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Streszczenie

Hydrozele zbudowane sg z tréjwymiaro-
wej sieci polimeréw polisacharydowych, kté-
re magazynujg znaczng ilo$¢ wody, zapew-
niaja nawilzenie i nawodnienie suchej rany.
Jedna z najwazniejszych wlasciwosci hydro-
zeli alginianowych jest zdolnos¢ do absorp-
cji, uwalniania i retencji zwigzkéw chemicz-
nych, w tym gléwnie wody.

W pracy dokonano identyfikacji metoda
elektroforezy w octanie celulozy CAE roz-
puszczalnych w wodzie alginianéw sodu, za-
wartych w opatrunkach aktywnych Medisorb
A. Wykazano réwniez obecnos¢ kwasow gu-
luronowego (G) i manuronowego (M) w hy-
drolizatach wzorca kwasu alginowego AA ial-
ginianowych opatrunkach aktywnych Medi-
sorb A. Zaobserwowano metodg elektroforezy
CAE i dokonano proby interpretacji propono-
wanych wczesniej w literaturze tzw. struktur
»egg-box” (,jajko w pudelku na jajka” lub
~wytloczka do jajek”). Stwierdzono, ze meto-
da elektroforezy CAE powinna znalez¢ szer-
sze zastosowanie do badan biomaterialéw na
bazie alginiandw.

Stowa kluczowe: elektroforeza w octanie celulo-
zy CAE, alginianowe opatrunki aktywne, kwas
guluronowy (G) i kwas manuronowy (M)
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Electrophoresis on a cellulose
acetate CAE in a study

of commercial active

alginate dressings

Summary

Hydrogels are cross-linked three-
dimensional macromolecular networks that
contain a large fraction of water within their
structure. One of the most important proper-
ties of alginate hydrogels, leading to their
broad versatility, is their ability for controlled
uptake, release and retention of molecules.
This ability, in turn, is due to specific interac-
tions of the macromolecular network with
the diffusing or retained molecule, for exam-
ple ions.

In this study, water-soluble sodium algi-
nates contained in active dressings Medisorb
A were identified using electrophoresis on
cellulose acetate CAE. The presence of gulu-
ronic acid (G) and mannuronic acid (M) resi-
dues in hydrolysates of alginic acid AA (used
as reference substance) and active alginate
dressings Medisorb A was also proved. “Egg-
box” structures, earlier described in literatu-
re, were observed using the same technique
and their interpretation was attempted. Elec-
trophoresis on cellulose acetate was found to
be a useful method for examining alginate-
based biomaterials.

Key words: electrophoresis on a cellulose ace-
tate CAE, active alginate dressings, guluronic
acid (G) and mannuronic acid (M)

WPROWADZENIE

Alginian jest powszechnie znanym polisachary-
dem pozyskiwanym z alg morskich, gtéwnie brunat-
nic (Phaeophyceae) [1-2] lub produkowanym po-
zakomodrkowo przez niektére bakterie, takie jak
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Azotobacter vinelandii, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens [3-5]. Struktura pierwotna
alginianu zalezy od zrédta pochodzenia alg morskich
(gatunku alg, odmian sezonowych i pochodzenia
geograficznego) lub rodzaju bakterii, ktore je produ-
kuja.

Pozyskiwanie alginianéw z brunatnic polega na
tym, ze alga morska jest ekstrahowana z rozcienczo-
nego roztworu. Wolny kwas alginowy jest otrzymy-
wany przez obrébke powstalej gestej i lepkiej masy
kwasami nieorganicznymi [2]. Uwodnienie kwasu
alginowego prowadzi do ksztaltowania wysokiej lep-
kosci ,kwasnego zelu”. Po Zelowaniu czasteczki wody
sg fizycznie usidlane wewnatrz matrycy alginianu,
ale sg jeszcze na tyle wolne, by wedrowac. Ma to pod-
stawowe znaczenie aplikacyjne [2].

Chemicznie alginiany s3 naturalnie wystepuja-
cymi polisacharydowymi kopolimerami, sktadajacy-
mi si¢ z reszt kwasu B-D-mannuronowego (bloki M)
i a-L-guluronowego (bloki G), polaczonych razem
wigzaniami glikozydowymi (ryc. 1).

