo stale-ciecz (LSE), wspomagang
ultradzwigkami (UAE), wspomagang promieniowaniem mikrofalowym (MAE) oraz
faczaca dziatanie ultradzwickéw i promieniowania mikrofalowego (UMAE). W celu
dobrania korzystnych parametrow prowadzenia procesu, zastosowano komputerowe
wspomaganie planowania 1 analizy statystycznej doswiadczen (DoE). Badania
prowadzono na powszechnie dostgpnym surowcu odpadowym pochodzenia roslinnego,
czyli fusach po parzeniu ziaren kawy, bedacych bogatym zrodlem zwigzkow
polifenolowych, alkaloidow 1 hydroksykwasow karboksylowych, takich jak kwas
chlorogenowy, kwas kawowy, kofeina i kwas szikimowy. Zastosowane fusy pochodzity

z jasno palonych ziaren Arabica uprawianych w Ameryce Potudniowe;.
4.1.1. Dobér parametréw procesu metodg DoE (Design of Experiment)

Ocene wptywu parametrow wejsciowych (zmiennych niezaleznych) na parametr
wyjsciowy (zmienng zalezng), czyli catkowitg zawarto$¢ polifenoli, przeprowadzono na
podstawie analizy statystycznej. Badania bazowaly na planie frakcyjnym dla trzech
zmiennych niezaleznych, z ktérych kazda wystepowata na trzech poziomach wartosci (-
1, 0, 1), z dodatkowym punktem w centrum planu. Istotno$¢ wptywu poszczegolnych
zmiennych oceniono za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), przy
poziomie prawdopodobienstwa rownym 5% (p<0,05). Analizy wykonano w programie
Statistica® w wersji 13 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, Kalifornia, USA). Na
podstawie badan wstepnych okreslono zakres zmiennosci parametréw wejsciowych dla

czterech metod ekstrakcji (LSE, UAE, MAE 1 UMAE), co przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Parametry wejSciowe wraz z ich zakresami zmienno$ci dla ekstrakcji LSE,

UAE, MAE, UMAE.

Zakres zmienno$ci parametréw

Metodan Oznficzen‘ie Z-mien'na Jednostka Posiom Posiom Poziom
ekstrakcji Zmiennej niezalezna

QY (V) (0))

X1 Temperatura [°C] 35 40 45

LSE X2 Czas [min] 25 30 35
X3 pH [-] 2,2 2,7 3,2

X4 Temperatura [°C] 35 40 45

UAE Xs Czas [min] 35 40 45
X6 pH [-] 2,3 33 4,3

X7 Temperatura [°C] 40 50 60

MAE X3 Moc mikrofal [W] 70 140 210
X9 pH [-] 2 6 10

X10 Czas [min] 5 15 25
UMAE X1 Moc mikrofal [W] 70 140 210
X12 pH [-] 2 6 10

Dla kazdej z badanych metod ekstrakcji, na podstawie analizy literaturowej oraz
przeprowadzonych badan wstgpnych, wybrano odpowiednie zmienne niezalezne wraz z
zakresami ich wartos$ci, a nastgpnie oceniono wplyw ich zmienno$ci na wydajnos¢
procesu pozyskiwania polifenoli. Parametrami wej§ciowymi dla techniki LSE i UAE byta
temperatura, czas trwania procesu oraz pH medium ekstrakcyjnego. W metodzie
wspomagane] promieniowaniem mikrofalowym (MAE) analizowano wplyw
temperatury, mocy promieniowania mikrofalowego oraz pH. Natomiast w przypadku
ekstrakcji UMAE badano znaczenie czasu dzialania ultradzwigkéw, mocy
promieniowania mikrofalowego oraz pH uktadu ekstrakcyjnego. Zmienng zalezng we
wszystkich metodach byta catkowita zawarto$¢ polifenoli (y1, y2, y3, ya). Szczegotowy
plan eksperymentu, obejmujacy wartosci zmiennych niezaleznych i1 otrzymane dla nich

wyniki, przedstawiono w Tabeli 5.
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Tabela S. Plan eksperymentu i warto$ci zmiennej zaleznej uzyskane dla ekstrakcji LSE,

UAE, MAE i UMAE.

Metoda Numer Zmienne niezalezne Zmienna zalezna

ekstrakceji probki X1 X2 X3 yi
1 35 25 2,2 0,378 = 0,002
2 35 30 3,2 0,498 + 0,001
3 35 35 2,7 0,546 £+ 0,004
4 40 25 3.2 0,490 £+ 0,001
5 40 30 2,7 0,479 £+ 0,002

LSE

6 40 35 2,2 0,466 = 0,014
7 45 25 2,7 0,563 = 0,004
8 45 30 2,2 0,453 = 0,004
9 45 35 3,2 0,563 +0,011
10 40 30 2,7 0,479 £ 0,008

X4 X5 X6 y2
1 35 35 2,3 0,332 +0,001
2 35 40 4,3 0,603 +0,012
3 35 45 3.3 0,565 = 0,002
4 40 35 4,3 0,444 + 0,001
5 40 40 3.3 0,623 +0,014

UAE

6 40 45 2,3 0,596 + 0,003
7 45 35 3.3 0,410 £ 0,006
8 45 40 2,3 0,533 + 0,003
9 45 45 4,3 0,563 = 0,008
10 40 40 3.3 0,611 £ 0,002

X7 Xs X9 y3
1 40 70 2 0,528 = 0,002
2 50 210 2 0,539 + 0,002
3 60 140 2 0,553 + 0,002
4 40 210 6 0,552+ 0,001
MAE 5 50 140 6 0,550 = 0,002
6 60 70 6 0,561 £ 0,005
7 40 140 10 0,551 +0,001
8 50 70 10 0,548 = 0,002
9 60 210 10 0,565+ 0,001
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10 50 140 6 0,555 £ 0,001

X10 X11 X12 y4
1 5 70 2 0,566 + 0,002
2 5 210 6 0,591 + 0,001
3 5 140 10 0,638 £ 0,011
4 15 210 2 0,559 + 0,002
5 15 140 6 0,635 £ 0,001
UMAE
6 15 70 10 0,617 £ 0,002
7 25 140 2 0,551 £ 0,003
8 25 70 6 0,591 £ 0,003
9 25 210 10 0,601 £ 0,004
10 15 140 6 0,610 + 0,001

W Tabeli 6 przedstawiono oszacowania parametrow modelu liniowego
uwzgledniajacego efekty gltowne 1 interakcje dwuczynnikowe oraz modelu
kwadratowego. Przeprowadzona analiza wariancji (Tabela 7) pozwolita statystycznie
potwierdzi¢ istotny wptyw niektorych zmiennych niezaleznych oraz ich interakcji na
catkowitg zawarto$¢ polifenoli w ekstraktach przy przyjetym poziomie istotnosci (o =
5%). Czynniki o warto$ci p < o uznano za istotne statystycznie. Zarowno w przypadku
metody LSE, jak i MAE istotny statystycznie okazal si¢ wpltyw wszystkich badanych
parametréw oraz ich interakcji. W przypadku ekstrakcji wspomaganej ultradZzwigkami
(UAE) temperatura (x4) w funkcji liniowej nie wykazata statystycznie znaczacego
wpltywu na wydajnos¢ procesu. Natomiast dla techniki UMAE kluczowe okazaly sie¢
wszystkie zmienne oproécz mocy promieniowania mikrofalowego (x11) w funkcji
liniowej. Wspotczynnik determinacji dla poszczegdlnych metod ekstrakcji wynosit

0,9672 (LSE), 0,9758 (UAE), 0,9372 (MAE) oraz 0,9257 (UMAE).
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Tabela 6. Wartosci wspotczynnikow modelu aproksymujacego dla ekstrakcji LSE,

UAE, MAE and UMAE.

ellz/::::l(::ji Czynnik Efekt stanill?':liowy P
Srednia/Stata 0,49125 0,00116 0,00000
x1(L) 0,05201 0,00299 0,00000
x2(L) 0,04775 0,00299 0,00000
LSE x3(L) 0,08463 0,00299 0,00000
x1(L)x2(L) -0,11959 0,00448 0,00000
x1(L)x3(L) 0,03785 0,00448 0,00000
x2(L)x3(L) 0,03360 0,00448 0,00000
Srednia/Stata 0,62487 0,00293 0,00000
x4(L) 0,00225 0,00362 0,54129
x4(Q) -0,09733 0,00586 0,00000
UAE xs(L) 0,17930 0,00362 0,00000
x5(Q) -0,19307 0,00586 0,00000
xs(L) 0,05000 0,00362 0,00000
x6(Q) -0,03280 0,00586 0,00002
Srednia/Stata 0,55021 0,00049 0,00000
x7(L) 0,01584 0,00125 0,00000
xs(L) 0,00650 0,00125 0,00004
MAE x9(L) 0,01454 0,00125 0,00000
x7(L)xs(L) -0,01418 0,00188 0,00000
x7(L)xo(L) -0,00426 0,00188 0,03443
xs(L)xo(L) 0,01241 0,00188 0,00000
Srednia/Stata 0,62013 0,00295 0,00000
x10(L) -0,01749 0,00364 0,00009
x10(Q) -0,02048 0,00589 0,00227
UMAE x11(L) -0,00745 0,00364 0,05340
x11(Q) -0,03360 0,00589 0,00001
x12(L) 0,06004 0,00364 0,00000
x12(Q) -0,02686 0,00589 0,00017
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Tabela 7. Tabela ANOVA dla modelu opisujacego ekstrakcje¢ LSE, UAE, MAE i

UMAE.
exf:;’l‘::ji Czynnik Ss df MS F p RY/R%
xi(L) 0,01217 1 001217  303,3124  0,00000
xa(L) 0,01026 1 0,01026 2557099  0,00000
x3(L) 0,03223 1 0,03223  803,1764  0,00000
x(L)xaL)  0,02860 1 0,02860  712,7690  0,00000
LSE x(L)xs(L)  0,00287 1 0,00287 714136 0,00000 g:zggz
x(L)xs(L)  0,00226 1 0,00226 56,2605  0,00000
Brak dopas.  0,00199 2 0,00100 24,7954  0,00000
Czystybl.  0,00084 21  0,00004
Calk.SS  0,08626 29
xa(L) 0,00002 1 0,00002 0,386 0,54129
x4(Q) 0,01624 1 001624 275966  0,00000
xs(L) 0,14467 1 0,14467 2458267  0,00000
x5(Q) 0,06390 1 0,06390  1085,843  0,00000
UAE x(L) 0,01125 1 0,01125 191,134 0,00000 ggg;i
x6(Q) 0,00184 1 0,00184 31,337 0,00002
Brak dopas. ~ 0,00519 2 0,00260 44,061 0,00000
Czystybl.  0,00124 21 0,00006
Calk.SS 026545 29
xa(L) 0,00113 1 0,00113  159,5076  0,00000
xs(L) 0,00019 | 0,00019 26,8718  0,00004
xo(L) 0,00095 1 0,00095  134,3947  0,00000
x(L)xs(L)  0,00040 1 0,00040 56,8528  0,00000
MAE  x:/(L)xo(L)  0,00004 1 0,00004 5,168 0,03443 gz%‘;
xs(L)xo(L)  0,00031 1 0,00031 43,5279  0,00000
Brak dopas.  0,00005 2 0,00002  3,1518 0,06353
Czystybl.  0,00015 21  0,00001
Catk.SS  0,00308 29
x10(L) 0,00138 1 0,00138 23,1194  0,00009
x10(Q) 0,00072 1 0,00072 12,0690  0,00227
UMAE xn(L) 0,00025 1 0,00025  4,1892 0,05340 33(2)2;
x1(Q) 0,00194 1 0,00194 32,4882 0,00001
xi2(L) 0,01622 1 0,01622  272,3836  0,00000
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x12(Q) 0,00124 1 0,00124 20,7650 0,00017
Brak dopas.  0,00061 2 0,00031 5,1516 0,01512
Czystybl.  0,00125 21 0,00006
Catk.SS  0,02508 29

Objasnienia: SS — suma kwadratow, df — stopnie swobody, MS — $rednia sumy kwadratow, F — warto$¢ testu F,

p — poziom istotnosci, R? — wspotczynnik determinacji, R%x. — skorygowany wspotczynnik determinacji.

Rysunek 4 stanowi graficzne przedstawienie parametrow wejsciowych oraz ich

interakcji, ktoére majg najwickszy wplyw na warto$¢ zmiennej zaleznej. Wykresy Pareto

obrazuja czynniki uporzadkowane zgodnie z ich znaczeniem, a czerwona linia wskazuje

prog istotno$ci na poziomie 95%, powyzej ktorego efekty uznaje si¢ za istotne

statystycznie.
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Rysunek 4. Wykresy Pareto dla czterech metod ekstrakcji: (A) LSE, (B) UAE, (C)

MAE, (D) UMAE.

Przeprowadzone analizy umozliwily wyznaczenie profili aproksymacji oraz profili

uzytecznos$ci dla kazdej z badanych metod ekstrakcji, ktore przedstawiono na Rysunkach

5-8. Profile aproksymacji obrazujg przewidywane wartosci zmiennej zaleznej w funkcji

zmiennych niezaleznych. Natomiast profile uzyteczno$ci dostarczajg informacji na temat



zmiany funkcji uzytecznosci, bedacej

zaleznosci od parametrow wejsciowych.
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Rysunek 7. Profile aproksymacji i uzytecznosci dla metody ekstrakcji MAE.
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Profile aproksymacji dla metody ekstrakcji LSE wykazaly, ze najwyzsze stezenie
polifenoli (y1 = 0,575 mg/ml) uzyskano przy najnizszej temperaturze ogrzewania (x| =
35°C), najdtuzszym czasie trwania procesu (X2 = 35 minut) oraz najwyzszym pH medium
ekstrakcyjnego (x3 = 3,2). Jak przedstawiono na wykresie, wzrost temperatury prowadzit
do stopniowego obnizenia zawarto$ci polifenoli w ekstrakcie. Natomiast wydtuzenie
czasu trwania procesu oraz zwigkszenie pH skutkowalo wzrostem analizowanej zmiennej

zaleznej.

Najwyzsza zawartos¢ polifenoli (y2 = 0,640 mg/ml) w ekstrakcie uzyskanym metoda
UAE osiagni¢to przy centralnej temperaturze procesu (x4 = 40°C), centralnym czasie
trwania ekstrakcji (xs = 40 minut) oraz najwyzszym pH uktadu (pH = 4,3). Na podstawie
profili aproksymacji stwierdzono pozytywny wptyw pH na warto$§¢ zmiennej zaleznej,
przy jednoczesnym obnizeniu warto$ci parametru po osiggnieciu maksimum na skutek

wzrostu temperatury i czasu trwania procesu.

