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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania cienkich filméw znajdujgcych zastosowanie
jako biomateriat o wlasciwosciach antykoagulacyjnych, przeciwutleniajgcych i ochronnych przed pro-
mieniowaniem gamma.

Znany jest z polskiego opisu patentowego PL 216635 rodlinny srodek, ktory przeznaczony jest
do stosowania jako komponent leczniczy, antyutleniacz lub/i konserwant. Srodek jako substancje
czynng zawiera mieszanine polifenolowo-polisacharydowa, o makroczgsteczkach charakteryzujgcych
sie masg > 5 kDa, wyizolowang z roslin z rodziny rézowatych (Rosaceae), takich jak wigzéwka bfotna
(Filipendula ulmaria), czeremcha zwyczajna (Cerasus padu), poziomka pospolita (Fragaria vesca), krwi-
Scigg lekarski (Sanguisobra officinalis), gtdg dwuszyjkowy (Cartaegus laevigata), jezyna faldowana (Ru-
bus plicatus), rzepik pospolity (Agrimonia eupatoria), z rodlin z rodziny astrowatych (Asteraceae), obej-
mujgcej krwawnik pospolity (Achillea millefolium), jezéwke purpurowg (Echinacea purpurea), przy-
miotno kanadyjskie (Conyza canadensis), arnike gérskg (Arnica montana), nawto¢ pospolitg (Solidago
virgaaurea), rumianek pospolity (Matricaria chamomilla), podbiat pospolity (Tussilago fanfara). Przed-
miotem niniejszego wynalazku jest tez sposoéb wytwarzania roslinnego srodka przeciwutleniajgcego,
ktéry polega na tym, ze w/w surowiec roslinny poddaje sie ekstrakcji wodg i/lub alkoholem nizszym lub
wodnym roztworem alkalicznym i/lub roztworem soli o charakterze alkalicznym, zobojetnia sie nastepnie
do pH =5,5-7,5 za pomocg wodnych roztworéw kwaséw nieorganicznych. W drugim etapie z otrzyma-
nych ekstraktow wyodrebnia sie substancje o masie > 5 kDa. W tym celu ekstrakt roslinny rozpuszczony
w wodzie i/lub w roztworze alkalicznym, poddaje sie procesowi sgczenia przez bariere, ktéra nie prze-
puszcza skfadnikéw ekstraktu roslinnego o masie czgsteczkowej > 5 kDa i suszy sie do konsystencji
proszku.

Cienkie filmy stosowane do modyfikacji powierzchni to materiaty stuzgce do pokrywania produk-
téw w celu nadania im nowych wtasciwosci fizycznych, chemicznych, biologicznych lub mechanicznych,
przedtuzenia ich trwatosci oraz ochrony przed zmianami fizycznymi, chemicznymi i mikrobiologicznymi.
Jadalne cienkie filmy i powtoki poprawiajg rowniez jakos¢ spozywczego produktu koncowego. Filmy
i powtoki przemystowe mogg by¢ jednorodne lub niejednorodne, tj. sktadajgce sie z ciggtej matrycy
z dodatkami takimi jak witdkna, nanoczgstki czy nanorurki, oraz jedno- lub wielowarstwowe. Powtoki
wielowarstwowe cechujg sie zazwyczaj wyzszg odpornoscig mechaniczng i barierowa, jednak ich pro-
dukcja wymaga dodatkowych etapéw naktadania i utrwalania kazdej warstwy. Gtéwnym celem tworze-
nia tych filmoéw i powtok jest uzyskanie stabilnych, cienkich i wielofunkcyjnych materiatow.

