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Streszczenie

Hydrozele zbudowane as z trojwymiarowe] sieci polimerow
polisacharydowych, ktére magazyauanaczn ilos¢ wody, zapewniajnawilzenie i
nawodnienie suchej rany. Jednz najwaniejszych widciwosci hydrazeli
alginianowych jest zdolrsd do absorpcji, uwalniania i retencji zmkow
chemicznych, w tym gtownie wody.

W pracy dokonano identyfikacji metacelektroforezy w octanie celulozy
CAE rozpuszczalnych w wodzie alginianéw sodu, zaéyear w opatrunkach
aktywnych Medisorb A. Wykazano réwii®becnéc¢ kwasow guluronowego (G) i
manuronowego (M) w hydrolizatach wzorca kwasu agiego AA i alginianowych
opatrunkach aktywnych Medisorb A. Zaobserwowanoonketlektroforezy CAE i
dokonano préby interpretacji proponowanych véorej w literaturze tzw. struktur
»€90-box” (,jajko w pudetku na jajka” lub ,wyttoczk do jajek”). Stwierdzonae
metoda elektroforezy CAE powinna znaleszersze zastosowanie do hada

biomateriatow na bazie alginianow.

Stowa kluczowe: elektroforeza w octanie celulozy CAE, alginianoweatrunki

aktywne, kwas guluronowy (G) i kwas manuronowy (M)




Electrophoresis on a cellulose acetate CAE in a sty of

commercial active alginate dressings

Summary

Hydrogels are cross-linked three-dimensional maoteaular networks that
contain a large fraction of water within their stiwre. One of the most important
properties of alginate hydrogels, leading to tihegad versatility, is their ability for
controlled uptake, release and retention of mokscurhis ability, in turn, is due to
specific interactions of the macromolecular netwatith the diffusing or retained
molecule, for example ions.

In this study, water-soluble sodium alginates ciomt in active dressings
Medisorb A were identified using electrophoresis aallulose acetate CAE. The
presence of guluronic acid (G) and mannuronic @digresidues in hydrolysates of
alginic acid AA (used as reference substance) aritlea alginate dressings
Medisorb A was also proved. “Egg-box” structuresslier described in literature,
were observed using the same technique and thieirpnetation was attempted.
Electrophoresis on cellulose acetate was founceta bseful method for examining

alginate-based biomaterials.

Key words: electrophoresis on a cellulose acetate CAE , aeliyi@ate dressings,
guluronic acid (G) and mannuronic acid (M)

WPROWADZENIE

Alginian jest powszechnie znanym polisacharydemygkizvanym z alg
morskich, gtébwnie brunatnic Ppaeophyceae) [1-2] Iub produkowanym
pozakomorkowo przez niektére bakterie, takie jakotobacter vinelandii,

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens [3-5]. Struktura pierwotna



alginianu zaley od zrodia pochodzenia alg morskich (gatunku alg, odmian
sezonowych i pochodzenia geograficznego) lub radzakterii, ktére je produkaj

Pozyskiwanie alginianéw z brunatnic polega na tym,alga morska jest
ekstrahowana z rozdiezonego roztworu. Wolny kwas alginowy jest otrzynayw
przez obrObk powstatej gstej i lepkiej masy kwasami nieorganicznymi [2].
Uwodnienie kwasu alginowego prowadzi do ksztalttoaawysokiej lepkéci
.kwasnego zelu”. Po zelowaniu czsteczki wody s fizycznie usidlane wewitrz
matrycy alginianu, aleasjeszcze na tyle wolne, byedrowa:. Ma to podstawowe
znaczenie aplikacyjne [2].

Chemicznie, alginiany as naturalnie wysipujacymi polisacharydowymi
kopolimerami, sktadagymi sk z reszt kwasys-D-mannuronowego (bloki M) -
L-guluronowego (bloki G), patzonych razem wgzaniami glikozydowymi (ryc. 1).