Na podstawie profili aproksymacji dla metody MAE stwierdzono, ze korzystne
warunki procesu, przy ktorych uzyskano najwyzsza zawarto$¢ polifenoli (y3 = 0,566
mg/ml), obejmowaly centralng warto$¢ temperatury (x; = 50°C), najwyzsza moc
promieniowania mikrofalowego (xs = 210 W) oraz najwyzsze pH medium (x9 = 10).
Zmniejszenie temperatury spowodowalo nieznaczne obnizenie warto$ci zmiennej
zaleznej. Zarowno zwigkszenie mocy promieniowania mikrofalowego, jak 1

podwyzszenie pH skutkowalo wzrostem stezenia polifenoli w ekstrakcie.

Korzystne parametry ekstrakcji metoda UMAE (ys4 = 0,649 mg/ml) obejmowaly
centralny czas trwania procesu (Xi0o = 15 minut), centralng moc promieniowania
mikrofalowego (x11 = 140 W) oraz najwyzsza warto$¢ pH uktadu (x12 = 10). Wraz ze
wzrostem wartosci pH obserwowano wyrazne zwigkszenie stgzenia polifenoli w
ekstrakcie. Natomiast maksymalne zwickszenie czasu trwania procesu oraz mocy

promieniowania mikrofalowego prowadzilo do obnizenia wartosci zmiennej zalezne;.

Zastosowanie metody planowania eksperymentu pozwolilo na identyfikacje
istotnych czynnikow wptywajacych na przebieg procesu ekstrakcji oraz okreslenie ich
wptywu na zadany parametr wyjsciowy. Na podstawie przeprowadzonych analiz dobrano
korzystne warunki pozyskiwania substancji aktywnych z fusow kawy dla metody LSE
(35°C, 35 minut, pH 3,2), UAE (40°C, 40 minut, pH 4,3), MAE (50°C, 210 W, pH 10) i
UMAE (15 minut, 140 W, pH 10).
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4.1.2. Analiza HPLC

Ekstrakty otrzymane metodami LSE, UAE, MAE i UMAE o dobranych parametrach
procesu, poddano analizie chromatograficznej w celu oznaczenia zawartosci gidéwnych
substancji aktywnych obecnych w fusach kawowych. Wyznaczone zostato st¢zenie
zwigzkéw z grupy polifenoli, alkaloidow i hydroksykwasow karboksylowych, tj. kwasu
3-O-kofeinochinowego (3-CQA), kwasu 5-O-kofeinochinowego (5-CQA), kwasu
kawowego, kofeiny i kwasu szikimowego. Wyodrebnione anality charakteryzujg si¢
migdzy innym wyrazng aktywno$ciag biologiczng, w tym wlasciwoSciami
przeciwutleniajacymi, przeciwzapalnymi, przeciwdrobnoustrojowymi, a takze
dziataniem fotoochronnym 1 nawilzajgcym [105,374-376]. Wyniki analizy

chromatograficznej przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Zawartos$¢ 3-CQA, 5-CQA, kwasu kawowego, kofeiny 1 kwasu szikimowego
w ekstraktach otrzymanych metodami LSA, UAE, MAE 1 UMAE.

Kwas
-COA -CQA K k Kofei
Metoda 3-CQ 5-CQ was kawowy ofeina szikimowy
ekstrakcji
[mg/l] + SD
271,5+ 1,1 1852+1,5 265,3+0,7 543,4+7,1 37,1£1,5
LSE
213,8 +2,8 159,8+ 1,0 2525+1,2 541,1 £ 8,1 404+19
550,4+3,6 2844+ 44 283,2+ 0,4 583,7+2,7 39,1+0,5
UAE
382,1+8,4 229,7+ 1,1 411,5+ 1,1 589,6 £ 1,8 40,6 + 0,2
672,4+ 8,9 560,9+9.,8 320,6+1,3 6659+ 1,9 78,1+32
MAE
682,4+ 14 559,9+ 1,0 3284+ 1,0 673,4+£29 81,2+0,8
720,6 + 8,7 543,5+8,2 304,9+ 7,9 607,7 + 6,1 86,3+ 1,7
UMAE
729,4+ 5.9 547,0+ 12,0 308,7+6,9 614,1+23 84,1+24

Metoda ekstrakcji wspomaganej ultradzwigkami/promieniowaniem mikrofalowym
okazata si¢ najbardziej efektywna w odniesieniu do pozyskiwania pochodnych kwasu
chlorogenowego (3-CQA 1 5-CQA) oraz kwasu szikimowego, chociaz wiodacym
sktadnikiem wszystkich otrzymanych ekstraktow byl kwas 3-O-kofeinochinowy.
Zawarto§¢ wspomnianych zwigzkéw aktywnych pozyskanych w konsekwencji
zastosowania techniki UMAE wynosita odpowiednio 1270,3 mg/1 1 85,2 mg/l. WdroZenie
koncepcji ekstrakcji taczonej pozwolito zwigkszy¢ wydajnos¢ procesu o 2,6% 1 43,1%
(3-CQA15-CQA) oraz 6,5% 1 53,2% (kwas szikimowy) wzgledem odpowiednio metody

MAE 1 UAE. Natomiast w poréwnaniu do klasycznej techniki ciato state-ciecz
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efektywnos¢ wyodrebniania zwigzkow wzrosta o 67,3% oraz 54,5%, co w sposdb
wyrazny potwierdza zasadno$¢ opracowywania i stosowania nowoczesnych metod
pozyskiwania substancji aktywnych z zasobow roslinnych. Wszystkie warianty ekstrakcji
pozwolity jednak otrzymac¢ poréwnywalne zawartosci kwasu kawowego i kofeiny, ktore
miescity si¢ w zakresie 258,9-347,4 mg/l oraz 542,3-669,7 mg/l. Wszystkie zwiazki

poddane analizie wykazywaly wysokie stgzenia.

Natomiast dane literaturowe podaja, ze ekstrakcja tusek ziaren kawy Arabica z
wykorzystaniem metody konwencjonalnej oraz metody wspomaganej promieniowaniem
mikrofalowym umozliwila pozyskanie kofeiny w stezeniu od 0,64 pg/ml do 0,93 pg/ml
[377]. Dodatkowo, badania przeprowadzone na réznych rodzajach komercyjnie
dostepnej kawy pozwolity okresli¢c zawartos¢ kwasu chlorogenowego i1 kwasu
kawowego, ktora w przypadku odmiany Arabica wynosita odpowiednio 59,45 mg/l oraz
4,07 mg/1 [378]. Udowodniono, ze stopien palenia ziaren wptywa na zawarto$¢ kofeiny i
kwasu chlorogenowego, przy czym w kawie jasno palonej st¢zenia tych zwigzkow byty

réwne odpowiednio 196,35 mg/l11 270,93 mg/1 [379].

Ponadto przeanalizowano powtarzalno$¢ wydzielania metabolitow z fusow
kawowych w dwdch niezaleznych procesach prowadzonych przy zastosowaniu czterech
metod. Ekstrakty otrzymane technika UMAE charakteryzowaly si¢ najmniejszym
rozrzutem zawarto$ci badanych zwigzkow, mieszczacym si¢ w przedziale od 0,6 do 2,6%.
Z kolei ekstrakcja ultradzwigkami wykazata najwyzsza niejednorodnos¢, stgzenia kwasu
3-O-kofeinochinowego oraz kwasu kawowego w dwoch seriach réznity si¢ o 30,6% i

31,2%.

Zarowno dostgpne dane literaturowe, jak 1 wyniki przeprowadzonych analiz
jednoznacznie potwierdzaja wpltyw metody ekstrakcji, parametrow procesu, ale takze
pochodzenia uprawy, gatunku i stopnia palenia ziaren kawy na zawarto$¢ 1 wzajemny

stosunek substancji aktywnych w otrzymanej kompozycji [378-382].

Synergiczne dzialanie ultradzwiekéw 1 promieniowania mikrofalowego w trakcie
procesu pozwolito uzyskac lepsza efektywnos¢ metody UMAE. Ekstrakcja wspomagana
ultradzwigkami opiera si¢ na wystepowaniu zjawiska kawitacji akustycznej, ktoéra
powoduje rozrywanie $cian komorkowych materiatu ros§linnego, co umozliwia gtebsza
penetracj¢ rozpuszczalnika. Natomiast zastosowanie promieniowania mikrofalowego

prowadzi do wewnetrznego przegrzania czasteczek wody, a w konsekwencji naruszenia
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struktury komodrkowej surowca. Polaczenie tych efektow wplywa na zwigkszenie

migdzyfazowego przenoszenia masy poprzez dyfuzje substancji aktywnych [383—-385].

4.1.3. Catkowita zawartos¢ polifenoli 1 flawonoidow oraz aktywnos$¢

przeciwutleniajaca

Ekstrakty otrzymane na drodze czterech technik ekstrakcji (LSE, UAE, MAE i
UMAE) scharakteryzowano pod wzgledem catkowitej zawartosci polifenoli,
flawonoidow oraz aktywnos$ci przeciwutleniajgcej. Oznaczenia parametrow wykonano
metodami spektrofotometrycznymi, a wyniki wyrazono jako mg réwnowaznika kwasu
galusowego (GAE)/ml, mg réwnowaznika kwercetyny (QCE)/ml oraz procent inhibicji

reakcji utleniania. Warto$ci parametréw przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Catkowita zawartos¢ polifenoli, flawonoidéw oraz aktywnos$¢

przeciwutleniajaca ekstraktow otrzymanych metodami LSE, UAE, MAE i UMAE.

LSE UAE MAE UMAE

Zawartos¢ polifenoli

[mg GAE/mI] £ SD 0,441+ 0,002 0,491 +0,001 0,541+0,003 0,703 + 0,031

Zawarto$¢ flawonoidow

210402 419+ 1+ .
[mg QCE/ml] + SD 1040209 4,19+£0,079  3,61+£0,065 6,79 +0,383

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca

+ 2+ 29+1 +74
[%inhibicji] £ SD 53,7+7,8 83,2+ 8,8 32,9+13,3 59,8+ 7,

Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami 1 promieniowaniem mikrofalowym
(UMAE) pozwolita otrzymac¢ najwyzsza zawartos¢ zwigzkow polifenolowych (0,703 mg
GAE/ml) 1 flawonoidéw (6,79 mg QCE/ml). Poréwnywalne ilosci tych zwiazkow
wyodrebniono natomiast metoda UAE 1 MAE, gdzie st¢zenie polifenoli wynosito
odpowiednio 0,491 mg GAE/ml i 0,541 mg GAE/ml, a flawonoidow 4,19 mg QCE/ml i
3,61 mg QCE/ml. Najnizsze wartos$ci parametrow zaobserwowano w przypadku
ekstraktu otrzymanego technika LSE (0,441 mg GAE/ml oraz 2,10 mg QCE/ml).
Zastosowanie ultradzwigkow 1 promieniowania mikrofalowego, szczeg6lnie w formie
faczonej, pozwolito na maksymalne zwigkszenie efektywnosci ekstrakcji polifenoli o
37,3% oraz flawonoidow o 69,1% wzgledem metody konwencjonalnej. Dane
literaturowe wskazuja, ze zawartos$¢ polifenoli 1 flawonoidéw w fusach kawowych miesci

si¢ w zakresie 6,33-28,26 mg GAE/g s.m. oraz 2,11-8,03 mg QCE/g s.m. [386,387].
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Proces wspomagany ultradzwigkami umozliwit otrzymanie kompozycji o
najlepszych wilasciwosciach antyoksydacyjnych, a poziom inhibicji reakcji utleniania
osiggnat wartos¢ 83,2%. Podej$cie to pozwolito na wyizolowanie mieszaniny o
specyficznym sktadzie, wykazujacej unikalng zdolnos$¢ neutralizacji rodnika DPPH. Co
wazne, zastosowanie promieniowania mikrofalowego spowodowato wyrazne obnizenie
aktywnos$ci przeciwutleniajacej ekstraktu, rowniez w przypadku metody UMAE, dla
ktorej warto$¢ parametru wyniosta 59,8%. Z tego powodu najnizszg skutecznos$é
eliminacji wolnych rodnikow zaobserwowano dla roztworu otrzymanego metoda MAE
(32,9%). Zgodnie z danymi literaturowymi, aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstraktu z

fuséw kawowych miesci si¢ w zakresie od 27,78% do 63,96% inhibicji [388].

Ekstrakt otrzymany metoda UMAE, mimo Ze charakteryzowal si¢ najwyzsza
catkowita zawarto$cig polifenoli i flawonoidow, wykazywal jedna z najnizszych
aktywnos$ci przeciwutleniajacych. Powszechnie przyjmuje sie, ze ekstrakty uzyskane
réznymi metodami ekstrakcji nie sg jakosciowo jednorodne. Wyzsze warto$ci TPC 1 TFC
niekoniecznie przekladaja si¢ na wigkszg aktywnos$¢ antyoksydacyjng, ktéra zalezy
przede wszystkim od aktywnos$ci biologicznej zwiazkéw obecnych w ekstrakcie.
Mechanizm ekstrakcji MAE moze znaczaco wptywaé na koncowe wiasciwosci ekstraktu.
Szybkie nagrzewanie matrycy roslinnej spowodowane dzialaniem promieniowania
mikrofalowego moze skutkowac¢ degradacja wrazliwych na temperature zwigzkow
fenolowych, ktore w wigkszym stopniu zachowuja swoja strukturg podczas ekstrakcji

prowadzonej w fagodniejszych warunkach z uzyciem ultradzwigkow.

Badania opublikowane w literaturze potwierdzaja korzystny wpltyw zar6wno
ultradzwiekow, jak 1 promieniowania mikrofalowego na zwigkszenie calkowitej
zawartosci polifenoli oraz flawonoidow w ekstraktach. Analizowane dane obejmowaly
szeregu surowcow roslinnych, w tym ziaren kawy, odpaddw po procesie ich parzenia oraz
wybranych gatunkéw ziot [389-392]. Dostgpne sa rowniez doniesienia wskazujace na
przeciwstawny wptyw ultradzwigkow 1 promieniowania mikrofalowego na aktywnos¢

przeciwutleniajacg ekstraktow w porownaniu z metodami konwencjonalnymi [377,392].
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4.1.4. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa

Badania mikrobiologiczne dla ekstraktow otrzymanych metodami LSE (ceLSE),
UAE (ceUAE), MAE (ceMAE) 1 UMAE (ceUMAE) wykazaty zr6Zznicowang aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa w kierunku bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz

drozdzy. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rysunku 9.

Mikroorganizmy ceLSE ceUAE ceMAE ceUMAE

Bakterie Gram-dodatnie MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC, MBC, MFC
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (mg/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 =8
Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus awreus ATCC 43300

Staphylococcus aureus ATCC BAA1707

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Enterococcus faecalis ATCC 51299
Enterococcus faecium ATCC 19434
Micrococcus luteus ATCC 10240
Bacillus subtilis ATCC 6633
Bacillus cereus ATCC 10876
Bakterie Gram-ujemne MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Proteus mirabilis ATCC 12453
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli ATCC 35218

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Kilebsiella pneumoniae ATCC BAA-2146
Kiebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
Kiebsiella pneumoniae NCTC 13440
Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Enterobacter cloacae NIL
Pseudomonas aeruginosa NIL
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Acinetobacter baumanii ATCC 19605
Aeromonas veronii DSM 7386

Drozdze MIC MFC MIC MFC
Candida albicans ATCC 2091

Candida albicans ATCC 10231

Candida auris CDC B11903

Candida glabrata ATCC 90030

Candida glabrata ATCC 15126

Candida parapsilosis ATCC 22019

Candida krusei ATCC 14243

Candida lusitaniae ATCC 3449

Candida tropicalis ATCC 1369

Geotrichum candidum ATCC 34614

Trichosporon asahii

[ -

MIC MFC

Rysunek 9. Heatmap aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow z fusow kawy
otrzymanych czterema metodami (ceLSE, ceUAE, ceMAE, ceUMAE) w kierunku

bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz drozdzy.