Polisacharydy stanowig duzg grupe biomateriatéw stosowanych w wytwarzaniu filméw i powtok
do modyfikacji i funkcjonalizacji powierzchni, sposréd ktorych pochodne celulozy, skrobia, alginian, ka-
ragen, guma arabska, guma ksantanowa, pullulan i chitozan budzg najwieksze zainteresowanie. Wia-
sciwosci filmoéw i powtok polisacharydowych zalezg od wielu czynnikéw: surowca, technologii wyodreb-
niania polimeru z surowca, strukturalnej organizacji polimeru, stopnia usieciowania, czy krystalicznosci.
Dobre wtasciwosci mechaniczne nalezg do podstawowych wymogow stawianych takim powtokom, po-
niewaz staba elastyczno$c¢ lub wytrzymato$¢ moze prowadzi¢ do przedwczesnego uszkodzenia lub pe-
kania podczas wytwarzania lub uzytkowania. Wobec tego, dobierajgc polisacharydy do wytworzenia
cienkich filmow nalezy wzig¢ pod uwage zaréwno cechy fizyczne materiatéw biopolimerowych (ij. od-
pornos¢ mechaniczng, wytrzymatos¢ na rozcigganie, modut Younga, przepuszczalnos¢ pary wodnej),
jak i ich wtasciwosci funkcjonalne, co bezposrednio przekfada sie na ich spojnosc¢ strukturalng (Vassi-
liadi et al., 2022). | tak z literatury wiadomo, ze folie polisacharydowe majg na ogét wytrzymato$¢ me-
chaniczng w zakresie 15—70 MPa, z wyjgtkiem bton amylopektynowych, ktére majg nizszg wytrzymatosc
mechaniczng, tj. < 6 MPa (Lourdin et al., 1995). Z kolei najwiekszg rozciggliwoscig charakteryzujg sie
powioki otrzymane ze skrobi oraz gumy ksantanowej lub gumy gellan (Arismendi et al., 2013), a najmniej
elastyczne sg cienkie filmy z pektyn ze skorki owocow cytrusowych (Rodriguez et al., 2006). Wtasciwo-
sci mechaniczne i fizyczne oraz jednorodnosc filmoéw na bazie chitozanu, przeznaczonych do naktada-
nia na produkty spozywcze, poprawiono poprzez dodanie m.in. alginianiu sodu, ale réwniez pochodnych
celulozy, badz biatek, np. biatek mleka, biatek soi, kolagenu, czy zelatyny (Haider et al., 2008; Pereda
et al., 2008; Silva et al., 2007; Xu et al., 2005). W przypadku filméw kompozytowych nie tylko sktad
chemiczny, ale rowniez kompatybilno$¢ wszystkich sktadnikéw jest istotna, poniewaz od tego zalezy
wiele wlasciwosci fizycznych opracowanych materiatow. W filmach kompozytowych role plastyfikatorow
czesto petnig pektyny, stosowane jako alternatywa wobec typowych plastyfikatoréw niskoczgsteczko-
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wych (monosacharyddw, poliolamin czy lipiddéw), poniewaz poprawiajg elastycznos¢ takich filmow (Jah-
romi et al., 2020). Z literatury znane s3a rozwigzania polegajace na tym, ze wytrzymato$¢ na rozcigganie
folii zbudowanych z pektyny poprawity nanoczastki chitozanowe (Lorevice et al., 2016), natomiast na-
norurki haloizytowe poprawity wtasciwos$ci termiczne i mechaniczne filméw pektynowych (Qiao et al.,
2012). Znane sg rowniez filmy kompozytowe z pektyny i polialkoholu winylowego, ktore lepiej chronity
powierzchnie przed szkodliwym dziataniem niskotemperaturowej plazmy powietrznej niz filmy zbudo-
wane jedynie z pektyny (Kowalonek et al., 2010). Andrade i in. (Andrade et al., 2016) otrzymali jadalne,
jednorodne, elastyczne powtoki z maki z pozostato$ci pomarahnczy, marakui, arbuza, sataty, cukinii,
marchwi, miety, ogérka oraz rukoli. Z kolei Riaz i wsp. (Riaz et al., 2018) wykorzystali polisacharydy
wyodrebnione z owocéw opuncji figowej do wytworzenia powtoki przediuzajgcej trwatos¢ mandarynek.
Filmy zbudowane z komercyjnej, niskozestryfikowanej pektyny pochodzacej ze skoérki cytrusow i gumy
gellan, byty zastosowane do zabezpieczenia kwasu askorbinowego przed hydrolizg (Chiarappa et al.,
2018; Ledn & Rojas, 2007).