Blok D-mannuronowy jest w konformacfiC;, a L-guluronowy w'C,,
niezalenie od ich najbliszej asiedniej jednostki. Bloki M i G magwysipowa
w roznych proporcjach i w nych rozmieszczeniach wzahancucha (maliwe s
rozmieszczenia MMMMMM, GGGGGG, GMGMGMGM) [3, 7].

Alginiany s polisacharydami, ktore majzdolngé do tworzenia form
zelowych (z jonami wapnia), o szeroko opisanych terditurze wiéciwosciach
aplikacyjnych w chemii spywczej, farmacji i medycynie.

Wzajemne oddziatywanie alginianébw z dwuwaciowymi kationami,
szczegblnie z G4 prowadzi do tworzeniazeli. Wyrézniajaca sé struktura
molekularna wynikajca z tych oddziatywg jest okrélona przez model ,,eggs-box”
(,jajko w pudetku na jajka” lub ,wyttoczka do jajgk gdzie homopolimerowe bloki
G tworz tréjwymiarowe uporadkowanie, w ktérym jony Ca sa osadzone jak
jajka w tekturowym pudetku [4, 8-10].

Wzajemne oddzialywanie alginianéw z jonami?Caostato wykorzystane
przy projektowaniu i wytwarzaniu opatrunkow aktywhy Zjawiskozelowania i

pecznienia opatrunku alginianowego, jest wynikiem vigmy jonow wapniowych z



powierzchni opatrunku na jony sodu znajabg s w wydzielinie. Na powierzchni
rany powstaje hydrofilowa wilgotna powtoka utrzymma ciepte, sprzyjage
gojeniu srodowisko. Zawart& jondw wapnia skoncentrowanych na powierzchni
rany i zwhzany z tym wplyw na eénienie osmotyczne w kapilarach, daje
dodatkowy efekt hemostatyczny i wspomaga procespkrcia [11].

Niezalenie od przedmiotu badai zastosowa aplikacyjnych produktu,
najwazniejsze jest poznanie budowy i funkcji przedmionela&zy. Wspotczesne
badania podstawowe alginianow koncenirigic na poznaniu nanostruktury
biopolimerow. Techniki analityczne, ktére znajplujtutaj zastosowanie to
spektroskopia w podczerwieni FTIR i bliskie] podozieni NIR, spektroskopia
Ramana, a tale jadrowy rezonans magnetyczny NMR.

Bardzo efektywnym naezlziem analizy sktadu i struktury alginiandw jest
spektroskopia magnetycznego rezonangilrowego NMR. Analiza alg metad
NMR wymaga odpowiedniego przygotowania probek donipou. Aby uzyské
dopuszczalny, z analitycznego punktu widzenia,stek sygnatu do szumu, naje
zredukowa lepkas¢ roztworéw analitycznych. Dokonujegsiego przez hydroligw
stabo kwanym srodowisku. Efektem pomiaru jest widmiéi NMR hydrolizatu
roztworu alginianu [12], Zawidoczne na widmie protonowym NMR waitd
przesung¢ chemicznych informuajo sktadzie alginianu.

Powszechnie do analizy alginianOw stosuje¢ stakze metody
chromatograficznie i elektroforetyczne. Naje tu wymient wysokosprawa
chromatografi cieczowa HPLC, chromatografi gazow GC [13-14], a take
elektroforez kapilarrpy CE i micelari elektrokinetycza chromatograti kapilarra
MEKC [15-19].

W niniejszej pracy do oceny alginianbw wybrano zmie rzadziej

stosowan metod; elektroforezy w octanie celulozy CAE.

MATERIAL | METODA

Zastosowano nagiujace materiaty i odczynniki: alginianowy opatrunek
aktywny Medisorb (MA) (wyprodukowany przez TZMO SAorun), kwas
alginowy (AA) (Sigma, Poland); roztwory Ca@ nastpujacych stzeniach: 0.1M,
0.5M, 1M, 1.5M.