Wszystkie analizowane ekstrakty wykazaly silniejsze dziatanie wobec bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych (MIC = 1-8 mg/ml) niz wobec szczepow drozdzy, dla
ktérych warto$ci MIC miescity si¢ w zakresie 4->8 mg/ml.

Badania wskazaly istotne roznice w aktywnosci przeciwbakteryjnej pomiedzy

ekstraktami ceLSE 1 ceUAE a ceMAE i1 ceUMAE. Najsilniejsze dziatanie dwodch
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pierwszych ekstraktow odnotowano wobec szczepow Staphylococcus spp. i Micrococcus
luteus ATCC 10240, dla ktérych wartosci MIC wynosity 1-2 mg/ml. Obie probki
wykazaty rowniez poréwnywalng aktywnos¢ przeciwbakteryjng (MIC = 1-2 mg/ml) w
kierunku szczepow Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Aeromonas veronii DSM 7386
1 Proteus mirabilis ATCC 12453. W przypadku drozdzy z rodzaju Candida spp.,

stwierdzono brak wrazliwo$ci na oba ekstrakty (MIC > 8 mg/ml).

Probka ceMAE charakteryzowata si¢ najwyzsza aktywno$cig bakteriobdjcza
(MBC/MIC < 4) wobec szesciu szczepow bakterii Gram-dodatnich: S. aureus ATCC
25923, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC BAA-1707, S.
epidermidis ATCC 12228 1 M. luteus ATCC 10240 (MIC = 2 mg/ml). Ponadto
odnotowano skuteczno$¢ wobec trzech szczepow bakterii Gram-ujemnych, ktérymi byty
K. pneumoniae ATCC 13883, Acinetobacter baumanii ATCC 19605 1 Aeromonas veronii
DSM 7386 (MIC = 1-2 mg/ml). Ekstrakt wykazat réwniez dziatanie grzybobdjcze
(MFC/MIC < 4) w kierunku drozdzy z rodzaju Candida spp. 1 G. candidum (MIC = 4
mg/ml).

Probka ceUMAE wykazata podobng aktywnos$¢ wobec pieciu szczepdéw bakterii
Gram-dodatnich, w tym czterech szczepdw Staphylococcus spp. oraz M. luteus ATCC
10240 (MIC = 2 mg/ml), a takze dwoch szczepdéw bakterii Gram-ujemnych: K.
pneumoniae ATCC 27853 (MIC = 2 mg/ml) 1 Aeromonas veronii DSM 7386 (MIC = 1
mg/ml). Dziatanie grzybobojcze ekstraktu (MFC/MIC < 4) stwierdzono w odniesieniu do
drozdzy z rodzaju C. albicans ATCC 2091, C. krusei ATCC 14243 i G. candidum ATCC
34614 (MIC =4 mg/ml).

Srodki przeciwdrobnoustrojowe klasyfikuje sie jako bakteriobdjcze lub
grzybobdjcze, gdy stosunek MBC/MIC lub MFC/MIC wynosi < 4 [393]. Wszystkie
analizowane ekstrakty wykazaty przynajmniej jedng z tych wlasciwos$ci, wspotczynnik
MBC/MIC miescit si¢ w zakresie 1-4, natomiast MFC/MIC wynosit od 1 do 2.
Wiasciwosci grzybobdjcze otrzymanych ekstraktow z fusow kawy, tj. ceMAE 1 ceUMAE

wskazuja na ich potencjalng przydatno$¢ w leczeniu grzybiczych infekcji skory.

Rosngca opornos$¢ mikroorganizmow na konwencjonalne $rodki terapeutyczne, takie
jak antybiotyki i chemioterapia, sktania do poszukiwania alternatywnych strategii

leczenia opartych na naturalnych zwigzkach chemicznych. Ekstrakty roslinne
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pozyskiwane r6znymi metodami cieszg si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na

udokumentowane wtasciwosci przeciwbakteryjne [394].
4.1.5. Cytotoksyczno$¢ 1 migracja komorek

Ekstrakty z fusow kawy poddano rowniez analizie biologicznej w celu oceny ich

dzialania toksycznego wobec komorek wzorcowych oraz okreslenia wptywu na ich

migracj¢ (Rysunek 10).
A. 1207 } B 1204
& 100 - =
x &
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«
LSE UAE MAE UMAE
C. Kontrola ) Adenozyna 0.5 mg/ml 0.5 mg/ml 0.5 g/ml ) 0.5 mg/ml y
Oh
24 h
48 h

Rysunek 10. Badania biologiczne dla ekstraktow otrzymanych metodami LSE, UAE,
MAE i UMAE. (A) Cytotoksyczno$¢ ekstraktéw wzgledem komorek NHDF. (B)
Migracja komérek NHDF po 48 godzinach inkubacji z ekstraktami i adenozyna
(kontrola pozytywna). (C) Wplyw ekstraktow i adenozyny na migracje komorek NHDF.

Analize cytotoksycznos$ci przeprowadzono przy zastosowaniu normalnych ludzkich
fibroblastéw skornych (NHDF). Komorki NHDF inkubowano z ekstraktami z fusow
kawy przez 72 godziny, po czym oceniono ich zywotno$¢. W tym celu wykonano test
MTS, oparty na pomiarze aktywnosci enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej, ktory
redukuje zwiazek tetrazolowy do barwnego produktu, jakim jest formazan. Zadna z

badanych probek, z wyjatkiem jednej, nie wykazala dzialania hamujacego na wzrost
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fibroblastow. Wskazniki przezywalnosci, przedstawione na Rysunku 10A, przyjety
warto$ci powyzej 90%. Wyjatek stanowit ekstrakt otrzymany metoda LSE o stezeniu 1
mg/ml, ktoéry obnizyt przezywalno$¢ komorek do poziomu powyzej 60%. Pozostate
probki nie wykazaly wlasciwosci cytotoksycznych, a w wiekszosci przypadku

zaobserwowano ich stymulujacy wplyw na proliferacje komorek.

W zwigzku ze stymulujacym wplywem ekstraktoéw na wzrost fibroblastow NHDF,
przeprowadzono badanie ich potencjalu we wspomaganiu migracji komorek (,,gojenia
rany”’). W tym celu zastosowano szalki wyposazone w silikonowe wktadki o $cisle
okreslonych wymiarach, ktére zabezpieczatly obszar symulowanej rany przed
przyleganiem komorek. Przed rozpoczgciem badania fibroblasty poddano dziataniu
mitomycyny C, ktora zahamowala ich proliferacj¢, co umozliwilo obserwacj¢ wytacznie
procesu migracji. Adenozyna, bedaca zwigzkiem o udokumentowanym dziataniu
przyspieszajacym gojenie ran, zostata uzyta jako kontrola pozytywna [395,396].
Fibroblasty inkubowano z ekstraktami przez 48 godzin, a obszar rany monitorowano w
statych odstepach czasowych. Rysunek 10B przedstawia ilosciowa analize wynikow,
natomiast Rysunek 10C =zawiera obrazy mikroskopowe badanego obszaru,
wyznaczonego linig przerywang. Otrzymane wyniki wskazuja na zdolno$¢ ekstraktow do
stymulowania migracji komorek na poziomie zblizonym z kontrolg pozytywna. Dla
kazdej z probek wskaznik zamkniecia rany przekroczyt 70%, co wspiera koncepcj¢ ich
potencjalnego zastosowania w produktach leczniczych, zwlaszcza o przeznaczeniu

dermatologicznym.
Podsumowanie:

Ekstrakt, otrzymany metodg UMAE i stanowiacy potencjalny bio-czynnik sieciujacy,
charakteryzowat si¢ najwyzsza zawartoscig pochodnych kwasu chlorogenowego (1270,3
mg/1), jedng z wyzszych wartosci stezenia kofeiny (610,9 mg/1) i kwasu kawowego (306,8
mg/l) oraz najwyzsza catkowita zawartoscig polifenoli (0,703 mg GAE/ml) 1
flawonoidow (6,79 mg QCE/ml). Ponadto ekstrakt UMAE wykazal najlepsze
wlasciwos$ci przeciwutleniajace, potwierdzong aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa przy
jednoczesnym braku dziatania cytotoksycznego i promujacym wplywie na migracje
komorek NHDF. W zwigzku z tym ekstrakt otrzymany technika wspomagang

ultradzwigkami/promieniowaniem mikrofalowym (UMAE) zastosowano w dalszych
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etapach badan, ktére polegaly migdzy innymi na opracowaniu metody sieciowania

chemicznego zelatyny.

Zbadano wptyw ekstraktu w postaci cieklej, liofilizowanej i odparowanej na wyparce
prézniowej na wiasciwosci sieciujgce materiatu polimerowego. Nastepnie dobrano sktad
kompozycji, tak aby otrzyma¢ hydrozel charakteryzujacy si¢ wysokim stopniem

usieciowania, korzystnymi wlasciwosciami mechanicznymi i termicznymi.

4.2. Opracowanie metody otrzymywania bazowego materiatu hydrozelowego

4.2.1. Stopien usieciowania i pgcznienia

Rysunek 11A przedstawia wykres stopnia usieciowania hydrozeli zawierajacych
bio-czynnik sieciujacy w formie ciektej (LQ), liofilizowanej (LF) oraz odparowanej na
wyparce prozniowej (EV). Ponadto dane dotyczace wlasciwosci absorpcyjnych,

opisanych stopniem pgcznienia, umieszczono na Rysunku 11B-D.
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Rysunek 11. (A) Stopien usieciowania oraz (B-D) stopien pecznienia materiatow
hydrozelowych o zmiennej zawarto$ci (2.5, 5.0, 7.5 1 10.0) bio-czynnika sieciujacego:

(B) LQ, (C) LF i (D) EV, oraz materiatu referencyjnego: GEL.
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Stopien usieciowania hydrozeli okre§lono poprzez wyznaczenie rdéznicy w ilosci
wolnych grup e-aminowych obecnych w materiale referencyjnym oraz probkach
zawierajacych ekstrakt z odpadow kawowych [368,369]. W sposdb wyrazny
zaobserwowano stopniowy wzrost wartosci parametru wraz z rosngcg zawartoscig bio-
czynnika sieciujacego (LQ, LF, EV). W kazdym przypadku najwyzszym stopniem
usieciowania charakteryzowat si¢ hydrozel poddany modyfikacji maksymalng iloscia
ekstraktu. Porownujac jednak zastosowane formy czynnika sieciujgcego, najwyzsza
stabilnos$cig odznaczata si¢ probka LF 10.0, dla ktorej analizowany parametr wynidst

98,7%.

Badania w wodzie destylowanej (pH 6,6) pozwolily na okreslenie wtasciwosci
absorpcyjnych hydrozeli poprzez wyznaczenie stopnia pecznienia. Dla wszystkich
analizowanych materialéw odnotowano znaczny wzrost warto$ci parametru w czasie, co
jest §ciSle zwiazane z charakterem zastosowanego biopolimeru. Zelatyna stanowi
hydrofilowe biatko, ktore silnie oddzialuje z czasteczkami wody absorbujac
wielokrotno$¢ swojej suchej masy [397]. Z tego wzgledu materiat referencyjny odznaczat
si¢ najwyzsza wartoscig parametru w kazdym punkcie pomiarowym, a po 72 godzinach
przyjat wartos¢ 7126%. Przeprowadzenie reakcji sieciowania wptyngto na ograniczenie
stopnia pgcznienia probek, nastgpilo zwigkszenie ich odpornosci hydrolitycznej w
wyniku powstania wigzan kowalencyjnych stabilizujacych struktur¢ polimerows.
Maksymalna zawartos$¢ liofilizowanego ekstraktu pozwolita na uzyskanie hydrozelu o
nizszej zdolnosci absorpcyjnej (3875%), jednak nadal utrzymujacej si¢ na bardzo
wysokim poziomie, co kwalifikuje otrzymana matryce do potencjalnego zastosowania w

obszarze materialow chtonnych, takich jak opatrunki na rany z wysigkiem [398,399].
4.2.2. Analiza FT-IR

Analiza widm FT-IR pozwolila okresli¢ wptyw zastosowanych ekstraktow na
strukture chemiczng otrzymanych matryc hydrozelowych oraz umozliwita potwierdzenie

reakcji sieciowania chemicznego zelatyny.

Widma FT-IR dla materialéw hydrozelowych usieciowanych zmienng ilo$cig bio-

czynnika sieciujgcego (LQ, LF 1 EV) przedstawiono na Rysunku 12A-C.
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Rysunek 12. Widma FT-IR materiatlow hydrozelowych o zmiennej zawartosci (2.5, 5.0,
7.5 1 10.0) bio-czynnika sieciujacego: (A) LQ, (B) LF i (C) EV, oraz materialu
referencyjnego: GEL.

Na wszystkich widmach FT-IR otrzymanych dla materiatow hydrozelowych,
zardwno zawierajacych czynnik sieciujacy, jak i bez jego dodatku, zaobserwowano
charakterystyczne pasma absorpcyjne dla struktury biatka, takie jak amid A (drgania
rozciaggajace N-H i1 O-H), amid I (drgania rozciggajace C-O i C-N oraz zginajace N-H),
amid II (drgania zginajace N-H i rozciggajace C-N) oraz amid III (drgania rozciagajace
C-N i1 C-O oraz zginajace N-H 1 O=C-N) [400—402]. W materiale referencyjnym
powyzsze pasma byly widoczne odpowiednio przy nastepujacych liczbach falowych:

3292 cm!, 1634 cm!, 1526 cm™ i 1233 cm™!. Zastosowanie bio-czynnikow sieciujacych
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LQ, LF i EV spowodowalo przesunigcie pasm absorpcyjnych w strong¢ wyzszych liczb
falowych. Sieciowanie ekstraktem LQ spowodowalo pojawienie si¢ pasm absorpcyjnych
w zakresie 1634-1645 cm™ dla amidu I, 1531-1538 cm™! dla amidu II oraz 1231-1233 cm’
'dla amidu III. Bio-czynnik sieciujacy w formie liofilizowanej pozwolit na otrzymanie
hydrozeli, ktore charakteryzuja si¢ wystepowaniem pasm absorpcyjnych przy
nastepujacych zakresach liczb falowych: 1635-1645 cm™, 1531-1537 cm™ oraz 1231-
1235 cm’'. Z kolei zastosowanie ekstraktu EV spowodowato pojawienie si¢ pasm
odpowiadajacych strukturze amidu I przy 1635-1645 cm’!, amidu II przy 1531-1537 cm
!, a amidu III przy 1231-1235 cm’’. Potozenie pasma amidu A nie uleglo znaczace;
zmianie, a przesuniecie w kierunku liczby falowej 3295 cm™ oraz 3296 cm’!
zaobserwowano dla probek uzyskanych przy uzyciu ekstraktu LF 1 EV. Ponadto zmienna
zawarto$¢ kazdego z analizowanych bio-czynnikow sieciujacych wptyneta na stopniowe
zmniejszenie intensywnos$ci pasm odpowiadajgcych strukturze amidu I, I1 1 III oraz amidu
A. Dodatkowo w przypadku struktury amidu A zaobserwowano mniejsza szerokos¢
pasma przy zakresie liczb falowych 3292-3296 cm™, co wynika prawdopodobnie z
obecnosci ekstraktow. Opisane zmiany sugeruja, ze struktura chemiczna Zelatyny ulegta
modyfikacji poprzez udzial grup aminowych w reakcji sieciowania z utworzeniem
wigzan chemicznych. Ograniczenie intensywnosci pasm wskazuje na mozliwos¢
przeksztatcenia lub zaangazowania czgSci struktur charakterystycznych dla
makroczasteczki biatka w nowe wigzania o charakterze stabilizujacym i ograniczajacym
mobilno$¢ tancuchdéw polimerowych. Zmiany pozycji, intensywnosci i szerokosci pasm
amidowych potwierdzaja chemiczne usieciowanie zelatyny, co roOwniez wskazuja dane

literaturowe [403,404].