Blok D-mannuronowy jest w konformacji *Cy,
a L-guluronowy w 'Cy, niezaleznie od ich najblizszej
sasiedniej jednostki. Bloki M i G moga wystepowac
w roznych proporcjach i w réznych rozmieszczeniach
wzdluz lancucha (mozliwe s3 rozmieszczenia
MMMMMM, GGGGGG, GMGMGMGM,) (3, 7].

Alginiany sg polisacharydami, ktére majg zdol-
no$¢ do tworzenia form zelowych (z jonami wapnia),
o szeroko opisanych w literaturze wlasciwosciach
aplikacyjnych w chemii spozywczej, farmacji i medy-
cynie.

Wzajemne oddzialywanie alginianéw z dwu-
warto$ciowymi kationami, szczegoélnie z Ca®*, pro-
wadzi do tworzenia zeli. Wyrdzniajaca sie struktura
molekularna wynikajaca z tych oddzialywan, jest
okreslona przez model ,,eggs-box” (,jajko w pudetku
na jajka” lub ,wyttoczka do jajek”), gdzie homopoli-
merowe bloki G tworzg tréjwymiarowe uporzadko-
wanie, w ktorym jony Ca®" sg osadzone jak jajka
w tekturowym pudetku [4, 8-10].

Wzajemne oddzialywanie alginianéw z jonami
Ca?* zostalo wykorzystane przy projektowaniu i wy-
twarzaniu opatrunkéw aktywnych. Zjawisko zelo-
wania i pecznienia opatrunku alginianowego, jest
wynikiem wymiany jondw wapniowych z powierz-
chni opatrunku na jony sodu znajdujace si¢ w wy-
dzielinie. Na powierzchni rany powstaje hydrofilowa
wilgotna powtoka utrzymujaca cieple, sprzyjajace
gojeniu srodowisko. Zawarto$¢ jonéw wapnia skon-
centrowanych na powierzchni rany i zwigzany z tym
wplyw na ci$nienie osmotyczne w kapilarach, daje

B-D-Mannuronic Acid (M)

«-L-Guluronic Acid (G)

Ryc. 1. Budowa kwasu -D-mannuronowego (bloki
M) i a-L-guluronowego (bloki G) [6].

F1G. 1. The structure of guluronic acid (G) and man-
nuronic acid (M) residues [6]

dodatkowy efekt hemostatyczny i wspomaga proces
krzepniecia [11].

Niezaleznie od przedmiotu badan i zastosowan
aplikacyjnych produktu, najwazniejsze jest poznanie
budowy i funkcji przedmiotu analizy. Wspdlczesne
badania podstawowe alginianéw koncentruja si¢ na
poznaniu nanostruktury biopolimeréw. Techniki
analityczne, ktére znajduja tutaj zastosowanie to
spektroskopia w podczerwieni FTIR i bliskiej pod-
czerwieni NIR, spektroskopia Ramana, a takze ja-
drowy rezonans magnetyczny NMR.

Bardzo efektywnym narzedziem analizy sktadu
i struktury alginianéw jest spektroskopia magne-
tycznego rezonansu jadrowego NMR. Analiza alg
metodag NMR wymaga odpowiedniego przygotowa-
nia prébek do pomiaru. Aby uzyska¢ dopuszczalny,
z analitycznego punktu widzenia, stosunek sygnatu
do szumu, nalezy zredukowa¢ lepkos$¢ roztwordw
analitycznych. Dokonuje si¢ tego przez hydrolize
w stabo kwasnym $rodowisku. Efektem pomiaru jest
widmo '"H NMR hydrolizatu roztworu alginianu [12],
za$ widoczne na widmie protonowym NMR wartosci
przesuni¢¢ chemicznych informujg o skladzie algi-
nianu.

Powszechnie do analizy alginianéw stosuje si¢
takze metody chromatograficznie i elektroforetycz-
ne. Nalezy tu wymieni¢ wysokosprawng chromato-
grafie cieczowg HPLC, chromatografi¢ gazowa GC
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[13-14], a takze elektroforeze kapilarng CE i micelar-
na elektrokinetyczng chromatografie kapilarng
MEKC [15-19].

