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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytworzenia poli(naringeniny), przeznaczonej do zastosowa-
nia jako stabilizator materiatéw polimerowych, materiatéw na bazie biopolimeréw i polimeréw przyjaznych
Srodowisku, a takze jako dodatek antymikrobiologiczny do polimerowych materiatéw opakowaniowych.

Naringenina jest naturalnym polifenolem z grupy flawonoidéw, wystepujgcym w owocach cytru-
sowych. Wykazano, ze ten bioflawonoid posiada miedzy innymi wiasciwosci przeciwutleniajgce. Ze
wzgledu na zdolno$¢ do opdznienia proceséw utleniania, w literaturze naukowej proponuje sie zastoso-
wanie naringeniny jako srodka stabilizujgcego materiaty polimerowe, a nadto opisuje sie wtasciwosci
biologiczne tego zwigzku, miedzy innymi dziatanie antybakteryjne.

Wartosciowe wtasciwosci polifenoli z grupy flawonoidéw Scisle zalezg od ich struktury chemicz-
nej. Z danych literaturowych wynika, ze polimeryczne formy flawonoidéw mogg charakteryzowac sie
silniejszymi wiasciwosciami przeciwutleniajgcymi, lepszg aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg oraz
wyzszg stabilnoscig termiczng.

Znane sg nastepujgce reakcje polimeryzacji flawonoidéw: polimeryzacja enzymatyczna, fotopoli-
meryzacja, polimeryzacja katalizowana kwasem HCI, autokondensacja, polimeryzacja ze zwigzkiem
sieciujgcym.

Znany jest rowniez sposéb otrzymywania polimerycznych form kwercetyny oraz jej glikozydu —
rutyny, polegajgcy na polimeryzacji ze zwigzkiem sieciujgcym w postaci eteru diglicydylowego glicerolu
(GDE), z zastosowaniem L-o lecytyny jako Srodka powierzchniowo-czynnego, w srodowisku cyklohek-
sanu w przypadku otrzymywania poli(kwercetyny) lub w Srodowisku benzyny przy otrzymywaniu
poli(rutyny). Gotowy produkt przemywa sie cykloheksanem, a nastepnie mieszaning wody z etanolem
(czasopisma: Colloidsand Surface A: Physicochemical and Engineering Aspects 452 (2014) 173-180
oraz Materials Science and Engineering C 44 (2014) 9-16).

Czasteczka kwercetyny oraz rutyny, flawonoidéw z grupy flawonoli, zawiera, jak wiekszos$¢ fla-
wonoiddw, szkielet weglowy z grupg ketonowg w pozycji 4, podczas gdy naringenina jest flawonoidem
z grupy flawonondéw i w odréznieniu od kwercetyny nie posiada w strukturze podwéjnego wigzania
w pierécieniu C. Ponadto w odréznieniu od kwercetyny, naringenina nie posiada grupy orto-dihydroksy-
lowej (katecholowej) w pierécieniu struktury B.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu wytworzenia polimerycznej formy naringeniny.

Sposbb otrzymywania poli(naringeniny), z wykorzystaniem metody polimeryzaciji ze zwigzkiem
sieciujgcym w postaci eteru diglicydylowego glicerolu (GDE), w obecnosci L-o lecytyny jako $rodka po-
wierzchniowo-czynnego, w Srodowisku cykloheksanu, wedtug wynalazku polega na tym, ze w pierwszej
kolejnosci sporzadza sie roztwér (+)-naringeniny w 1 M roztworze wodnym wodorotlenku sodu stosujac
1 g (+)-naringeniny na 10 ml roztworu wodorotlenku. Nastepnie tak sporzadzony roztwér dodaje sie do
0,1 M roztworu lecytyny w cykloheksanie stosujgc 2,67 ml roztworu (+)naringeniny na 100 ml roztworu
lecytyny, po czym cato$¢ miesza sie przez 2 godziny z szybkos$cig 1000 obrotéw/minute w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie dodaje sie eter diglicydylowy glicerolu (GDE) w iloSci rownomolowej w stosunku
do ilosci zastosowanej (+)naringeniny i miesza cato$¢ z szybkoscig 1000 obrotéw/minute do catkowitego
zuzycia GDE, korzystnie 2 godziny, po czym otrzymang poli(naringenine) przemywa sie dwukrotnie cy-
kloheksanem z odwirowaniem z szybkos$cig 6000 obrotéw/minute trwajacym 30 minut, w temperaturze
pokojowej i suszy w temperaturze 35°C przez 72 godziny.

Otrzymany proszek poli(naringeniny) charakteryzuje sie podwyzszong odpornoscig na utlenianie
oraz lepszg stabilno$cig termiczng w porédwnaniu z monomeryczng naringening i réwniez wykazuje dzia-
fanie antymikrobiologiczne. Poli(naringenina) moze byé zastosowana jako stabilizator materiatéw poli-
merowych, materiatédw na bazie biopolimeréw i polimeréw przyjaznych srodowisku, a takze jako dodatek
antymikrobiologiczny do polimerowych materiatdbw opakowaniowych.