Ponadto dla wszystkich materialéw hydrozelowych zaobserwowano pojawienie si¢
nowych pasm absorpcyjnych przy liczbach falowych z zakresu 843-845 cm™, 926-928
em™! i 1157-1159 em’!, ktére pochodzity ze struktury bio-czynnika sieciujacego i k-
karagenu. Odpowiadaja one migdzy innymi drganiom zginajacym pochodzacym od
wigzan O-H w kwasach karboksylowych, C-H w pierscieniach aromatycznych fenoli, a
takze drganiom rozciggajacym mostkow tlenowych, wigzan C-O w 3,6-
anhydrogalaktozie oraz wigzan C-O-SOs w siarczanie D-galaktozy [400,405].
Dodatkowo dla probek o wyzszej zawartosci bio-czynnika sieciujacego (LQ_10.0,
LF 7.5/10.0, EV_7.5) pojawilo si¢ pasmo przy liczbach falowych z zakresu 1745-1746

cm’!, ktére odpowiadalo drganiom rozciagajacym pochodzacym od wigzan C=0 w
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estrach [400]. Zaobserwowane zmiany z jednej strony mogg wskazywac na utworzenie
nowych wigzan estrowych pomiedzy grupami hydroksylowymi Zelatyny a grupami
karboksylowymi bio-czynnika sieciujacego, z drugiej za§ mogg sugerowaé fizyczne
oddzialywanie biatka z k-karagenem oraz zwigzkami obecnymi w ekstrakcie, poprzez
tworzenie wigzan wodorowych, oddzialywan hydrofobowych i elektrostatycznych

[406,407].

Analiza widm FT-IR potwierdzila wystepowanie oddziatywan fizycznych, jak i
chemicznych pomiedzy zelatyng i ekstraktami zastosowanymi jako bio-czynniki
sieciujgce, czego efektem bylo utworzenie usieciowanej struktury polimerowej
[402,408,409]. Swiadcza o tym zmiany polozenia i transmitancji pasm absorpcyjnych
charakterystycznych dla struktur biatkowych, migdzy innymi amidu I, II, III oraz amidu
A. Stabilizacja sieci polimerowej nastgpita w konsekwencji zajscia reakcji pomigdzy
chinonami, czyli utlenionymi postaciami zwigzkéw polifenolowych, a grupami
aminowymi bocznych lancuchéw zelatyny. Dodatkowo mozna stwierdzi¢, ze udziat
wigzan estrowych byl ograniczony w przebiegu sieciowania chemicznego. Natomiast
mechanizm oparty na oddzialywaniach niekowalencyjnych opieral si¢ gltéwnie na
wigzaniach wodorowych powstalych pomiedzy grupami hydroksylowymi polifenoli i
grupami polarnymi polipeptydu [399,410,411]. Na Rysunku 13 [412] przedstawiono
schemat mozliwych $ciezek sieciowania zelatyny w obecno$ci usieciowanych form

polifenoli.
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Rysunek 13. Schemat mozliwych reakcji sieciowania zelatyny przy uzyciu utlenionych

postaci zwigzkoéw fenolowych [412].
4.2.3. Analiza SEM

Mikrofotografie SEM materiatu referencyjnego oraz hydrozeli usieciowanych bio-
czynnikiem sieciujacym (LQ, LF 1 EV) o jego maksymalnej zawartosci przedstawiono na

Rysunku 14A-D.
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Rysunek 14. Mikrofotografie SEM przekroju poprzecznego materiatéw hydrozelowych
usieciowanych bio-czynnikiem sieciujagcym: (A) LQ 10.0, (B) LF _10.01 (C) EV_10.0,
oraz (D) materiatu referencyjnego: GEL, wykonane przy powigkszeniu: (I) 1 000x oraz

(II) 5 000x.

Referencyjna matryca na bazie Zelatyny charakteryzowata si¢ wysoce rozwini¢ta,
porowatg strukturg przekroju poprzecznego. Obecne w probce GEL otwarte przestrzenie
wykazaty jednolite rozmieszczenie, regularny 1 wydluzony ksztalt oraz wymiary

wahajace si¢ w przedziale 5-15 um. Wykonane obrazowanie dodatkowo potwierdzito
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zdolnos$¢ polimeru do absorbowania znacznych ilosci ptynéw, w tym wysi¢eku z rany.
Przeprowadzenie procesu sieciowania naturalnym czynnikiem sieciujagcym wptyneto na
powstanie S$cistej, warstwowej struktury o znacznie zredukowanej porowatosci.
Otrzymana gesta sie¢ wewnetrzna hydrozeli wptyneta na poprawe stabilno$ci materiatow
poprzez ograniczenie ich wrazliwosci hydrolitycznej czy zwigkszenie odpornosci
termicznej. Podobne obserwacje opisano dla kserozeli zelatynowych, ktore w
konsekwencji przeprowadzenia reakcji sieciowania polifenolami i geniping utworzyly

zwartg strukture ograniczajgcg ruchy wolnych tancuchéw polimeru [402].
4.2.4. Analiza TGA

Rysunek 15 przedstawia wyniki analizy termograwimetrycznej (TGA) w postaci
krzywych TG 1 DTG dla materiatow hydrozelowych usieciowanych ekstraktem LQ (A,
B), LF (C, D) i EV (E, F). Szczegétowe parametry termiczne, w tym temperatury
odpowiadajace 5%, 10% 1 50% ubytkowi masy (Tsew, Tio%, Tso%), a takze wartoSci
temperatur 1 odpowiadajacych im ubytkow masy dla kolejnych etapow rozktadu (DTG1-
DTG3) oraz procenty pozostatosci przy T = 800°C, zestawiono w Tabeli 10.
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Rysunek 15. Krzywe TG/DTG dla materialdéw hydrozelowych o zmiennej zawarto$ci
(2.5, 5.0, 7.5110.0) bio-czynnika sieciujacego: (A, B) LQ, (C, D) LF i (E, F) EV, oraz

materialu referencyjnego: GEL.
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Tabela 10. Whasciwos$ci termiczne materialow hydrozelowych o zmiennej zawartos$ci

(2.5, 5.0, 7.5110.0) bio-czynnika sieciujacego LQ, LF 1 EV, oraz materiatu

referencyjnego GEL.
Pozostalos¢
T., T, T, DT DT DT
Prébki S RO G G Gy s0oeC
[°C] [%/min; °C] [%]
-0,89; -3,43; -4,56;
LQ 25 123,9 192,7 372,3 > > T 26,82

129,7 271,3 3154

-0,91; -3,34; -4,10;
LQ 5.0 128,4 198,0  382,6 134,0 2717 315.1 27,90

LQ 7.5 1375 2113 3933 103279 237288 332;29 28,79
LQ 10.0 1379 2169 4004 103263 237219 332210 29,14
LF 25 848  132,6 3554 ;;i ’23 6;58 ’341’146; 25,44

LF 50  122,1 1859 3823 103239 237295 ’3‘12’8?; 27,17

LF 7.5  131,5 201,1 3940 103322 '237’21; 3323% 28,23

LF 10.0 1343 2058 3964 103337 237;“3 ’332’22; 28,48
EV 25 1252 1938  370,0 102262 237?5 ;;59 26,02
EV 5.0 1263 1992 3844 103272 237;‘24 '341’2% 27,98
EV 7.5 1396 2157 4026 10327352 23;27 332237 29,43

EV 100 137,7 213,5 396, 1(2121392 '237’2915 332?7 28,81
GEL 98,7 1622 3308 '8’79’3; - 360(7)54 18,57

Przeprowadzone badania potwierdzaja znaczne roznice w stabilnosci materialow
usieciowanych bio-czynnikami sieciujgcymi w poréwnaniu do probki referencyjnej.
Ponadto wzrost zawarto$ci kazdego z zastosowanych ekstraktow spowodowata
stopniowy wzrost odpornosci termicznej oraz koncowej pozostalosci materiatow w T =
800°C. Wskazuje to na lepsza stabilno$¢ termiczng hydrozeli na skutek silniejszego
usieciowania chemicznego tancuchow polipeptydowych zelatyny w obecnosci

ekstraktow LQ, LF 1 EV.
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Dodatek bio-czynnikdw sieciujagcych spowodowat zmiang charakteru procesu
degradacji z dwustopniowego dla probki referencyjnej na trzystopniowy dla
analizowanych materiatow usieciowanych. Poczatkowy ubytek masy, obserwowany w
zakresie temperatur wynoszacych 40-200°C, wynika gldéwnie z odparowania wody 1
substancji lotnych. Przesuni¢cie maksimum piku pierwszego etapu rozktadu do wyzszych
temperatur w poroOwnaniu z probka referencyjng zwigzane jest z utworzeniem bardziej
zwartej 1 usieciowanej struktury hydrozeli. Zastosowanie ekstraktéw umozliwito
otrzymanie materialéw o ograniczonej zdolnos$ci wigzania ptyndw, ktorych odparowanie
przebiega wolniej i w wyzszych temperaturach [413,414]. Przedstawione wyniki
pozostaja spojne z analizg stopnia usieciowania i wlasciwosci absorpcyjnych, zgodnie z
ktérymi dodatek ekstraktu doprowadzit do utworzenia zwartej struktury polimerowej o
obnizonym stopniu pecznienia. Drugi etap rozktadu, niewidoczny w probee odniesienia,
wystepuje w zakresie T = 260-300°C i jest zwigzany z termiczng degradacja tancuchow
polisacharydowych k-karagenu oraz zwigzkow bioaktywnych obecnych w ekstraktach
[415,416]. Gtowny etap degradacji zardéwno dla probki odniesienia, jak i materialow
usieciowanych odpowiada przede wszystkim denaturacji sieci peptydowej [417]. W
przypadku niemodyfikowanej zelatyny szeroki pik o duzej intensywnos$ci pojawil si¢ w
zakresie T = 210-380°C. Istotne zmiany w przebiegu krzywej DTG zaobserwowano dla
materialow usieciowanych ekstraktami LQ, LF 1 EV. Okazalo si¢, ze rozklad nastgpit w
temperaturach od 300°C do 360°C, a maksimum piku przesungto si¢ z T =307°C (probka
referencyjna) do maksymalnie T = 326°C w probkach LQ 10.0 i LF 10.0. Wzrost
zawartosci bio-czynnikow sieciujagcych w hydrozelach spowodowat zmniejszenie ich
ubytku masy oraz stopniowe zwigkszenie temperatury Tiov, co $wiadczy o zwigkszeniu

stopnia usieciowania oraz poprawie stabilno$ci termicznej materialow.
4.2.5. Analiza DSC

Rysunek 16 przedstawia wyniki analizy kalorymetrycznej w postaci krzywych DSC
dla materiatoéw hydrozelowych usieciowanych ekstraktem LQ (A), LF (B) 1 EV (C).

103



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

>

DSC [mW/mg]
oL L h

=20 £
T fF —1LQ 25 —LQ 50 —LQ 75 ——LQ 100 ——GEL

exo

0 50 100 150 200 250 300
Temperatura [°C]

- M
e~

=20 +
I I ——LF 25 =——LF 50 =———LF 75 ——LF 100 =———GEL

=

DSC [mW/mg]
~

0 50 100 150 200 250 300
Temperatura [°C]

P e -
-10 A

=

.E.- i

2 -16 -

a

-18 \\\_/\

-20
I ——EV 25 ——EV 50 ——EV 75 ——EV 100 ——GEL

€X0

0 50 100 150 200 250 300
Temperatura [°C]
Rysunek 16. Krzywe DSC dla materialdéw hydrozelowych o zmiennej zawartos$ci (2.5,
5.0, 7.5 1 10.0) bio-czynnika sieciujacego: (A) LQ, (B) LF 1 (C) EV, oraz materiatu
referencyjnego: GEL.

Przebieg krzywych DSC dla materiatow usieciowanych bio-czynnikiem sieciujgcym
wykazal istotne réznice w pordwnaniu z materiatem referencyjnym. Efekt termiczny
obserwowany w temperaturze 48°C mozna odnie$¢ do przemiany szklistej blokow a-
aminokwasoéw w tancuchu peptydowym zelatyny [418]. Zastosowanie chemicznego
usieciowania polimeru oraz dodatku k-karagenu spowodowato przesunigcie temperatury

zeszklenia do wyzszych warto$ci w zakresie T = 80-86°C dla probki z ekstraktem LQ,
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T=78-84°C dla LF i T = 84-95°C dla EV. Opisana zmiana wynikala przede wszystkim z
ograniczenia mobilnosci tancuchéw polimerowych na skutek stabilizujacego dziatania
czynnikoéw sieciujacych oraz obecnosci polimeru pomocniczego [419,420]. W przypadku
niemodyfikowanej zelatyny zaobserwowano dodatkowo efekt endotermiczny w
temperaturze 88°C, ktoéry mozna powigza¢ z przejsciem uporzadkowanej struktury
spiralnej biatka do formy nieuporzadkowanej [421]. Efekt egzotermiczny wystepujacy
przy T =272°C odpowiada termicznej degradacji zelatyny [422]. Krzywe DSC dla probek
zawierajacych ekstrakt z kawy nie wykazaty obecnosci tych efektow, co moze swiadczy¢
o chemicznym usieciowaniu zelatyny. Natomiast dla tych hydrozeli zaobserwowano
egzotermiczny efekt w zakresie T = 228-235°C, ktory odpowiadal termicznemu
rozktadowi k-karagenu oraz bioaktywnych sktadnikow ekstraktow. Efekt ten ulegt
przesunigciu w kierunku wyzszych temperatur wraz ze wzrostem zawartos$ci bio-
czynnika sieciujacego [423,424]. Wyniki analizy potwierdzaja, ze zastosowanie
czynnikow sieciujacych obecnych w ekstraktach z kawy przyczynia si¢ do poprawy
stabilno$ci termicznej biatka. W przeciwiefistwie do materiatu modyfikowanego,
zelatyna niemodyfikowana ulega denaturacji i degradacji w nizszym zakresie temperatur,

co moze $wiadczy¢ jedynie o jej fizycznym usieciowaniu.
Podsumowanie:

Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan pozwolily wybra¢ najbardziej efektywny
ekstrakt z kawy jako bio-czynnik sieciujacy do dalszych etapdéw pracy. Okazato sig, ze
hydrozele usieciowane z wykorzystaniem ekstraktu LF (poddanego liofilizacji)
charakteryzowaly si¢ najwyzszym stopniem usieciowania (88,3%, 90,2%, 95,3% i
98,7%), struktura stabilizowang wigzaniami chemicznymi oraz wysoka stabilnos$cig
termiczng. Dlatego tez, probki LF 2.5, LF 5.0, LF 7.5 1 LF 10.0 poddano dalszym

badaniom w celu okreslenia koncowego sktadu kompozycji matrycy bazowe;.