W niniejszej pracy do oceny alginianéw wybra-
no znacznie rzadziej stosowang metode elektroforezy
w octanie celulozy CAE.

MATERIAL I METODA

Zastosowano nastepujace materialy i odczynni-
ki: alginianowy opatrunek aktywny Medisorb (MA)
(wyprodukowany przez TZMO SA, Torun), kwas al-
ginowy (AA) (Sigma, Poland); roztwory CaCl, o na-
stepujacych stezeniach: 0.1M, 0.5M, 1M, 1.5M.

Elektroforeze prowadzono (CA-SYS-MINI Cel-
lulose Acetate Systems) w roztworze 0.2M octanie
wapnia (pH = 7.5) przez 1 godzing. Warunki pomia-
ru: 7mA, max 240V, 50W.

Nastepnie wybarwiono ptytki w 0.5% roztworze
blekitu toluidyny, odptukano w wodzie destylowanej
i wysuszono na powietrzu. Czg¢$¢ probek (MA i AA)
poddano wczesniejszej hydrolizie w 98%, 80% i 60%
H,SO, w temperaturze pokojowej w czasie 1-48 go-
dzin. Wyniki badan przedstawiono na rycinach 2-8.

WYNIKI I DYSKUSJA

Elektroforeza w octanie celulozy CAE jest typo-
wa technikg stuzaca do analizy klinicznej. Standar-
dowo przeprowadza si¢ elektroforetyczne proby kli-
niczne bialek zawartych w surowicy krwi. Analiza
obrazu rozdziatu elektroforetycznego biatek surowi-
cy ma istotne znaczenie diagnostyczne, pozwalajac
na wstepng ocene zmian skladu frakcji biatkowych
pacjenta. Przesunigcia w skladzie procentowym frak-
cji biatek osocza, §wiadcza o stanie zapalnym i sg
prostym wykladnikiem aktywnosci procesu zapal-
nego lub odpornosciowego. Roznice w zawartosci
pomiedzy frakcjami albuminy, o, i a, - globuliny
oraz f} i y-globuliny moga wskazywa¢ na obecno$¢
nastepujacych chordb: szpiczaka, nerczycy, krwoto-
kéw, chordéb watroby.

Omawiana metoda nie znalazta natomiast do tej
pory szerszego zastosowania [20] do analizy alginia-
néw. Dlatego tez w niniejszej pracy podjeto probe
identyfikacji metoda elektroforezy w octanie celulo-
zy CAE alginianéw, zawartych w opatrunkach ak-
tywnych MA oraz produktach hydrolizy tychze opa-
trunkow. W szczegoélnosci identyfikowano kwas al-
ginowy AA jako substancje wzorcowa i alginiany

@a

Ryc. 2. Elektroferogram alginianéw na plytkach
CAE. Od lewej do prawej strony: wzorzec, barwnik
— Amido Black 10B; AA (0.1g); hydrolizat kwasu algi-
nowego (0.1g; 0.01g; 0.003g); hydrolizat alginianow
opatrunku MA, hydrolizat opatrunku MA, wczesniej
traktowanego 1% CuSO,

F1G. 2. Electrophoretogram of alginate on cellulose
acetate film. From left to right: dye - Amido Black
10B; A A (0.1g); acid hydrolysates of alginic acid (0.1g;
0.01g; 0.003g); acid hydrolysates of alginate from MA
earlier treated with 1% CuSO,
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Ryc. 3. Elektroferogram hydrolizatéw. Od lewej do
prawej strony: hydrolizat kwasu alginowego AA (0.1 g
x 2), hydrolizat alginianu z opatrunku MA (0.1 g x 2)

F1G. 3. Electrophoretogram of acid hydrolysates.
From the left side: acid hydrolysates of alginic acid
(0.1 g x 2), acid hydrolysates of alginate from MA (0.1

gx2)

w opatrunkach aktywnych MA. Wyniki badan elek-
troforetycznych przedstawione na rycinie 2 pokazuja
skrotowo przebieg dalszej, omawianej kolejno proce-
dury analitycznej.