Elektroforez prowadzono (CA-SYS-MINI Cellulose Acetate Systenas)
roztworze 0.2M octanie wapnia (pH=7.5) przez 1 gogdANarunki pomiaru: 7mA,
max 240V, 50W.

Nastpnie wybarwiono piytki w 0.5% roztworze diitu toluidyny,
odptukano w wodzie destylowanej i wysuszono na pteu. Czs¢ probek (MA i
AA) poddano wczéniejszej hydrolizie w 98%, 80% i 60%,H50, w temperaturze
pokojowej w czasie 1-48 godzin. Wyniki badarzedstawiono na rycinach 2-8.

WYNIKI | DYSKUSJA

Elektroforeza w octanie celulozy CAE jest typpwechnilky stuzaca do
analizy klinicznej. Standardowo przeprowadzaedektroforetyczne proby kliniczne
biatek zawartych w surowicy krwi. Analiza obrazzdziatu elektroforetycznego
biatek surowicy ma istotne znaczenie diagnostycpoewalajgc na ws¢pna ocere
zmian skfadu frakcji biatkowych pacjenta. Przesaiai w skiadzie procentowym
frakcji biatek osoczagwiadcz o stanie zapalnym iasprostym wyktadnikiem
aktywnaici procesu zapalnego lub odpofomwego. Ranice w zawartéci
pomiedzy frakcjami albuminy,a; i a; — globuliny orazf i y-globuliny mog
wskazyw& na obecn@ nastpujacych choréb: szpiczaka, nerczycy, krwotokdw,
choréb watroby.

Omawiana metoda nie znalazta natomiast do tej preyszego zastosowania
[20] do analizy alginianéw. Dlatego #ew niniejszej pracy podfo proke
identyfikacji metod elektroforezy w octanie celulozy CAE alginianévewartych
w opatrunkach aktywnych MA oraz produktach hydmpltgchze opatrunkow. W
szczegolnéci identyfikowano kwas alginowy AA jako substagicjvzorcow i
alginiany w opatrunkach aktywnych MA. Wyniki badaelektroforetycznych
przedstawione na rycinie 2 pokazsgkrétowo przebieg dalszej, omawianej kolejno
procedury analitycznej.

Przedstawione na rycinie 2 prébki poddano hydrelzi0.5 cm 98% HSO,

w temp. pokojowej przez 24 godziny. Do wszystkichhek dodano po 20ch2%
NaCO;, umieszczono na 15 minut w suszarce laboratorypweiemp. 80°C. Po
ostudzeniu poddano elektroforezie w warunkach jgkey

Elektroferogram kwasu alginowego AA przedstawiaepgpcze pasmo,

pozostajce na linii startowej. Hydrolizaty natomiast uwida@j Sie w postaci



dwoch pasm, z ktérych drugie, bardziej intensywpedlega wyranej migraciji.
Pasmo startowe naidg taczy¢ z resztami kwasuw-L-guluronowego (bloki G),
natomiast drugie z resztami kwg3$ib-mannuronowego (bloki M).

Kolejno przeprowadzono analizporownawcz hydrolizatow AA i MA.
Elektroforez prowadzono w warunkach gl@iadczalnych jak wiej, do hydrolizy
zastosowano tym razem 1880% HSO,. Wyniki bada przedstawiono na rycinie
3. Mozna stwierdzi zadowalajca powtarzalné¢ prob, tak w przypadku wzorca, jak
analizowanej probki opatrunku. Wyrdejsze pasmo nina zauway¢ dla reszt
kwasup-D-mannuronowego (bloki M).