Filmy i powloki z polisacharydéw mozna modyfikowa¢ réwniez pod katem ich wladciwos$ci barie-
rowych wobec tlenu, ditlenku wegla, azotu i pary wodnej. Wykazano, ze wysoka temperatura sprzyja
transportowi gazu przez polisacharydowe powtoki w sposéb wyktadniczy, a wraz ze wzrostem wilgot-
nosci wzglednej wzrasta ilos¢ czgsteczek wody oddziatujgcych z czgsteczkami biopolimeru, co w kon-
sekwencji prowadzi do uplastycznienia powtok pektynowych (Hong & Krochta, 2006; Maté & Krochta,
1998). Do matrycy hydrokoloidowej czesto wigcza sie rézne substancje hydrofobowe (woski, monogli-
cerydy i ich acetylowane pochodne, trojglicerydy, wolne kwasy tluszczowe, oleje roslinne), aby poprawié
ich wiasciwosci barierowe np. wobec wody. Kolejnymi istotnymi parametrami filmow i powtok polisacha-
rydowych sg ich grubos¢ i jednorodnosé¢, bowiem przektada sie to na ich trwatos¢ i wtasciwosci biolo-
giczne. Czesto grubos¢ powtoki polisacharydowej zalezy od fizycznych wtasciwosci samego wodnego
roztworu polisacharydu (jego gestosci, lepkosci, napiecia powierzchniowego) oraz sposobu wytwarza-
nia filmu (Vassiliadi et al., 2022). Znany z literatury jest spos6b plastyfikowania glicerolem jadalnych,
biodegradowalnych i mocnych filméw pektynowo-skrobiowych, ktére w konsekwencji wykazujg dobre
wiasciwosci mechaniczne i barierowe dla tlenu (Coffin & Fishman, 1994; Dhall, 2013). Znane z literatury
sg tez filmy kompozytowe z pektyny i k-karagenu, przepuszczalne dla ditlenku wegla i tlenu, ktére
mozna modyfikowa¢ pod wzgledem przepuszczalnosci dla wody (Alves et al., 2010; Gontard et al.,
1996).

Znane z literatury sg rozwigzania majgce na celu modyfikacje nie tylko wtasciwosci fizycznych
filméw pektynowych, ale réwniez nadanie im funkcjonalnosci biologicznej, np. dodatek nanoemulsji za-
wierajgcych olejki eteryczne o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym do filméw wytworzonych z pektyn
Z owocu papai (Otoni et al., 2014). Z kolei Khalaf i wsp. (Khalaf et al., 2013) opracowali cienkie filmy na
bazie pullulanu i nanoczgstek, ktére dziataty bakteriobdjczo wobec S. aureus i L. monocytogenes. Z li-
teratury znane sa réwniez filmy i powtoki dekstranowe zapewniajg dobre podtoze do syntezy, stabilizac;ji
i rownomiernej dyspersji nanoczgstek srebra w matrycy polimerowej, co przektada sie na wyzszg sta-
bilnos¢ strukturalng i jednorodno$¢ takich nanokompozytowych filmoéw i prowadzi do zachowania ich
silnych wtasciwosci przeciwbakteryjnych wobec B. subtilis, B. cereus, E. coli, S. aureus i P. aeruginosa
(Bankura et ah, 2012; Liu et ah, 2009). Sessa i wsp. (Sessa et al., 2015) zastosowali nanoemulsje
z chitozanem i olejkiem cytrynowym do wytworzenia powtok o wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojo-
wych do przedtuzenia przydatnosci do spozycia rukoli. Z kolei Pereziin. (Pérez et al., 2013) wykorzystali
wysokoestryfikowang pektyne cytrusowg i metyloceluloze do wytworzenia jadalnych filméw plastykowa-
nych glicerolem, o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych do ochrony m.in. kwasu askorbinowego. Znane
z literatury sg rowniez filmy wytworzone z pektyn z mezokarpu owocu pomaranczy chinskiej, zawiera-
jacych siarczanowane frakcje o dziataniu przeciwzakrzepowym i przeznaczone do zastosowania w le-
czeniu ran (Cipriani et al., 2009).