Dla wybranych mieszanin reakcyjnych oraz usieciowanych hydrozeli
przeprowadzono analize reologiczng. Dodatkowo wyznaczono profil uwalniania kwasu
chlorogenowego, czyli gtownego skladnika ekstraktu, z materiatow na bazie zelatyny.
Celem przeprowadzonych badan bylo sprawdzenie czy wzrost zawarto$ci ekstraktu
wpltywa na zwigkszenie stabilno$ci hydrolitycznej hydrozeli, czego efektem jest

ograniczenie uwalniania kwasu chlorogenowego.
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4.2.6. Wtasciwosci reologiczne

Na Rysunku 17 przedstawiono zalezno$¢ modutu zachowawczego (G') 1 modutu
stratnosci (G") od temperatury dla mieszanin reakcyjnych (I, A-D) oraz usieciowanych
hydrozeli (II, A-D) w odniesieniu do probki kontrolnej, czyli niemodyfikowanej zelatyny
(I-I1, E). Punkt przecigcia modutow G’ i G” pozwolit wyznaczy¢ temperature przejscia

fazowego zol/zel lub zel/zol w badanych probkach.
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Rysunek 17. Wiasciwosci reologiczne: (I) mieszanin reakcyjnych i (II) materiatow

hydrozelowych o zmiennej zawarto$ci bio-czynnika sieciujgcego: (A) LF 2.5, (B)

LF 5.0,(C)LF_7.51(D) LF _10.0 oraz (E) materiatu referencyjnego: GEL.
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Przeprowadzone badania miaty na celu analiz¢ wptywu bio-czynnika sieciujacego
oraz jego stezenia na przebieg modutow G’ i G” w funkcji temperatury. W tym celu
mieszaniny reakcyjne poddano chlodzeniu w zakresie 50-25°C, a materialy hydrozelowe
ogrzewano w zakresie 25-50°C. Obszar przeci¢cia modutu zachowawczego 1 stratnosci
zostat utozsamiony odpowiednio z punktem zelowania podczas chtodzenia oraz punktem

topnienia podczas ogrzewania [425].

Podczas chlodzenia zaobserwowano przesuni¢cie punktu zelowania do wyzszych
temperatur wraz ze wzrostem zawartosci ekstraktu, tj. z T =32,7°C dla probki LF 2.5 do
T =41,4°C dla LF_10.0, w poréwnaniu z probka referencyjng (T = 27,2°C). Przemiana
fazowa typu zol/zel niemodyfikowanego biatka zachodzi w wyniku tworzenia wigzan
wodorowych pomiedzy atomem tlenu z grupy karboksylowej a atomem wodoru grupy
amidowej, wystepujacych w tancuchach polipeptydowych [426]. Po przekroczeniu
punktu przeciecia modutdéw nastapit znaczny wzrost ich wartosci, co wigze si¢ z
dynamicznym wzrostem lepko$ci mieszaniny spowodowanym zajSciem reakcji

chemicznego sieciowania zelatyny przy zastosowaniu ekstraktu.

Przed osiggnieciem punktu zelowania modul zachowawczy przyjmuje zazwyczaj
nizszag warto$¢ niz modul stratno$ci, co jest -charakterystyczne dla cieczy
lepkosprezystych [427]. Taki przebieg zaobserwowano dla materiatow LF 2.5, LF 5.01
GEL. Natomiast w przypadku prébek LF 7.5 1 LF 10.0 nastgpilo odwrdcenie tej
tendencji. Moze to $wiadczy¢ o wczesniejszym rozpoczeciu stabilizacji struktury
polimeru oraz czgSciowym utworzeniu sieci trojwymiarowej, ktorej ostateczne
usztywnienie nastgpilo w momencie wyrownania warto$ci G’ 1 G”. Podobne zjawisko
zaobserwowano w przypadku materiatow na bazie zelatyny i1 pektyny, dla ktorych
dodatek kwasu taninowego doprowadzil do niemal catkowitego wyro6wnania modutow
zachowawczego (G') 1 stratno$ci (G"”) przed osiggnieciem punktu zelowania, w
porownaniu do materiatu bazowego wykazujacego wtasciwosci typowe dla cieczy [425].
W probkach zawierajacych wyzsze stezenie bio-czynnika sieciujgcego zaobserwowano
roOwniez pojawienie si¢ maksimum modulu G’, po ktorym jego wartos¢ malata, a
nastgpnie stabilizowata si¢. Obnizenie warto$ci modulu zachowawczego mozna
powiazac z powstaniem sztywnego, kruchego materialu o wysokim stopniu usieciowania
biatka 1 ograniczonej mobilnos$ci tancuchéw polipeptydowych. Moze to prowadzi¢ do
kurczenia si¢ materiatu, pekni¢¢ oraz uszkodzen struktury fizycznej, a w konsekwencji

do obnizenia efektywnosci przenoszenia naprezenia przez probke [428].
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Ogrzewanie materialdow usieciowanych bio-czynnikiem sieciujacym nie
spowodowato istotnych zmian warto$ci modutow G’ 1 G”, co jest charakterystyczne dla
hydrozeli o trwatlej strukturze sieciowej. Jedynie w przypadku probki referencyjnej
zaobserwowano przeci¢cie tych modutow, a punkt topnienia wystapit w temperaturze T
= 36,3°C. Biatko stabilizowane wylacznie oddzialywaniami fizycznymi ulegto
solubilizacji. Zgodnie z dostepng literatura, przecigcie modutow G’ i G” podczas
ogrzewania zaobserwowano wylacznie w przypadku zelatyny nieusieciowanej, natomiast
probki zawierajace czynnik sieciujacy nie ulegly destabilizacji nawet w podwyzszonej

temperaturze [372,429].

Uzyskane wyniki badan reologicznych dodatkowo potwierdzaja chemiczne
usieciowanie zelatyny w obecnosci ekstraktu z odpadéw kawowych oraz wskazuja na
wysoka odpornos$¢ termiczng otrzymanych materiatow. Zastosowanie najwyzszego
stezenia bio-czynnika sieciujacego (0,4 g) dodatkowo sprzyjalo zelowaniu mieszaniny
sieciujacej (G’ = G") w najwyzszej temperaturze sposrod badanych probek, wynoszacej

T=41,4°C.
4.2.7. Profil uwalniania kwasu chlorogenowego

Stabilno$¢ hydrolityczng materiatdéw hydrozelowych oceniono poprzez wyznaczenie
profili uwalniania kwasu chlorogenowego z bazowych matryc, ktére zamieszono na

Rysunku 18.
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Rysunek 18. Profil uwalniania kwasu chlorogenowego z materiatéw hydrozelowych o

zmiennej zawartosci bio-czynnika sieciujacego: LF 2.5, LF 5.0,LF 7.51LF 10.0.
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Analiza uwalniania czynnika sieciujagcego moze stanowi¢ dodatkowa metode
potwierdzajaca efektywno$¢ chemicznego usieciowania polimeru. Zatozono, ze materiat
hydrozelowy o korzystnych wiasciwosciach fizykochemicznych (m.in. wyzszym stopniu
usieciowania, stabilno$ci termicznej) bedzie charakteryzowal si¢ zwigkszong
odpornoscig hydrolityczng, a tym samym wydluzonym czasem degradacji wigzan

kowalencyjnych powstatych w wyniku reakcji sieciowania [19].

Przeprowadzone badanie uwalniania substancji aktywnej z matrycy polimerowej
pozwolilo zaobserwowaé¢ wzrost stezenia kwasu chlorogenowego w ptynie
akceptorowym (wodzie destylowanej, pH 6,6) w funkcji czasu. Zmienna zawarto$¢
ekstraktu w materiale hydrozelowym miata znaczacy wplyw na przebieg profilu
uwalniania. Wzrost ilo$ci bio-czynnika sieciujgcego spowodowal zmniejszenie szybkosci
uwalniania kwasu chlorogenowego, co wynikato z utworzenia zwartej sieci polimerowej,
ktéora w sposob efektywny zatrzymywala inkorporowang substancje aktywna.
Stabilizujacy wplyw zastosowanego ekstraktu pozwolil nada¢ hydrozelom wlasciwosci
charakterystyczne dla no$nikow o przedluzonym 1 kontrolowanym uwalnianiu. Dla
kazdej z analizowanych probek uwalnianie kwasu chlorogenowego zachodzito w sposéb
stopniowy 1 przedtuzony. Nie stwierdzono wystgpienia zjawiska ,burst effect”
polegajacego na naglym wyrzucie znacznych ilo$ci analizowanego zwigzku z matrycy,
co najczegsciej moze byC¢ obserwowane w pierwszych godzinach pomiarowych.
Uwolniona ilo$¢ zwigzku po uptywie 7 dni wynosita 72% dla probki LF 2.5, natomiast

43% dla LF_10.0.

W zalezno$ci od wtasciwosci strukturalnych i fizycznych hydrozelu mechanizm
uwalniania substancji aktywnych moze opiera¢ si¢ na rdéznych zjawiskach, takich jak
dyfuzja, pgcznienie badz degradacja. W analizowanym przypadku uwalnianie oparte na
dyfuzji stanowito marginalny przypadek 1 dotyczy¢ moglo czasteczek kwasu
chlorogenowego, ktore nie ulegly reakcji z tancuchem polimerowym. W poczatkowym
etapie badania widoczny byl nieznaczny wzrost stezenia zwigzku w plynie
inkubacyjnym, co potwierdza ograniczong rol¢ tego zjawiska. Uwalnianie na drodze
pecznienia, czyli absorpcji ptynu do struktury hydrozelu na skutek osmozy, stanowi
wariant w przypadku braku mozliwos$ci swobodnej, poczatkowej migracji substancji
aktywnej. Dla otrzymanych materiatow mechanizm ten byt spowodowany miedzy innymi
silng interakcja gtéwnego sktadnika bio-czynnika sieciujgcego z grupami funkcyjnymi

polimeru w wyniku reakcji sieciowania. Ponadto stopniowa degradacja pozwolita
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uwolni¢ zamknigta w sieci nosnika substancj¢ aktywna poprzez zajscie erozji
powierzchniowej wywolanej hydroliza [340,343,430,431]. W trakcie pierwszych 48
godzin pomiarowych nie doszto do znacznego uwolnienia kwasu chlorogenowego, co

jest pozadanym rezultatem i moze $wiadczy¢ o chemicznym usieciowaniu zelatyny.
Podsumowanie:

Uzyskane wyniki potwierdzity wlasciwos$ci sieciujace ekstraktow otrzymanych z
odpadow kawowych. Usieciowane chemicznie hydrozele na bazie zelatyny
charakteryzowaly si¢ wyzszym stopniem usieciowania, zwartg strukturg o obnizonej
porowatosci oraz lepsza stabilno$cig termiczng wzgledem materiatu referencyjnego.
Zaobserwowane zmiany $wiadcza o tym, ze obok typowych oddzialywan fizycznych,
jakie wystepuja w lancuchu zelatyny, pojawig si¢ takze silne wigzania kowalencyjne
stabilizujace strukturg polimeru. Do dalszych badan wybrano maksymalne st¢zenie bio-
czynnika sieciujacego (0,4 g) w postaci liofilizowanej, ze wzgledu na jego wysoka
efektywnos¢, przejawiajaca si¢ najwyzsza temperaturg zelowania mieszaniny sieciujace;j
oraz istotnie wydluzonym czasie uwalniania kwasu chlorogenowego z matrycy

hydrozelowe;.

W kolejnym etapie badan skupiono si¢ na poprawie wytrzymato$ci mechanicznej
hydrozelu oraz jego elastycznosci, niezbednej w przypadku potencjalnego zastosowania
jako materialy opatrunkowe. W tym celu przeanalizowano wplyw réznych stezen
plastyfikatora, ktorym byta gliceryna, na parametry zwigzane z przebiegiem reakcji
sieciowania. Zastosowanie gliceryny wynikatlo z jej wysokiej biokompatybilnosci,
nietoksycznosci oraz biodegradowalnosci, jak réwniez z korzystnego wpltywu na
transdermalne dostarczanie substancji czynnych oraz wladciwosci mechaniczne
materiatow zelatynowych, przejawiajagcego si¢ zmniejszeniem ich kruchosdci i

zwigkszeniem wydtuzenia przy zerwaniu [432-434].

4.3. Charakterystyka materiatéw hydrozelowych zawierajacych gliceryne

4.3.1. Stopien usieciowania, pgcznienia i analiza widm FT-IR

Zastosowanie gliceryny jako plastyfikatora pozwolito zaobserwowac istotne zmiany
nie tylko w elastyczno$ci materiatdéw hydrozelowych, ale takze w ich charakterystyce
fizykochemicznej [435]. Rysunek 19A-B przedstawia stopien usieciowania i
wlasciwosci absorpcyjne materiatéw hydrozelowych sieciowanych ekstraktem LF oraz

zawierajacych gliceryne w zmiennej ilosci (0,4 ml, 0,5 ml, 0,6 ml). Ponadto zostala
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potwierdzona struktura chemiczna usieciowanych materiatow hydrozelowych na

podstawie analizy widm FT-IR (Rysunek 20).
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Rysunek 19. (A) Stopien usieciowania oraz (B) stopien pecznienia otrzymanych
materialdéw hydrozelowych o zmiennej zawarto$ci gliceryny: GL 0.4, GL 0.5 1

GL 0.6, oraz materiatu referencyjnego: GEL.