Sledzono take proces hydrolizy kwasu alginowego AA w zaleci od
stezenia i ilasci H,SO,. Wyniki bada zestawiono na rycinie 4. Proby, ktérych
wyniki przedstawiono na rycinie 4 byly hydrolizowarcnt H,SO, (80%, 60%,
40%) w temp. pokojowej przez 1 godeirPozostate warunki pomiaru zachowano
jak wyzej. Zaobserwowano dabrodtwarzalné¢ jednostek M i G w trakcie
hydrolizy wzorca, co stanowi istatinformacg technologicza.

Z punktu widzenia poznawczego im& jest zrozumienie mechanizmu
reakcji wymiany jonéw Nz jonami C&' (lub Mr?**, Zr?"). Na podstawie doniegie
literaturowych [21] wiadomaze tlen z grupy karboksylowej i grupa hydroksylowa z
alginianu, uczestniez w reakcji dofczania kationébw z roztworu i powstania
struktur typu ,, eggs-box” (ryc. 5).

Kation dziata jako czynnik sieciagy pomkdzy tarcuchami polimeru.
Lepkas¢ i pierwotna struktura polimerua svaznymi cechami okrdajacymi jego
pecznienie i widciwosci zelujace. Pierwotna struktura jestegsto wyznaczana przez
wartas¢ Fg, ktora jest frakg reszt kwasu guluronowego w polimerze. Znaczenie ma
takze ilos¢ i charakter czynnika siecagego [3].

Na rycinie 6 przedstawiono proces sorpcji jonow atietv zalenosci od
stezenia jonéw C& oraz proces wymiany jonowej, w zaheici od stzenia jondw
Na". Do préb dodano po 5 ¢moztworéw CaGl o stzeniach 0.1M, 0.5M, 1M.
Pozostawiono prébki na 15 min w temp. pokojowajaatpnie dodano po 10 ¢
roztworéw 2% lub 1M NzCOs. Umieszczono probki w suszarce laboratoryjnej na
15 min w 80C. Naniesiono po{ probek na ptytki i prowadzono elektroforew

warunkach jak wyej.



Z analizy danych przedstawionych na rycinie 6 \Wjde rozpuszczalny w
wodzie alginian sodu udatoeszidentyfikowa wowczas, gdy Cagbputapkuje tylko
czg$¢ dostpnych whzan w strukturze alginianu (drugie pasmo na rycinie).
Wigkszai¢ alginianu sodu pozostaje w formie rozpuszczalnego wodzie
widocznego w procesie elektroforetycznym pasmaeldeastosuje sido reakcji
wymiany 1M NaCO; zamiast 2% N#£LO; (ryc.6), wdwczas pasma
elektroforetycznesgwidoczne, niezalmie od stzenia wytej soli.

Jony N& tworza rozpuszczalne sole z alginianem, podczas gdy
dwuwartdciowe i wielowartéciowe kationy (z wyjtkiem Mg’ tworz sole
nierozpuszczalne w wodzie. R kationy wykorzystaj inne powinowactwo do
alginianu, a selekcyjny jon wiacy jest podstaw aby alginian miat zdolrsé do
wymiany jonow. Od typu tworzonegeelu zalea wihasciwosci fizykochemiczne
systemu polimerowego i procesc¢cgnienia [2]. W kolejnych probach
przeprowadzano analogiczne obserwacje dla probeKytA7).

W przypadku prébek, w ktérych doszio do absorpgjwickszej ilcsci
jonéw C&" (1M i 1.5M CaC}), obserwuje si niewielka migracg prébek z linii
startu, co mge swiadczy¢ o wzmochieniu pasma od kwasu guluronowego (G) i
wskazywag na wigciwe miejsce wymiany jonowej.

Podobne zjawisko selektywnej wymiany jonowej byimrsalizowane we
wczesniejszych pracach [23, 24]. Wowczas zastosowanuajethne metody bada
NMR oraz absorpgjatomowg AA.

Obserwowano tale proces hydrolizy modyfikowanych solami*Carébek
MA (ryc. 8).