Niemniej jednak, wcigz poszukuje sie zwigzkéw o charakterze cukrowym, pochodzgcych z odna-
wialnej bazy surowcowej, i 0 specyficznej strukturze, ktéra determinowataby ich przydatno$c¢ jako bio-
materiatéw. Z patentu polskiego nr PL 211520 oraz publikacji (Pawlaczyk-Graja et al., 2019, 2020)
znany jest $rodek rodlinny o charakterze polisacharydowym, w szczegdlnosci pektynopodobnym, wy-
odrebniony z lisci poziomki pospolitej (Fragaria vesca L.) o masie czagsteczkowej od 4 000 do
1 100 000 Da. Srodek tworzg polisacharydy w ilogci 10-70% masowej oraz zwigzane z czescig polisa-
charydowg polifenole w ilosci 10-50%. Czegs¢ polisacharydowa srodka roslinnego tworzg reszty kwasow
glukuronowego i galakturonowego, ktorych sumaryczna ilos¢ wynosi 20—80% oraz reszty monosacha-
rydéw obojetnych. Srodek ten posiada szereg wasciwosci, w tym: (i) znane jest z publikacji (Szejk,
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Poplawski, Czubatka-Bienkowska, et al., 2017), ze srodek roslinny nie jest toksyczny i nie wywotuje
odpowiedzi immunologicznej, (ii) znane z patentu PL 211520 oraz z publikacji naukowych (Pawlaczyk-
-Graja et al., 2020; Pawlaczyk et al., 2013) jest, ze srodek roslinny wykazuje dziatanie hamujgce krze-
pliwos¢ krwi, (iii) znane z patentu PL 216635 jest dziatanie przeciwutleniajgce, oraz (iv) znane z patentu
PL 233306 i publikacji (Szejk-Arendt et al., 2020; Szejk, Poplawski, Czubatka-Bienkowska, et al., 2017;
Szejk, Poplawski, Sarnik, et al., 2017; Zbikowska et al., 2016) jest dziatanie ochronne przez promienio-
waniem jonizujgcym.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest sposob otrzymywania cienkich filméw polegajacy na
tym, tym, Ze do srodka roslinnego w ilosci od 0,01% do 55% i o masie czgsteczkowej > 4 kDa, otrzy-
manego z lisci poziomki pospolitej dodaje sie alginianu sodu w ilosci od 0,01% do 10% i wolno miesza
sie, az do catkowitego rozpuszczenia obu sktadnikéw, po czym cato$¢ wylewa sie na powierzchnie i po-
zostawia sie przez 24 godziny w temperaturze pokojowej, w celu odparowania wody i otrzymuije sie film
o grubosci od 1 um do 1000 um.

Zgodnie z wynalazkiem proces tworzenia cienkiego filmu z zastosowaniem $rodka roslinnego
polega na przygotowaniu kompozycji sktadajgcej sie z: (i) srodka roslinnego o stezeniu wagowym od
0,01% do 55%, korzystnie od 0,5% do 10%; (ii) no$nika, korzystnie alginianu sodu o stezeniu wagowym
od 0,01% do 10%, substancji czynnej, substancji pomocniczych, np. oleju i srodka powierzchniowo
czynnego.

Przedmiot wynalazku jest przedstawiony w ponizszych przyktadach realizacji oraz na rysunkach,
na ktorych Fig. 1 przedstawia Widma FT-IR filméw: Alg, FVH, Alg+FVH. (po lewej) Grubos¢ filmu w za-
leznosci od polimeréw uzytych do jego wytworzenia, (po prawej, Fig. 2 przedstawia 2 Zdjecia mikrosko-
powe (SEM) filméw: Alg (A), Alg+Chi (B), Alg+FVH (C).