Wraz ze wzrostem zawartosci gliceryny zaobserwowano obnizenie stopnia
usieciowania probek, nawet o 14%, wzgledem materiatu LF_10.0, dla ktérego wartos¢
parametru oscyluje na poziomie okoto 99%. Najwyzszym stopniem usieciowania, tj.
96%, charakteryzowata si¢ matryca GL 0.4, natomiast zastosowanie maksymalnego
stezenia gliceryny (prébka GL 0.6) spowodowato znaczne zaburzenie w strukturze
polimerowej, skutkujgc obnizeniem wartosci do 85%. Wprowadzenie plastyfikatora do
kompozycji prawdopodobnie spowodowato inhibicj¢ procesu sieciowania chemicznego
zelatyny poprzez zastgpienie czesci wigzan kowalencyjnych oddzialywaniami

fizycznymi, takimi jak wigzania wodorowe [436].
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Dodatek gliceryny znaczaco wptynat réwniez na wlasciwosci absorpcyjne hydrozeli
w porownaniu do materiatu nie zawierajacego plastyfikatora. Po 72 godzinach zdolnos$¢
absorpcji ptynoéw dla probek GL 0.4, GL_0.5 1 GL_0.6 wynosita odpowiednio 1506%,
1455% 1 1397%. Wartosci byly nizsze odpowiednio o 61%, 62% 1 64% wzgledem
materialu bazowego LF _10.0. W trakcie pierwszych 3 godzin pomiardw zaobserwowano
stopniowe obnizanie stopnia pecznienia wraz ze wzrostem zawarto$ci plastyfikatora. Po
24 godzinach warto$ci parametru dla wszystkich materiatow ulegly wyréwnaniu, po
czym nastgpil ponowny wzrost do poziomu 1506% dla GL_0.4, 1455% dla GL_0.5 oraz
1397% dla GL_0.6.

Zaobserwowane zjawisko moze wynika¢ z wlasciwosci gliceryny do tworzenia
wiazan wodorowych z czasteczkami wody, co sprzyja zwigkszeniu zawartosci wilgoci w

matrycach, a jednocze$nie ogranicza dodatkowa absorpcj¢ ptynow [437].

Analiza widm FT-IR probek usieciowanych bio-czynnikiem sieciujgcym z
dodatkiem roznej zawarto$ci gliceryny pozwolita okres§li¢ jej wptyw na strukture

chemiczng materialéw hydrozelowych (Rysunek 20).
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Rysunek 20. Widma FT-IR usieciowanych materialéw hydrozelowych o zmienne;j

zawartosci gliceryny: GL 0.4, GL_0.51 GL_0.6, oraz materiatu referencyjnego: GEL.

Dla wszystkich analizowanych matryc zaobserwowano istotne przesunigcie pasma
absorpcyjnego odpowiadajacego strukturze amidu II przy liczby falowej 1552 cm™, a
takze pasma amidu III przy 1239 cm™. Dodatkowo w probce zawierajacej najwyzsze
stezenie plastyfikatora (GL 0.6) zauwazono przesunigcie pasma amidu I przy liczbie
falowej 1643 cm™. Opisane zmiany wskazuja na zaburzong reakcje sieciowania
chemicznego zelatyny pod wptywem obecnosci gliceryny. Plastyfikator, ze wzgledu na

swoje wlasciwosci hydrofilowe i1 higroskopijne, moze przyczynia¢ si¢ do lokalnego
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odwodnienia struktury biatka, co skutkuje usztywnieniem sieci polipeptydowej poprzez

ograniczenie mobilnosci ancuchow.

Dane literaturowe potwierdzaja wplyw gliceryny na zwickszenie fizycznej i
chemicznej stabilno$ci biatka, miedzy innymi poprzez spowolnienie procesoOw
denaturacji, deamidyzacji i hydrolizy. Zwickszona odporno$¢ biatka na degradacje
zwigzana jest rowniez z indukowang przez plastyfikator modyfikacja trzeciorzedowe;j
struktury  zelatyny, przy jednoczesnym zachowaniu niezmienionej struktury

czwartorzedowej [438].
4.3.2. Badania mechaniczne

Twardo$¢ materiatow hydrozelowych zawierajacych dodatek gliceryny, a takze ich
wytrzymato$¢ na wydtuzenie w zalezno$ci od zadanej sity oraz warto$¢ sity zrywajacej

przedstawiono na Rysunku 21A-B i w Tabeli 11.
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Rysunek 21. (A) Twardo$¢ oraz (B) wytrzymato$¢ na wydhuzenie w funkcji sity
usieciowanych materialow hydrozelowych o zmiennej zawartosci gliceryny: GL 0.4,

GL _0.51GL 0.6, oraz materiatu referencyjnego: GEL.

Tabela 11. Sita zrywajaca dla usieciowanych materiatéw hydrozelowych o zmiennej

zawartosci gliceryny: GL_0.4, GL_0.51GL_0.6.

Maksymalna warto$¢ sily [N] Srednia
Probka i
1 ) 3 4 5 6 7 wartos¢ + SD
GL_0.4 42,3 40,9 40,1 37,4 37,1 38,3 40,8 39,6 +2,0
GL 0.5 24,5 23,2 23,1 22,5 20,2 24,3 20,6 22,617
GL_0.6 18,4 16,1 20,4 19,9 16,2 21,7 19,6 189+2,1

115



Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze dla usieciowanych
materialéw hydrozelowych GL 0.4, GL 0.5 1 GL_0.6 zachodzi stopniowe zmniegjszenie
twardos$ci matryc wraz ze wzrostem st¢zenia gliceryny, a warto$¢ parametru wynosita
odpowiednio 90°Sh, 88°Sh i1 85°Sh wedlug skali A. Ponadto badania pozwolity
stwierdzi¢ istotne zmniejszenie twardosci probek wzgledem materiatu referencyjnego,
ktorego twardo$¢ wynosita 97°Sh. Zastosowanie plastyfikatora spowodowato poprawe
elastycznosci probek, a w konsekwencji pozwolito nada¢ im lepsze wlasciwosci

uzytkowe niezbedne wzgledem potencjalnego zastosowania medycznego.

Dane literaturowe potwierdzaja korzystny wplyw gliceryny na zmniejszenie
kruchosci i1 twardosci materialbw na bazie zelatyny, co wynika ze zmniejszenia

sztywnosci struktury hydrozelu [435,439,440].

Wzrost stezenia plastyfikatora wyraznie wptynat na zwigkszenie wydtuzenia przy
zerwaniu materiatdéw hydrozelowych, a warto§¢ parametru wynosita 10,8 mm dla probki
GL 0.4, 16,7 mm dla GL 0.5 oraz 21,2 mm dla GL_0.6. Jednocze$nie zaobserwowano
stopniowe zmniegjszenie sity zrywajacej, ktéra byta réwna odpowiednio 39,6 N, 22,6 N
oraz 18,9 N. Zastosowanie $redniego i maksymalnego st¢zenia gliceryny znacznie
wptyneto na obnizenie wytrzymato$ci mechanicznej w poroéwnaniu do probki o jej
najnizszej zawartosci. Hydrozel GL 0.4 wykazywat korzystng elastycznos¢ przy

zachowaniu dobrych wtasciwosci mechanicznych oraz wytrzymatosci na rozcigganie.

Podobne zaleznos$ci zaobserwowano dla materialow Zelatynowych, gdzie gliceryna
ostabiala oddziatywania miedzyczasteczkowe, zwigkszajac elastycznos¢ 1 rozciggliwos¢
probek, jednoczesnie ograniczajac ich wytrzymalo§¢ mechaniczng [439,441,442].
Uzyskane wyniki podkreslaja kluczowe znaczenie doboru stezenia plastyfikatora w
kompozycji, tak aby zwigkszona elastyczno$¢ nie prowadzita do istotnego obnizenia

trwato$ci strukturalnej materiatu.
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4.3.3. Analiza TGA

Rysunek 22A-B przedstawia wyniki analizy termograwimetrycznej w postaci
krzywych TG 1 DTG dla usieciowanych materialéw hydrozelowych o zmiennej
zawarto$ci gliceryny GL 0.4, GL 0.5 i GL 0.6. Tabela 12 zawiera zestawienie
charakterystycznych temperatur odpowiadajacych 5%, 10% i 50% ubytkowi masy (Ts,
T10%, Ts0%), temperatur 1 odpowiadajacych im ubytkéw masy dla kolejnych etapow
rozktadu (DTG1-DTG3) oraz warto$ci pozostatosci w temperaturze koncowej wynoszacej

T =800°C.
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Rysunek 22. Krzywe TG/DTG dla usieciowanych materiatow hydrozelowych o
zmiennej zawartos$ci gliceryny: GL_0.4, GL_0.5 i GL_0.6, oraz materialu
referencyjnego: GEL.
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Tabela 12. Wlasciwos$ci termiczne usieciowanych materiatow hydrozelowych o
zmiennej zawartos$ci gliceryny: GL_0.4, GL_0.5 i GL 0.6, oraz materialu

referencyjnego: GEL.

. Te, Ty  Taw DTGi  DTG:  DTGs Pi’vzg:)t;:géé
[°C] [%/min; °C] [%]
GL 04 1228 188,1 3477 101299 235§18 330?8 23,62
GL 05 127,1 1774 3314 '102’2?1; 236§7s '320’3’42; 22,64
GL 0.6 1206 1689 3264 102370 23;33 321387 24,00
GEL 98,7 1622  330,8 '8’79;; - '36(;23 18,57

Dodatek plastyfikatora spowodowal obnizenie stabilno$ci termicznej [443].
Zaobserwowano nizsze temperatury dla wszystkich etapéw degradacji, odpowiadajacych
poszczegdlnym komponentom, w pordwnaniu do hydrozelu niezawierajacego gliceryny
(LF_10.0). Ponadto warto$¢ pozostalosci materiatow w T = 800°C obnizyta si¢ o 4,5-

6,0% w odniesieniu do probki LF 10.0.

Pierwszy efekt cieplny z maksimum piku w zakresie temperatur 117-129°C jest
zwigzany z utratg wody 1 czesci gliceryny wskutek ich odparowania [443,444]. Piki o
maksimach w zakresie T = 251-264°C 1 304-311°C, podobnie jak w probce LF 10.0,
odpowiadaja termicznemu rozktadowi tancuchéw k-karagenu, sktadnikow bio-czynnika

sieciujgcego oraz struktury zelatyny.
4.3.4. Analiza DSC

Rysunek 23A-B przedstawia wyniki analizy kalorymetrycznej w postaci krzywych
DSC dla usieciowanych materiatow hydrozelowych o zmiennej zawartosci gliceryny
GL 0.4,GL 0.51GL 0.6.
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Rysunek 23. (A) Krzywe DSC dla usieciowanych materialoéw hydrozelowych o
zmiennej zawartos$ci gliceryny: GL 0.4, GL 0.5 1 GL 0.6, oraz materialu
referencyjnego: GEL. (B) Powigkszony obszar wykresu z zakresu od -2 do -6 mW/mg.

Destabilizujacy wpltyw obecnosci gliceryny na stopien usieciowania materiatu,
tozsamy ze wzrostem zawarto$ci wilgoci, doprowadzil do stopniowego obnizenia
temperatury zeszklenia zelatyny wraz ze zwigkszeniem stezenia plastyfikatora [445].
Przemiana szklista miata miejsce w zakresie temperatur wynoszacych T = 55-64°C i
wskazala na obnizenie stabilno$ci termicznej biatka w poréwnaniu do probki LF 10.0,
przy jednoczesnym zachowaniu jego odporno$ci na denaturacj¢ 1 degradacje w
analizowanym przedziale temperatur. Potwierdzeniem tej obserwacji bylo rowniez
przesunigcie efektu termicznego odpowiadajacego rozktadowi xk-karagenu oraz
sktadnikow ekstraktu do temperatury 222°C dla probki GL 0.4 oraz T = 216°C dla
probek GL 0.5 1 GL_0.6. Dodatkowo, w temperaturze 132-136°C zaobserwowano efekt

termiczny, ktory najprawdopodobniej wynikat z rozktadu struktur utworzonych w wyniku
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oddziatywania pomi¢dzy gliceryng a zelatyng. Wnioski te potwierdzajg wyniki analizy

widm FT-IR, gdzie zaobserwowano zmiany w obszarze pasm amidowych.
Podsumowanie:

Na podstawie uzyskanych wynikow do dalszych badan wybrano bazowy materiat
hydrozelowy (LF 10.0 GL 0.4), charakteryzujacy si¢ wysoko usieciowang struktura
polimerowa (96%), wytrzymato$cig termiczng oraz elastyczno$cig przy zachowaniu

odpowiedniej wytrzymatos$ci mechanicznej (39,6 N).

W dalszym etapie prac badawczych matryca byta modyfikowana poprzez
wprowadzenie do uktadu substancji czynnych (niacynamid i kwas hialuronowy), ktérych
dzialanie przeciwzapalne, przyspieszajace gojenie ran, wspomagajace regeneracje oraz
poprawiajace elastyczno$¢ skory zostato potwierdzone w literaturze [446,447]. W wyniku
przeprowadzonych badan otrzymano materialy stanowigce systemy przedtuzonego

uwalniania substancji czynnych, ktére moga pozostawac na skorze nawet przez kilka dni.

4.4. Modyfikacja bazowego materiatu hydrozelowego substancjami aktywnymi

4.4.1. Stopien usieciowania, pecznienia i degradacji

Rysunek 24A-B przedstawia stopien usieciowania oraz wiasciwosci absorpcyjne
materialdéw hydrozelowych modyfikowanych niacynamidem (0,5 g, 1 g) i kwasem
hialuronowym (1 ml, 2ml) oraz usieciowanej matrycy bazowej LF_10.0_ GL 0.4 (BM).
Przebieg procesu degradacji tych materiatow oraz ubytek ich masy po 28 dniach inkubacji

przedstawiono na Rysunku 25A-C.
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Rysunek 24. (A) Stopien usieciowania oraz (B) stopien pecznienia usieciowanych
materiatéw hydrozelowych modyfikowanych niacynamidem: BM_17.8N, BM_30.3N,
kwasem hialuronowym: BM 1.2HA, BM_2.3HA, oraz usieciowanej matrycy bazowej:

BM.

Na podstawie przeprowadzonych badan zaobserwowano wplyw obecnos$ci
substancji aktywnych na wlasciwosci fizyczne bazowej matrycy hydrozelowej

usieciowanej bio-czynnikiem sieciujacym.

Inkorporacja niacynamidu spowodowata nieznaczny wzrost stopnia usieciowania
wraz ze zwickszaniem jego stezenia, z 95,8% dla matrycy bazowej do wartosci
odpowiednio 98,7% 1 99,5%. Ponadto, w przypadku hydrozeli BM_17.8N i BM_30.3N,
zaobserwowano obnizenie ich wlasciwosci absorpcyjnych w roztworze buforu
fosforanowego (pH = 7,4). Przeprowadzone badania wykluczajg mozliwo$¢ utworzenia
wigzan kowalencyjnych o dzialaniu stabilizujgcym sie¢ polimerowg. Obserwowane

zjawisko moze wynika¢ zar6wno z obecnosci dodatkowych oddziatywan o charakterze
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fizycznym pomigdzy niacynamidem a grupami funkcyjnymi zelatyny, jak 1 z
ograniczenia dostepnosci wolnych przestrzeni w strukturze hydrozeli, spowodowanego
wysokim stezeniem wprowadzonego zwigzku [448,449]. Maskowanie wolnych grup
aminowych zelatyny przez nietrwate interakcje z grupami funkcyjnymi niacynamidu, a
takze zmniejszona zdolno$¢ do absorpcji ptynow wynikajaca z kondensacji struktury
polimerowej, moga by¢ przyczyna falszywie zawyzonych wartosci stopnia usieciowania

[450].