Przedstawione na rycinie 2 probki poddano hy-
drolizie w 0.5 cm® 98% H,SO, w temp. pokojowej
przez 24 godziny. Do wszystkich prébek dodano po
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Ryc. 4. Elektroferogram hydrolizatéw kwasu algino-
wego. Od lewej do prawej strony: 1ul - 80% H,SO4
(2)(); 1 l,ll -60% H2804; 1 Hl -40% HzSO4 (2X)

F1G. 4. Electrophoretogram of acid hydrolysates of AA
(0.1g). Samples from the left side: 1 pl — 80% H,SO4
(2><); 1 },ll -60% HzSO4; 1 },ll -40% H2804 (2X)
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Ryc. 5. Prawdopodobne pofaczenie jonu wapnia
z resztami guluronowymi [22]

F1G. 5. A probably binding site of Ca cation to poly-
meric blocks of guluronate residues [22]
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Ryc. 7. Elektroferogram alginianéw. Od lewej do pra-
wej strony: MA w 0.1M CaCl, + 1M Na,CO;, MA
w 0.5M CaCl, + 1M Na,CO;, MA w 1M CaCl, + IM
Na,CO;, MA w 1.5M CaCl, + 1M Na,CO;

F1G. 7. Electrophoretogram of alginate on cellulose acetate
film. From the left side: MA in 0.IM CaCl, + 1M Na,.
COs, MA in 0.5M CaCl, + 1M Na,CO;, MA in 1M CaCl,
+ 1M N32CO3, MA in 1.5M CaC12 + 1M N32CO3

~ =
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Ryc. 8. Elektroferogram hydrolizatéw opatrunku
MA. Od lewej do prawej strony: wzorzec — barwnik,
0.IM CaCl, + 80% H,SO, (2 ul); 0.5M CaCl, + 80%
H,SO,4 (2 pl); IM CaCl, + 80% H,SO,4 (2 pl); 1.5M
CaCl, + 80% H,SO4 (2 pl) (2%)

FiG. 8. Electrophoretogram of acid hydrolysates of
MA (0.1 g). Samples from the left side: dye, 0.1M Ca-
Cl, + 80% H,SO, (2 pl); 0.5M CaCl, + 80% H,SO,4 (2
ul); 1M CaCl, + 80% H,SO, (2 pl); 1.5M CaCl, + 80%

Ryc. 6. Elektroferogram alginianéw. Od lewej do prawej strony: wzorzec—
barwnik, AA w 0.1M CacCl, + 2% Na,COs, AA w 0.5M CaCl, + 2% Na,COs3,
AAwIM CaClz +2% N32CO3, AAw0.1M CaClz + 1M N32CO3, AAwO0.5M
CaCl, + 1M Na,COs, AA w 1M CaCl, + 1M Na,CO;

Fi1G. 6. Electrophoretogram of alginate on cellulose acetate film. From the

left side: dye, AA in 0.1M CaCl, + 2% Na,CO;, AA in 0.5M CaCl, + 2%
Na,COs, AA in 1M CaCl, + 2% Na,COs, AA in 0.1M CaCl, + 1M Na,COs,

AA in 0.5M CaCl, + 1M Na,COs3, AA in 1M CaCl, + 1M Na,CO;
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20cm? 2% Na,COs, umieszczono na 15 minut w su-
szarce laboratoryjnej, w temp. 80°C. Po ostudzeniu
poddano elektroforezie w warunkach jak wyzej.

Elektroferogram kwasu alginowego AA przed-
stawia pojedyncze pasmo, pozostajace na linii starto-
wej. Hydrolizaty natomiast uwidaczniajg si¢ w posta-
ci dwoch pasm, z ktérych drugie, bardziej intensyw-
ne, podlega wyraznej migracji. Pasmo startowe
nalezy taczy¢ z resztami kwasu o-L-guluronowego
(bloki G), natomiast drugie z resztami kwasu B-D-
mannuronowego (bloki M).

Kolejno przeprowadzono analiz¢ poréwnawcza
hydrolizatow AA i MA. Elektroforeze prowadzono
w warunkach doswiadczalnych jak wyzej, do hydro-
lizy zastosowano tym razem lcm® 80% H,SO,4. Wy-
niki badan przedstawiono na rycinie 3. Mozna
stwierdzi¢ zadowalajacga powtarzalno$¢ prob, tak
w przypadku wzorca, jak analizowanej probki opa-
trunku. Wyrazniejsze pasmo mozna zauwazy¢ dla
reszt kwasu B-D-mannuronowego (bloki M).