Przyktad 1

Srodek roslinny o masie czagsteczkowej > 4 kDa, otrzymany z lici poziomki pospolitej (Fragaria
vesca) metodg wedtug polskiego patentu nr PL 211520 i publikacji naukowej Pawlaczyk et al. (Pawla-
czyk-Graja et al., 2019) na drodze ekstrakcji na gorgco (FV), zastosowano do tworzenia cienkich filmow
z wykorzystaniem metody odlewania rozpuszczalnikowego. Ponizej opisano sposéb zastosowania ww.
srodka roslinnego i oraz wyniki badan przeprowadzonych na otrzymanym cienkim filmie.

Przygotowano kompozycje wodng sktadajgca sie z 3% alginianu sodu (Alg) i 3% FV 1% substan-
cji czynnej, 3% oleju oraz 1% $rodka powierzchniowo czynnego i pozostawiono na 24 godz. w tempe-
raturze pokojowej z delikatnym mieszaniem, az do rozpuszczenia sie obu polimeréw. Kolejno miesza-
nine polimeréw wylano na szalke Petry’ego i pozostawiono do catkowitego odparowania wody. Postep
procesu monitorowano przy uzyciu wagosuszarki i zakonczono, gdy nie ocbserwowano zmian masy pro-
duktu. Jako odnosnikowy cienki film przygotowano analogicznie, lecz zamiast FVH uzyto roztworu 1%
chitozanu (Chi). W celu okreslenia wptywu srodka roslinnego FVH na cienki film, poréwnano wtasciwo-
Sci cienkiego filmu z alginianu sodu, z alginianu sodu i FVH, oraz z alginianu sodu i chitozanu. Strukture
powierzchni i grubosc¢ filmu zbadano przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej (ang. scanning
electron microscopy, SEM). Charakter chemiczny filméw okreslono z wykorzystaniem spektroskopii
w podczerwieni z transformatg Fouriera (FT-IR) na przystawce diamentowej (Diamond Attenuated Re-
flection (ATR)) w zakresie 4000-400 cm?, z rozdzielczoscig 2 cm™.

Analiza widm FT-IR wykazata, ze pomiedzy FVH, a Alg nie wystepujg oddziatywania chemiczne,
a charakter chemiczny tych substancji nie ulegt zmianie po zastosowaniu ich do utworzenia dwusktad-
nikowego cienkiego filmu.

Zastosowana technika pozwolita na bezposrednie okreslenie grubosci cienkich filméw w zalez-
nosci od uzytych polimeréw do ich wytworzenia. Grubos¢ filmu z Alg i FVH byta najwyzsza spos$rod
zbadanych (14,4 um), a grubos$¢ filmu z Alg — 12,3 um. Na grubos¢ filmu z Alg i FVH wplyw majg odpy-
chajgce oddziatywania ujemnie natadowanych grup karboksylowych w resztach kwasoéw uranowych obu
polimerow. To przektada sie na luzniejszg strukture polimerowa, a w konsekwencji na wiekszg liczbe
czgsteczek wody obecnej w przestrzeni pomiedzy tymi tancuchami. W przypadku filmu z Alg i Chi otrzy-
mano najcienszy film (9,1 um) z uwagi na przyciggajgce oddziatywania pomiedzy ujemnie natadowa-
nymi grupami karboksylowymi w resztach kwaséw uranowych Alg a dodatnio natadowanymi grupami
aminowymi Chi. Otrzymane wyniki potwierdzajg mozliwos¢ zastosowania makroczgsteczek roslinnych
o charakterze pektynowym otrzymanych z lisci poziomki pospolitej do tworzenia cienkich filméw z wy-
korzystaniem metody odlewania rozpuszczalnikowego.
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Zastrzezenie patentowe

1. Sposéb otrzymywania cienkich filméw znamienny tym, ze do $rodka roslinnego w ilosci od
0,01% do 55% i o masie czgsteczkowej > 4 kDa, otrzymanego z lisci poziomki pospolitej do-
daje sie alginianu sodu w ilosci od 0,01% do 10% i wolno miesza sie, az do catkowitego roz-
puszczenia obu sktadnikdéw, po czym cato$¢ wylewa sie na powierzchnie i pozostawia sie
przez 24 godziny w temperaturze pokojowej, w celu odparowania wody i otrzymuje sie film
0 grubosci od 1 um do 1000 pm.
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