Dodatek kwasu hialuronowego spowodowal stopniowe obnizenie stopnia
usieciowania materialdow wraz ze wzrostem jego stg¢zenia, a warto$ci tego parametru
wynosily odpowiednio 92,7% 1 87,4%. Zgodnie z przewidywaniami, doprowadzito to do
zwigkszenia zdolno$ci absorpcyjnej hydrozeli wzgledem ptynu inkubacyjnego, co
wskazuje na oslabienie struktury sieci polimerowej. Zjawisko to moze by¢ zwigzane z
obecnos$cig substancji aktywnej, ktora nie wykazuje stabilizujacego oddzialywania z
polimerem. Wprowadzenie do kompozycji kwasu hialuronowego moze prowadzi¢ do
zaburzenia istniejagcych wigzan sieciujacych utworzonych pomiedzy bio-czynnikiem

sieciujagcym i zelatyng [451].
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Rysunek 25. Zmiany (A) pH i (B) przewodnosci oraz (C) ubytek masy po 28 dniach

inkubacji w roztworze PBS (pH 7,4) dla usieciowanych materiatéw hydrozelowych

modyfikowanych niacynamidem: BM_17.8N, BM_30.3N, kwasem hialuronowym:
BM_1.2HA, BM 2.3HA, oraz usieciowanej matrycy bazowej: BM.

W celu scharakteryzowania postepu degradacji materiatow hydrozelowych
monitorowano zmiany pH oraz przewodnosci ptynu inkubacyjnego (PBS, pH = 7,4), w

ktérym prowadzono badania.
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Wszystkie probki wykazywatly zblizony przebieg zmian wartosci pH. W
poczatkowej fazie inkubacji obserwowano stopniowe obnizenie wartosci parametru do
zakresu od 7,15 do 7,26. W kolejnych punktach pomiarowych zaobserwowano natomiast
nieznaczny wzrost pH w medium, co moze sugerowac stabilizacj¢ uktadu lub dalszy,

mniej intensywny rozpad struktury hydrozelu.

Analiza przewodnictwa buforu wykazata staly, powolny wzrost wartosci tego
parametru, z poczatkowych 12,7 mS/cm? do odpowiednio 13,4 mS/cm?® dla matrycy
bazowej, 13,9 mS/cm? dla materialdéw zawierajacych niacynamid oraz 13,5 mS/cm? dla
materialdéw z dodatkiem kwasu hialuronowego. Zwickszenie przewodnictwa moze by¢
zwigzane z uwalnianiem jonowych produktow degradacji zelatyny oraz k-karagenu, a
takze substancji aktywnych, w tym skfadnikow pochodzacych z bio-czynnika

sieciujacego, do medium inkubacyjnego.

Ubytek masy probek wskazuje na najwyzszy stopien degradacji dla materiatéw
modyfikowanych niacynamidem. Zwickszenie zawarto$ci substancji aktywnej
prowadzito do wzrostu ubytku masy odpowiednio do 81,1% oraz 84,0%. Rowniez
hydrozele zawierajace dodatek kwasu hialuronowego ulegaly degradacji w wigkszym
stopniu niz matryca bazowa. Zaobserwowano wzrost warto$ci ubytku masy z 77,2% (dla

matrycy bazowej) do odpowiednio 78,5% oraz 82,3% przy rosnacej zawartosci HA.

Zaro6wno niacynamid, jak i1 kwas hialuronowy zwigkszyly podatno$¢ materiatu
hydrozelowego na degradacje hydrolityczng. Zaobserwowany wzrost ubytku masy moze
wskazywac na brak udziatu substancji aktywnych w sieciowaniu materiatu, a jedynie na
ich fizyczng obecnos$¢ w strukturze hydrozelu. Pomimo to, zmiany te nie miaty charakteru
ograniczajacego mozliwosci aplikacyjne w obszarze materialow opatrunkowych.
Wprowadzenie substancji aktywnych do uktadu hydrozelowego czgsto prowadzi do
ostabienia usieciowanej struktury sieci polimerowej, co potwierdzaja dane Zrodtowe
[452]. Potwierdzona degradacja otrzymanych materiatow hydrozelowych umozliwita
uwalnianie niacynamidu, kwasu hialuronowego oraz substancji bioaktywnych obecnych

w ekstrakcie z fusow kawowych.
4.4.2. Analiza FT-IR

W celu okre§lenia wplywu niacynamidu i kwasu hialuronowego na strukturg
chemiczng usieciowanej bio-czynnikiem matrycy bazowej wykonano analize¢ widm FT-

IR.
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Widma FT-IR dla materialdow hydrozelowych modyfikowanych niacynamidem i
kwasem hialuronowym oraz usieciowanej matrycy bazowej i czystych substancji

aktywnych przedstawiono na Rysunku 26A-B.
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Rysunek 26. Widma FT-IR usieciowanych materiatéw hydrozelowych
modyfikowanych niacynamidem: (A) BM_17.8N, BM_30.3N, kwasem hialuronowym:
(B) BM_1.2HA, BM_2.3HA, oraz usieciowanej matrycy bazowej: BM i czystych
substancji aktywnych: N, HA.

Widmo FT-IR niacynamidu charakteryzuje si¢ obecnoscig pasm absorpcyjnych
odpowiadajacych drganiom rozciggajacym wigzania N-H (3357 cm™ 1 3149 cm™),
drganiom rozciaggajacym grupy karbonylowej C=0 w strukturze amidowej (1674 cm™),
drganiom zginajagcym N-H (1592 cm™), drganiom rozciggajacym C=C w pierscieniu
aromatycznym (1485 ocm™) oraz drganiom rozciggajacym wigzania C-N

charakterystycznym dla grupy amidowej (1230 cm™) [400,453].
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Modyfikacja matrycy bazowej niacynamidem (BM 17.88N i BM 30.3N)
spowodowata zanik niektorych pasm absorpcyjnych obecnych w czyste] matrycy.
Zaobserwowano pojawienie si¢ dwoch sygnatow w zakresie liczb falowych 3357-3359
cm! oraz 3152-3156 cm™, odpowiadajacych strukturze amidu A w tancuchu zelatyny.
Charakteryzowaly si¢ one wyzsza intensywno$ciag w porOwnaniu z czystym
niacynamidem, co sugeruje, ze pasma pochodza zarowno od polimeru, jak i niacynamidu.
Pasma odpowiadajace strukturom amidowym I, IT 1 III ulegly wyraznemu przesunigciu
do odpowiednio 1672-1673 cm™ (amid I), 1592-1593 cm™ (amid II) oraz 1231 cm™
(amid IIT). Dodatkowo w préobkach modyfikowanych pojawit si¢ sygnat przy 1486 cm™,
zwigzany z obecnoscig wigzan w pierscieniu aromatycznym, charakterystycznym dla

czasteczki niacynamidu.

Widmo FT-IR kwasu hialuronowego charakteryzuje si¢ obecnosciag pasm
absorpcyjnych odpowiadajacych drganiom rozciggajacym wigzania N-H 1 O-H (3283
cm™), drganiom zginajacym N-H (1607 cm™), drganiom rozciggajacym C-H oraz
zginajacym C-O (1407 cm™), a takze drganiom rozciggajacym grup C-O-H 1 mostkow
eterowych C-O-C (1029 cm™) [454,455].

Materiaty BM 1.2HA i BM 2.3HA, =zawierajace kwas hialuronowy,
charakteryzowaty sie strukturg chemiczng niemal identyczng jak matryca bazowa.
Zjawisko to mozna tlumaczy¢ duzym podobienstwem widma czystego kwasu
hialuronowego do widma kompozycji polimerowej, zawierajagcej podobne grupy
funkcyjne pochodzace miedzy innymi z Zzelatyny, k-karagenu oraz bioaktywnego
czynnika sieciujgcego. Brak wyraznych zmian w obszarach widm, ktére mogtyby
swiadczy¢ o modyfikacji chemicznej, moze wynikac¢ z niskiego stezenia zastosowanego
kwasu hialuronowego. Wprowadzenie matej ilosci substancji aktywnej mogto skutkowaé
rejestracjag pasm o niewystarczajacej intensywnosci, ktore zostalty przyslonigte przez
silniejsze pasma pochodzace od gtdéwnych komponentéw hydrozelu, co potwierdzaja

rowniez zrodla literaturowe [456].

Na podstawie przeprowadzonej analizy widm FT-IR nie stwierdzono zmian w
strukturze chemiczne] matrycy bazowej w wyniku jej modyfikacji substancjami

czynnymi.
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4.4.3. Analiza SEM

Mikrofotografie SEM dla materiatbw  hydrozelowych modyfikowanych
niacynamidem 1 kwasem hialuronowym oraz usieciowanej matrycy bazowej

przedstawiono na Rysunku 27A-E.
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Rysunek 27. Mikrofotografie SEM przekroju poprzecznego usieciowanych materialow
hydrozelowych modyfikowanych niacynamidem: (A) BM_17.8N, (B) BM_30.3N,
kwasem hialuronowym: (C) BM_1.2HA, (D) BM_2.3HA, oraz usieciowanej matrycy
bazowej: (E) BM. Analizy wykonane przy powickszeniu (I) 2 500% oraz (IT) 10 000x%.
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Przekrdj poprzeczny usieciowanej matrycy bazowej charakteryzowatl si¢ obecno$cia
podtuznych poréw o znacznych rozmiarach, rozdzielonych zwartymi warstwami, co
przypomina strukture gabki. Wysoki stopien usieciowania zelatyny przyczynit si¢ do

powstania jednolitej struktury materiatu.

W przypadku materialéw zawierajacych niacynamid zaobserwowano wyrazng
redukcje liczby oraz rozmiaru poroéw. Struktura tych probek w catej objetosci
przyjmowata posta¢ $cisle utozonych warstw. Z kolei dodatek kwasu hialuronowego
spowodowat powstanie wickszej liczby waskich, podtuznych przestrzeni o mniejszej
wielkosci. Dodatkowo widoczne byty liczne artefakty wskazujace na obecnos¢ substancji
aktywnej zamknigtej] w sieci polimerowej. Dane literaturowe potwierdzajg znaczacy

wplyw substancji czynnych na strukture porowata materialdéw hydrozelowych [448,457].

Zaobserwowane zmiany w strukturze przekrojéw poprzecznych badanych
materialdw hydrozelowych pozostaja zgodne z wczes$niej opisanymi wynikami
dotyczacymi stopnia pgcznienia. Niacynamid ograniczat zdolno$¢ hydrozelu do absorpcji
ptynu, podczas gdy kwas hialuronowy rozluzniat zwartg, usieciowang strukture,

prowadzac do zwigkszenia wlasciwosci sorpcyjnych.
4.4.4. Analiza TGA

Rysunek 28A-D przedstawia wyniki analizy termograwimetrycznej w postaci
krzywych TG 1 DTG dla materiatéw hydrozelowych modyfikowanych niacynamidem i
kwasem hialuronowym oraz usieciowane] matrycy bazowej. Tabela 13 zawiera
zestawienie temperatur odpowiadajacych 5%, 10% 1 50% utracie masy (T'se, T10%, T50%),
temperatur 1 odpowiadajacych im ubytkow masy dla kolejnych etapow rozktadu (DTG1-
DTGs3) oraz warto$ci pozostatosci przy T = 800°C.
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Rysunek 28. Krzywe TG/DTG dla usieciowanych materialdéw hydrozelowych
modyfikowanych niacynamidem: (A,B) BM_17.8N, BM_30.3N, kwasem
hialuronowym: (C,D) BM_1.2HA, BM 2.3HA, oraz usieciowanej matrycy bazowe;j:
BM.

Tabela 13. Wiasciwosci termiczne usieciowanych materiatow hydrozelowych
modyfikowanych niacynamidem: BM_17.8N, BM_30.3N, kwasem hialuronowym:
BM_1.2HA, BM 2.3HA, oraz usieciowane] matrycy bazowej: BM.

Pozostalosé
T,, T, T, DTG DTG DTG
Probki 5% 10% 50% 1 2 3 w 800°C
[°C] [%/min; °C] [%]
-1,46; -4,09;
BM 178N 104,2 157.,4 301,8 v P - 19,88
- ’ ’ ’ 96,0 250,8 ’

-1,10; -5,33;
BM 303N 118,4 176,0 280,9 102.1 264.9 - 16,90

-1,03; -3,64; -2,88;
BM 1.2HA 113,0 172,6 341,1 107.8 260.0 318.8 23,66

0,98, 3,55,  -2,89;

BM_23HA 1166 1793 3421 (500 o0 U0

22,69

21,03, 3,57, -2,95;
BM 111,7 1700 3314 1055 2586 3163 23,00
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Modyfikacja matrycy bazowej niacynamidem spowodowata wyrazne pogorszenie
wytrzymato$ci termicznej materiatbw BM_17.8N i BM_30.3N. Pozostato$¢ po procesie
ogrzewania w temperaturze koncowej T = 800°C wyniosta odpowiednio 19,9% i 16,9%,
co oznacza obnizenie o 13,6-26,5% w odniesieniu do matrycy bazowej. Temperatura
odpowiadajaca efektom termicznym zwigzanym z odparowaniem wody oraz usunigciem
gliceryny obnizylta si¢ do temperatur w zakresie 96-102°C. Dodatkowo, degradacja k-
karagenu, zwiazkow bioaktywnych ekstraktu oraz denaturacja sieci peptydowej
potaczyly si¢ w jeden pik o maksimum w zakresie T = 251-265°C. Wskazuje to na silny
efekt destabilizujacy niacynamidu na usieciowang strukture polimerowg oraz na znacznie
szybszy 1 bardziej intensywny rozklad termiczny badanych hydrozeli. Literatura
potwierdza, ze obecno$¢ niektorych substancji aktywnych, takich jak ketoprofen, moze

obniza¢ stabilno$¢ termiczna lub strukturalng materiatow polimerowych [458].