Zastosowano po 5¢m0.1M, 0.5M, 1M i 1.5M CaGl Prébki MA
pozostawiono w roztworach soli przez 24 godz w tempkojowej, haspnie
dodano po 1 ch80% HSO, zdekantowano roztwér soli przed dodaniem 80%
H.SO,. Ponownie pozostawiono probki na 24 godz. w kwdsastpnie dodano po
10 cn? 1M Na&COs, pozostawiono probki w suszarce na 15 min w te&GpC.
Elektroforez prowadzono jak wiej.

W poréwnaniu z przedstawionymi weérmgej na rycinie 3 wynikami
hydrolizy opatrunkéw MA, probki opatrunku modyfikewve przed hydrolizsolami
wapnia wykazuj rozmycie pasm.

Oddziatywanie manganu (Il) z polimannuronianem gi@vopiera s na

przyciaganiu elektrostatycznym. Jony manganu fogmigtate kompleksy z



polimannuronianem. W poliguluronianie kwasy uronosygpolaczone osiowo, co
prowadzi do ksztattowania e¢sisfatdowanych tasiemek, ktérea szdolne do
formowania statych komplekséw chelatowych z jona@d*. Widmo NMR
poliguluronianu w obecrisi Mn** wykazuje silne powinowactwo kationu do
karboksylowego wgla C-6 i do jego gsiada C-5. Charakterystyczna struktura
tancucha w postaci zygzaka pozwala na lepsze oddzatgrkationu i na bardziej
state padczenie. To wyjgnia dwo silniejsa tendengi poliguluronianu (w
poréwnaniu do polimannuronianu) do tworzenia korkpiev w obecnsri
dwuwartgciowych kationow.

Przeprowadzono tak badania oddziatywania pogdzy kationami MA™ a
przemiennymi blokami MG. Wykorzystano alginiany psiane z alg. Otrzymane
serie widm NMR rownig wykazup, ze najsilniejszy efekt jest zlokalizowany na
weglu C-6.

W przypadku alginianéw pozyskiwanych z bakterii siajejszy efekt
zlokalizowano na wglu C-6. Nawet gdy gtenie manganu jest niskie, sygnat C-6
zmienia st w bardzo szeroki pik i jest trudny do wykrycia. ffn samym czasie
weglowy pik, odnoszcy sk do grupy karbonylowej reszty acetylowej, pozostaje
praktycznie niezmieniony.

Bezpdarednie porownanie wynikow oddziatywania jonéw mietddjinianu z
alg z wynikami oddziatywania jonéw w alginianachkteyjnych jest trudne,
poniewa oba polisacharydy edia si¢ strukturalnie (stopieacetylacji) [4].

Zilustrowane elektroferogramami (ryc. 2-8) badaadginianéw zawartych w
komercyjnych opatrunkach aktywnych MA, chacidrudne do jednoznacznej

interpretacji, kda kontynuowane.

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych hadazastosowaniem elektroforezy w
octanie celulozy CAE mma stwierdzi, ze niniejsza metoda me by z
powodzeniem stosowana jako dobra, relatywnie teeghnika aplikacyjna. Mma
ja takze stosowa do wstpnej oceny mechanizmu zZonych zjawisk
fizykochemicznych.

2. Naley pokrali¢c przydatné¢ elektroforezy CAE w badaniach

niehomogenicznych, trudnych do analizy biomatewagkkimi s3 alginiany.



3. W niniejszej pracy wykazano zadowataj powtarzalné¢ analiz probek

tak wzorca AA, jak i niejednorodnego opatrunku MA.
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f-D-Mannuronic Acid (M) w-L-Guluronic Acid (G}

RYC. 1. Budowa kwasf3-D-mannuronowego (bloki M)a-L-guluronowego (bloki
G) [6].