Sledzono takze proces hydrolizy kwasu algino-
wego AA w zaleznosci od stezenia i ilosci H,SO,.
Wyniki badan zestawiono na rycinie 4. Proby, kto-
rych wyniki przedstawiono na rycinie 4 bylty hydro-
lizowane 1cm® H,SO, (80%, 60%, 40%) w temp. po-
kojowej przez 1 godzine. Pozostale warunki pomiaru
zachowano jak wyzej. Zaobserwowano dobrg odtwa-
rzalnos¢ jednostek M i G w trakcie hydrolizy wzorca,
co stanowi istotng informacje technologiczna.

Z punktu widzenia poznawczego wazne jest zro-
zumienie mechanizmu reakcji wymiany jonéw Na*
z jonami Ca?* (lub Mn?%, Zn?").

Na podstawie doniesien literaturowych [21] wia-
domo, ze tlen z grupy karboksylowej i grupa hydrok-
sylowa z alginianu, uczestniczg w reakcji dofaczania
kationow z roztworu i powstania struktur typu ,, eg-
gs-box” (ryc. 5).

Kation dziata jako czynnik sieciujacy pomiedzy
tancuchami polimeru. Lepkos¢ i pierwotna struktu-
ra polimeru sg waznymi cechami okreslajacymi jego
pecznienie i wlasciwosci zelujace. Pierwotna struktu-
ra jest czesto wyznaczana przez warto$¢ Fg, ktora jest
frakcja reszt kwasu guluronowego w polimerze. Zna-
czenie ma takze ilo§¢ i charakter czynnika sieciujace-
go [3].

Na rycinie 6 przedstawiono proces sorpcji jonow
metali, w zaleznoéci od stezenia jonéw Ca?* oraz
proces wymiany jonowej, w zaleznosci od stezenia
jonéw Na'. Do préb dodano po 5cm?® roztwordw
CaCl, o stezeniach 0.1M, 0.5M, 1M. Pozostawiono
probki na 15 min w temp. pokojowej, a nast¢pnie do-
dano po 10 cm® roztworéw 2% lub IM Na,COs;.

Umieszczono probki w suszarce laboratoryjnej na 15
min w 80°C. Naniesiono po 1ul prébek na plytki
i prowadzono elektroforeze w warunkach jak wyzej.

Z analizy danych przedstawionych na rycinie 6
wida¢, ze rozpuszczalny w wodzie alginian sodu uda-
to sie zidentyfikowaé wowczas, gdy CaCl, pulapkuje
tylko cze$¢ dostepnych wigzan w strukturze alginia-
nu (drugie pasmo na rycinie). Wigkszos¢ alginianu
sodu pozostaje w formie rozpuszczalnego w wodzie
widocznego w procesie elektroforetycznym pasma.
Jezeli zastosuje sie do reakcji wymiany 1M Na,CO;
zamiast 2% Na,CO; (ryc.6), wowczas pasma elektro-
foretyczne sg widoczne, niezaleznie od st¢zenia uzy-
tej soli.

Jony Na* tworza rozpuszczalne sole z alginia-
nem, podczas gdy dwuwartosciowe i wielowartos$cio-
we kationy (z wyjatkiem Mg**) tworzg sole nieroz-
puszczalne w wodzie. Rézne kationy wykorzystuja
inne powinowactwo do alginianu, a selekcyjny jon
wiazacy jest podstawa, aby alginian miat zdolnos¢ do
wymiany jonéw. Od typu tworzonego zelu zaleza
wiasciwosci fizykochemiczne systemu polimerowego
i proces pecznienia [2]. W kolejnych probach prze-
prowadzano analogiczne obserwacje dla probek MA
(ryc. 7).

W przypadku probek, w ktorych doszto do ab-
sorpcji najwiekszej iloci jonéw Ca?* (IM i 1.5M
CaCl,), obserwuje si¢ niewielkg migracje probek z li-
nii startu, co moze $wiadczy¢ o wzmocnieniu pasma
od kwasu guluronowego (G) i wskazywac na wilasci-
we miejsce wymiany jonowej.