Zastosowanie kwasu hialuronowego nie wykazato istotnych zmian w przebiegu
rozktadu termicznego matryc hydrozelowych. Poszczegolne etapy degradacji
zaobserwowano w zakresach temperatur T = 108-110°C, 255-260°C oraz 315-319°C. W
prébkach BM _1.2HA i BM_2.3HA pojawit si¢ dodatkowy pik odpowiadajacy termicznej
degradacji struktury zelatyny. Koncowa pozostatos¢ masy dla tych prébek wynosita
odpowiednio 23,7% 1 22,7%, co jest wartoscig porownywalng z matryca bazowa. Brak
wyraznych zmian we wlasciwosciach termicznych modyfikowanych hydrozeli moze by¢
zwigzany z zastosowaniem niskiego st¢zenia substancji aktywnej. Wykazano, ze niektore
dodatki funkcjonalne moga poprawia¢ lub utrzymywaé wlasciwosci termiczne

materiatéw polimerowych na niezmienionym poziomie [459].
4.4.5. Analiza DSC

Rysunek 29A-B przedstawia wyniki analizy kalorymetrycznej w postaci krzywych
DSC dla materialow hydrozelowych modyfikowanych niacynamidem 1 kwasem

hialuronowym oraz usieciowanej matrycy bazowe;j.
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Rysunek 29. Krzywe DSC dla usieciowanych materiatéw hydrozelowych
modyfikowanych niacynamidem: (A) BM_17.8N, BM_30.3N, kwasem hialuronowym:
(B) BM_1.2HA, BM_2.3HA, oraz usieciowanej matrycy bazowej: BM.

Dodatek niacynamidu do bazowej matrycy hydrozelowej spowodowat obnizenie
temperatury przejscia szklistego do T = 55°C dla probki BM_17.8N oraz 54°C dla probki
BM_30.3N, co wskazuje na oslabienie oddziatywan migdzytancuchowych w obecnosci
tego zwiagzku. Temperatura egzotermicznego efektu cieplnego, prawdopodobnie
zwigzanego z rozpadem struktur wynikajacych z oddziatywan miedzy gliceryng a
zelatyna, ulegla nieznacznemu przesunigciu do zakresu temperatur 119-121°C, w
porownaniu do matrycy bazowej. Glowny etap termicznego rozkladu materiatu,
obejmujacy degradacje «-karagenu, bioaktywnych sktadnikéw ekstraktu oraz
niacynamidu, wystapil w zakresie T = 218-219°C. Dodatkowo zaobserwowano obecnos¢
egzotermicznych pikow, ktorych maksima znajdowaty si¢ przy T = 177°C (dla nizszego

stezenia niacynamidu) oraz w zakresie temperatur 150-170°C (dla wyzszego stezenia).
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Sygnaly te moga wskazywa¢ na wczesny etap rozkladu niacynamidu lub jego
oddziatywan z komponentami hydrozelu. Jednakze, ze wzgledu na ograniczong

dostepnos¢ danych literaturowych, ich doktadna natura pozostaje niepotwierdzona.

Z kolei dodatek kwasu hialuronowego nie wplynal istotnie na przebieg rozktadu
termicznego badanych hydrozeli. Zaobserwowano jedynie nieznaczny wzrost
temperatury przejscia szklistego, odpowiednio do T = 62°C dla probki o nizszym stgzeniu
oraz T =61°C dla probki o wyzszym stezeniu. Temperatura rozpadu struktur zelatynowo-
glicerynowych pozostala niezmieniona i miescita si¢ w zakresie T = 119-121°C,
natomiast degradacja tancuchow polisacharydowych, sktadnikow bio-czynnika
sieciujacego oraz samego kwasu hialuronowego nastagpita w zakresie temperatur 223-

224°C.

Wyniki analizy DSC wskazuja, Zze obecnos¢ kwasu hialuronowego nie wpltywa

istotnie na stabilno$¢ termiczng hydrozeli, natomiast niacynamid dziata destabilizujaco.
4.4.6. Profil uwalniania substancji aktywnych

Profil uwalniania kwasu chlorogenowego, niacynamidu i kwasu hialuronowego z

usieciowanej matrycy bazowej przedstawiono na Rysunku 30A-B.
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Rysunek 30. Profile uwalniania: (A) kwasu chlorogenowego, oraz (B) substancji
aktywnych z usieciowanych materialow hydrozelowych modyfikowanych
niacynamidem: BM_17.8N, BM_30.3N, kwasem hialuronowym: BM_1.2HA,
BM 2.3HA, oraz usieciowanej matrycy bazowej: BM.

Uwalnianie kwasu chlorogenowego, gtownego sktadnika mieszaniny bio-czynnika
sieciujgcego, w pierwszych 48 godzinach przebiegato w podobny sposéb zaréwno z
matrycy bazowej, jak 1 z materiatu modyfikowanego kwasem hialuronowym. Proces ten
byl mniej gwaltowny w przypadku matrycy bazowej niz w probce BM_2.3HA, wzrost
stezenia substancji aktywnej w ptynie akceptorowym (35%) zaobserwowano po 96

godzinach. Koncowa ilo§¢ uwolnionego zwigzku wynosita 98%.

W przypadku hydrozelu modyfikowanego kwasem hialuronowym intensywniejsze
uwalnianie kwasu chlorogenowego rozpoczgto si¢ po 48 godzinach, osiagajac poziom

66% w 72 godzinie pomiarowej. Wyniki te sg zgodne z wczesniejszymi obserwacjami
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dotyczacymi stopnia usieciowania oraz zdolno$ci pecznienia. Ostatecznie uwolnieniu

ulegto 95% substancji czynne;j.

Hydrozel zawierajacy niacynamid wykazat ograniczone uwalnianie kwasu
chlorogenowego, co wynikato z nizszych wtasciwosci absorpcyjnych, spowodowanych
zablokowaniem poréw materialu. Znaczacy wzrost ilo$ci uwolnionego zwigzku nastapit

dopiero w 72 godzinie badania (40%) 1 utrzymat si¢ na tym poziomie do konca analizy.

Uwalnianie kwasu hialuronowego z probki BM 2.3HA, podobnie jak kwasu
chlorogenowego, gwaltownie wzrosto po 48 godzinach. Po 72 godzinach uwalniania ilo$¢
uwolnionego zwigzku wynosita 55%, a ostatecznie 78% po 144 godzinach. Dostarczanie

obu substancji aktywnych odbywalo si¢ rownolegle.

W przypadku materiatu BM_30.3N juz w poczatkowej fazie badania zaobserwowano
intensywny ,,wyrzut” niacynamidu, jego stezenie osiagnelo 50% po zaledwie 30
minutach. Po 48 godzinach nastgpit wzrost ilosci zwigzku w ptynie akceptorowym do
warto$ci 77%. Uwolnienie wigkszo$ci niacynamidu z matrycy przyspieszylo uwalnianie
kwasu chlorogenowego. W koncowym etapie badania st¢zenie niacynamidu spadto do
47%, co najprawdopodobniej byto wynikiem jego degradacji w medium inkubacyjnym,

spowodowanej dziataniem produktow rozktadu hydrozelu.

Struktura analizowanych materiatow hydrozelowych umozliwita uzyskanie
zroznicowanych profili uwalniania substancji aktywnych. Matryca bazowa pehita
funkcje nosnika o stopniowym, przedluzonym uwalnianiu kwasu chlorogenowego w
ciggu 7 dni. Hydrozel BM_2.3HA pozwolit na jednoczesne uwalnianie niacynamidu 1
kwasu chlorogenowego, co sprzyja ich synergicznemu dziataniu terapeutycznemu.
Natomiast probka BM 30.3N charakteryzowata si¢ sekwencyjnym uwalnianiem,
poczatkowo niacynamidu, a nast¢pnie kwasu chlorogenowego. Taki profil umozliwia
kontrolowane wspomaganie procesu gojenia ran, poczatkowe dziatanie przeciwzapalne 1
wspierajagce  regeneracj¢  zostaje z czasem = zastgpione przez — aktywnos¢

przeciwdrobnoustrojowg i przeciwutleniajacg.

Otrzymane materialy hydrozelowe wykazuja odmienne profile uwalniania substancji
czynnych, co umozliwia ich potencjalne zastosowanie w leczeniu ran o réznym

charakterze i odmiennych wymaganiach terapeutycznych.
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4.4.7. Cytotoksycznos¢

Materialy hydrozelowe modyfikowane niacynamidem i kwasem hialuronowym oraz
usieciowang matryce bazowa poddano analizie biologicznej w celu oceny ich dziatania
cytotoksycznego wobec komérek GM07452 (Rysunek 31).

@BM 17.8N @BM 303N ©BM 1.2HA ®mBM 23HA ®BM BKontrola

110
100
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24 48 72
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Rysunek 31. Cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek GM07452 usieciowanych
materiatdéw hydrozelowych modyfikowanych niacynamidem: BM_17.8N, BM_30.3N,
kwasem hialuronowym: BM 1.2HA, BM_2.3HA, oraz usieciowanej matrycy bazowej:

BM.

Badanie cytotoksyczno$ci materiatlow hydrozelowych prowadzono przez 72 godziny
przy zastosowaniu pierwotnych ludzkich fibroblastow, jednak analizy byly wykonywane
po 24, 48 i 72 godzinach. Usieciowana matryca bazowa wykazata bardzo wysoka
zywotnos$¢ komorek. Po 72 godzinach inkubacji zywotno$¢ komorek utrzymywata si¢ na

poziomie 96%.

Dla hydrozeli modyfikowanych niacynamidem zaobserwowano zywotno$¢ komorek
na poziomie 75-78%, natomiast w przypadku kwasu hialuronowego warto$¢ ta wynosita
78-82%. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, zywotno$¢ komoérek przekraczajaca
75% kwalifikuje materiat jako nietoksyczny [460]. Probki BM 17.8N, BM_30.3N,
BM_1.2HA oraz BM_2.3HA nie wykazaty toksycznego dzialania nawet po 72 godzinach,

pozostajac bezpieczne w warunkach in vitro.

Uzyskane wyniki wskazujag na mozliwo$¢ wykorzystania badanych materialéw
hydrozelowych w zastosowaniach dermatologicznych, w tym jako opatrunki na rany i

podtoza farmaceutyczne.
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4.5. Podsumowanie cz¢séci badawczej

W przeprowadzonych badaniach opracowano skuteczng i zrownowazong metode
pozyskiwania zwigzkéw polifenolowych z odpadowego surowca roslinnego - fusow
kawowych. Zastosowanie ekstrakcji wspomaganej ultradzwickami i promieniowaniem
mikrofalowym (UMAE) umozliwilo skrdcenie czasu prowadzenia procesu, przy
jednoczesnym wykorzystaniu rozpuszczalnikéw przyjaznych dla srodowiska. Metoda ta
wpisuje si¢ w zatozenia gospodarki o obiegu zamknietym, promujac wykorzystanie

odpadow przemystu spozywczego jako warto§ciowych zrodet substancji bioaktywnych.

Uzyskane ekstrakty wykazaty zdolno$¢ do chemicznego sieciowania zelatyny, co
potwierdzono szeregiem analiz strukturalnych, termicznych i chemicznych. Opracowane
materialy hydrozelowe charakteryzowaty si¢ wysokim stopniem usieciowania,
korzystnymi wlasciwosciami  fizykochemicznymi, stabilno$cig termiczng oraz

pozadanymi parametrami mechanicznymi.

Wprowadzenie dodatkowych substancji aktywnych, takich jak niacynamid i kwas
hialuronowy, pozwolito na nadanie materialom wlasciwosci terapeutycznych,
ukierunkowanych na wspomaganie procesOw regeneracyjnych skory. Materiaty

wykazywaty biokompatybilnos¢ i biodegradowalnos¢.

Podsumowujac, opracowane hydrozele stanowia innowacyjne podejscie do
projektowania nowoczesnych biomateriatow opatrunkowych. Zastosowanie naturalnych,
odpadowych zZrodet substancji  bioaktywnych przyczynia si¢ do rozwoju
zrownowazonych technologii w dziedzinie inzynierii materialowej, biomedycznej i
chemicznej. Otrzymane materiaty wykazuja wysoki potencjat aplikacyjny jako systemy

opatrunkowe przeznaczone do leczenia ran o roznej etiologii.
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5. WNIOSKI

W niniejszej pracy opracowano najbardziej efektywng metode pozyskiwania
substancji aktywnych z fuséw kawowych, ktére nastepnie zastosowano jako bio-czynniki
sieciujgce do otrzymywania modyfikowanych materiatow hydrozelowych o wysokim
potencjale aplikacyjnym jako opatrunki na rany. Ponizej sformutowano najwazniejsze

wnioski wynikajace z uzyskanych wynikow:

e Dobrano korzystne warunki pozyskiwania substancji aktywnych z fusow
kawowych przy zastosowaniu nastepujacych metod ekstrakcji: ciato state-
ciecz (LSE: 35°C, 35 minut, pH 3,2), wspomagana ultradzwickami (UAE:
40°C, 40 minut, pH 4,3), wspomagana promieniowaniem mikrofalowym
(MAE: 50°C, 210 W, pH 10) oraz wspomagana ultradzwickami i
promieniowaniem mikrofalowym (UMAE: 15 minut, 140 W, pH 10).

e Synergiczne dzialanie ultradzwickéw i promieniowania mikrofalowego w
trakcie procesu pozwolilo uzyskaé¢ wysoka efektywnos$é pozyskiwania
zwigzkéw polifenolowych z odpadowego surowca roslinnego. Metoda
ekstrakcji UMAE okazata si¢ najbardziej efektywna w odniesieniu do
pozyskiwania pochodnych kwasu chlorogenowego (1270,3 mg/l) oraz kwasu
szikimowego (85,2 mg/l).

e Wszystkie uzyskane ekstrakty wykazaly wyrazne dziatanie wobec bakterii
Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych. Ekstrakty otrzymane metodami MAE i
UMAE charakteryzowatly si¢ dodatkowo wtasciwosciami grzybobojczymi.
Ponadto badania biologiczne potwierdzily brak dziatania cytotoksycznego w
warunkach in vitro ekstraktow oraz wskazaty na ich zdolno$¢ do promowania
migracji komorek.

e Udowodniono zdolnos¢ ekstraktow do chemicznego sieciowania zelatyny.
Sposrod badanych probek, hydrozel zawierajacy najwyzsze stgzenie
liofilizowanego ekstraktu (LF 10.0) osiggnagl najwyzszy stopien
usieciowania (98,7%), wykazujac zwarta strukture o ograniczonej
porowato$ci oraz podwyzszong odporno$¢ hydrolityczng i termiczng.

e Dodatek gliceryny do matrycy hydrozelowej LF 10.0 wptynatl korzystnie na
jej whasciwosci mechaniczne, w szczegolnosci elastycznos$¢, co umozliwito
uzyskanie materialu o lepszych parametrach uzytkowych w kontekscie

zastosowan dermatologicznych.
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Bazowy materiatl hydrozelowy zostal zmodyfikowany przy uzyciu dwoch
substancji aktywnych (niacynamidu i kwasu hialuronowego) w celu nadania
mu  dodatkowych wilasciwosci  biologicznych, sprzyjajacych jego
potencjalnemu zastosowaniu jako materialu opatrunkowego
wspomagajacego leczenie ran.

Modyfikowane materialy hydrozelowe wykazaly zroéznicowane profile
uwalniania wprowadzonych substancji aktywnych, co umozliwia ich
potencjalne zastosowanie w leczeniu ran o r6znym charakterze i odmiennych
wymaganiach terapeutycznych. Dodatkowo, badania cytotoksycznos$ci
potwierdzity brak toksycznego dzialania otrzymanych modyfikowanych

materialdow w warunkach in vitro.
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