FIG. 1. The structure of guluronic acid (G) and mamonic acid (M) residues [6]
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Ryc. 2.Elektroferogram alginianéw na ptytkach CAE. Od I¢we prawej strony:
wzorzec, barwnik - Amido Black 10B; AA (0.1g); hwiizat kwasu alginowego
(0.1g; 0.01g; 0.003g); hydrolizat alginianéw opattu MA, hydrolizat opatrunku
MA, wczesniej traktowanego 1% CuSO

Fig. 2. Electrophoretogram of alginate on cellulasetate film. From left to right:
dye — Amido Black 10B; AA (0.1g); acid hydrolysatefsalginic acid (0.1g; 0.01g;
0.0039); acid hydrolysates of alginate from MA &artreated with 1% CuSQO
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Ryc. 3.Elektroferogram hydrolizatéw. Od lewej do prawepsly: hydrolizat kwasu
alginowego AA (0.1g2), hydrolizat alginianu z opatrunku MA (042)
Fig. 3. Electrophoretogram of acid hydrolysatesonirthe left side: acid

hydrolysates of alginic acid (0.48), acid hydrolysates of alginate from MA
(0.1gx2)
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Ryc. 4. Elektroferogram hydrolizatbw kwasu alginowego. Quivéj do prawej
strony: Jul - 80% HSO, (2x); 1l - 60% HSOy; 1l - 40% HSO, (2x)

Fig. 4. Electrophoretogram of acid hydrolysate#&Af(0.1g). Samples from the left
side: 1l - 80% HSOy (2); 1l - 60% HSOx; 1l - 40% HSOy (2X)
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Ryc. 5. Prawdopodobne pokenie jonu wapnia z resztami guluronowymi [22]
Fig. 5. A probably binding site of Ca cation toyukric blocks of guluronate
residues [22]
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Ryc. 6.Elektroferogram alginianéw. Od lewej do prawej sjrowzorzec- barwnik,
AA w 0.1M CaC} + 2% NaCO;, AA w 0.5M CaC} + 2% NaCO;, AA w 1M
CaCh + 2% NaCOs;, AA w 0.1M CaC} + 1M NaCO;, AA w 0.5M CaC} + 1M
Na,COs, AAw 1M CaC} + 1M NaCOs

Fig. 6. Electrophoretogram of alginate on cellulasetate film. From the left side:
dye, AAin 0.1M Cad + 2% NaCOs, AA in 0.5M CaC} + 2% NaCOs;, AAin 1M
CaCh + 2% NaCO;, AA in 0.1M CaC} + 1M NaCQO;, AA in 0.5M CaC} + 1M
N&CQOs;, AA in 1M CaC}h + 1M NaCO;
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Ryc. 7. Elektroferogram alginianéw. Od lewej dovpeastrony: MA w 0.1M CaGl
+ 1M NaCOs;, MA w 0.5M CaC} + 1M NaCQO;, MA w 1M CaC} + 1M NaCOQ;,
MA w 1.5M CaC} + 1M NaCO;

Fig. 7. Electrophoretogram of alginate on cellulasetate film. From the left side:
MA in 0.1M CaC} + 1M N&CO;s, MA in 0.5M CaC} + 1M N&COs;, MA in 1M
CaCh + 1M N&CO;, MA in 1.5M CaC} + 1M NaCOs
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Ryc. 8.Elektroferogram hydrolizatéw opatrunku MA. Od lewds) prawej strony:
wzorzec - barwnik, 0.1M Cagh 80% HSO, (2ul); 0.5M CaC} + 80% HSO,
(2ul); 1M CaCk + 80% HSO, (2ul); 1.5M CaC} + 80% HSO, (2ul) (2x)

Fig.8. Electrophoretogram of acid hydrolysates & @.1g). Samples from the left
side: dye, 0.1M CaGl+ 80% HSO: (2ul); 0.5M CaCh + 80% HSO, (2ul); 1M
CaClb + 80% HSO, (2ul); 1.5M CaCh + 80% HSO, (2ul) (2%)
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