Podobne zjawisko selektywnej wymiany jonowej
bylto sygnalizowane we wczesniejszych pracach [23,
24]. Wéwczas zastosowano jednak inne metody ba-
dan: NMR oraz absorpcje¢ atomowg AA.

Obserwowano takze proces hydrolizy modyfi-
kowanych solami Ca?* prébek MA (ryc. 8). Zastoso-
wano po 5cm?® 0.1M, 0.5M, 1M i 1.5M CaCl,. Probki
MA pozostawiono w roztworach soli przez 24 godz
w temp. pokojowej, nastepnie dodano po 1 cm’ 80%
H,SO04, zdekantowano roztwor soli przed dodaniem
80% H,SO,. Ponownie pozostawiono probki na 24
godz. w kwasie. Nastepnie dodano po 10 cm® 1M Na-
,CO;, pozostawiono probki w suszarce na 15 min
w temp. 80°C. Elektroforeze prowadzono jak wyze;j.

W poréwnaniu z przedstawionymi wczesniej, na
rycinie 3 wynikami hydrolizy opatrunkéw MA,
probki opatrunku modyfikowane przed hydrolizg
solami wapnia wykazuja rozmycie pasm.

Oddziatywanie manganu (II) z polimannuro-
nianem gléwnie opiera si¢ na przyciagganiu elektro-
statycznym. Jony manganu formujg stale kompleksy
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z polimannuronianem. W poliguluronianie kwasy
uronowe s3 polaczone osiowo, co prowadzi do
ksztaltowania si¢ sfaldowanych tasiemek, ktore sa
zdolne do formowania stalych komplekséw chelato-
wych z jonami Ca*". Widmo NMR poliguluronianu
w obecnoéci Mn?* wykazuje silne powinowactwo
kationu do karboksylowego wegla C-6 i do jego sa-
siada C-5. Charakterystyczna struktura fancucha
w postaci zygzaka pozwala na lepsze oddzialywanie
kationu i na bardziej stale polaczenie. To wyjasnia
duzo silniejsza tendencje poliguluronianu (w po-
réownaniu do polimannuronianu) do tworzenia
komplekséw w obecnosci dwuwarto$ciowych katio-
now.

Przeprowadzono takze badania oddzialywania
pomiedzy kationami Mn?* a przemiennymi blokami
MG. Wpykorzystano alginiany pozyskane z alg.
Otrzymane serie widm NMR réwniez wykazuja, ze
najsilniejszy efekt jest zlokalizowany na weglu C-6.

W przypadku alginianéw pozyskiwanych z bak-
terii najsilniejszy efekt zlokalizowano na weglu C-6.
Nawet gdy stezenie manganu jest niskie, sygnal C-6
zmienia si¢ w bardzo szeroki pik i jest trudny do wy-
krycia. W tym samym czasie weglowy pik, odnosza-
cy sie do grupy karbonylowej reszty acetylowej, po-
zostaje praktycznie niezmieniony.

Bezposrednie poréwnanie wynikéw oddzialy-
wania jondw metali alginianu z alg z wynikami od-
dzialywania jonéw w alginianach bakteryjnych jest
trudne, poniewaz oba polisacharydy ro6znig si¢ struk-
turalnie (stopien acetylacji) [4].

Zilustrowane elektroferogramami (ryc. 2-8) ba-
dania alginianéw zawartych w komercyjnych opa-
trunkach aktywnych MA, chociaz trudne do jedno-
znacznej interpretacji, beda kontynuowane.

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych badan z zasto-
sowaniem elektroforezy w octanie celulozy CAE
mozna stwierdzi¢, Ze niniejsza metoda moze by¢
z powodzeniem stosowana jako dobra, relatyw-
nie tania technika aplikacyjna. Mozna jg takze
stosowa¢ do wstepnej oceny mechanizmu ztozo-
nych zjawisk fizykochemicznych.

2. Nalezy pokresli¢ przydatnos¢ elektroforezy CAE
w badaniach niehomogenicznych, trudnych do
analizy biomaterialéw jakimi sg alginiany.

3. W niniejszej pracy wykazano zadowalajacg po-
wtarzalnos$¢ analiz probek tak wzorca AA, jak
i niejednorodnego opatrunku MA.
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