Przedmiot wynalazku ilustruje ponizszy przyktad z powofaniem sie na rysunek, na ktérym fig. 1-3
ilustrujg wyniki badan poli(naringeniny) otrzymanej w przyktadzie.

Przyktad

W pierwszej kolejnosci sporzgdzono roztwér 1 g (3,6 mola) (+)-naringeniny w 10 ml 1 M NaOH.
Nastepnie 4 mltak przygotowanego roztworu dodano do 150 ml 0,1 M roztworu lecytyny w cykloheksanie
i cato$¢ mieszano przez 2 godziny z szybkos$cig 1000 obrotéw/minute w temperaturze 20°C. Po tym
czasie dodano 3,6 mmola eteru diglicydylowego glicerolu (GDE). Po 2 godzinach mieszania z szybko$cig
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1000 obrotéw/minute, otrzymany produkt przemyto dwukrotnie cykloheksanem z odwirowaniem z szyb-
koscig 6000 obrotéw/minute trwajagcym 30 minut, w temperaturze pokojowej, a nastepnie wysuszono
w temperaturze 35°C w czasie 72 godziny. Otrzymano 0,85 g produktu — poli(naringeniny) w postaci
proszku o ciemnopomaranczowej barwie.

W celu potwierdzenia, iz otrzymany produkt stanowi poli(naringenina) wykonano widmo w pod-
czerwieni otrzymanego proszku. Dla poréwnania wykonano takze widmo w podczerwieni referencyjne;j
monomerycznej (+)-naringeniny.

Wyniki przedstawiono na wykresach na fig. 1 rysunku. Widma w podczerwieni przedstawiono
na wykresach na fig. 1 rysunku. Jak wynika z fig. 1 rysunku widmo w podczerwieni otrzymanego
proszku réznito sie od widma referencyjnej (+)-naringeniny, co potwierdzito fakt otrzymania z mono-
meru — (+)-naringeniny zwigzku o odmiennej strukturze. Zgodnie z danymi literaturowymi dotyczgcymi
widm w poczerwieni polimerycznych form flawonoidéw (kwercetyny i rutyny), obecno$é nastepujacych
pasm w widmie w podczerwieni byta charakterystyczna dla polimerycznej formy flawonoidu:
370-1250 cm-' — drgania rozciggajace arylu,

3700-3000 cm-! — szerokie pasma odpowiadajgce tworzeniu wolnego OH pochodzgcego z GDE,
1061 cm' — C-CO-C w ketonach,
750-790 cm" i 800-900 cm ! — epoksydy (od GDE).

Ponadto na widmie obecne byly piki charakterystyczne dla grup funkcyjnych obecnych we flawo-

noidach:

2922 cm™ — Ar-CHs,

1560-1570 cm" i 1450-1500 cm-" — drgania wibracyjnie od pierscieni aromatycznych flawonoidu,
1165 cm' — C-OH.

Pojawienie sie na widmie poli(naringeniny) pasm charakterystycznych dla polimerycznych form
flawonoidéw Swiadczyto o reakcji sieciowania (+)-naringeniny i otrzymaniu wielkoczgsteczkowego/poli-
merycznego zwigzku.

Otrzymany proszek poli(naringeniny) poddano analizie termograwimetrycznej TGA. Prébki proszku
ogrzewano w temperaturze od 25°C do 800°C przy dynamicznym przeptywie argonu (50 ml/min). Dla
poréwnania wykonano takze analize TGA referencyjnej (+)-naringeniny. Wyniki przedstawiono w poniz-
szej tablicy 1 oraz na termogramach przedstawionych na fig. 2 rysunku.

Tablica 1
Prébka TI10 TS0 T60
Naringenina 307 436 591

Poli(naringenina) 144 416 685

T10, T50, T60 oznaczajg odpowiednio temperatury, w ktdérych nastgpit ubytek masy badane;j
prébki wynoszacy 10% i 50% i 60%.

Monomeryczna naringenina rozktada sie jednoetapowo. W zakresie temperatur 290-380°C na-
stepuje 67% ubytek masy probki.

Poli(naringenina) rozkfada sie dwuetapowo. Pierwszy etap rozktadu nastepuje okoto 250°C,
a ubytek masy wynosi 10%. Drugi etap rozktadu nastepuje w zakresie temperatur 270-370°C. Etapowi
drugiemu towarzyszy ubytek masy probki wynoszacy 36,2%. Rozktad poli(naringeniny) zaczyna sie
w nizszej temperaturze niz rozktad naringeniny (T10 poli(naringeniny) = 144°C, T10 naringenina =
307°C). Temperatura potowicznego rozktadu poli(naringeniny) T50 jest o 20°C nizsza od T50 mono-
merycznej naringeniny. Moze to by¢ spowodowane dodatkiem zwigzku sieciujgcego GDE, ktéry moze
obnizaé wartosci T10 i T50. Koncowa temperatura rozktadu polimerycznej naringeniny T60 jest wyzsza
0 94°C od T60 monomerycznej naringeniny, co oznacza wyzszg stabilno$¢ termiczng polimerycznej
formy naringeniny.

Otrzymany proszek poddano takze réznicowej kalorymetrii skaningowej DSC.

Prébki ogrzewano w temperaturze od -80 do 400°C z predkos$cig 10°C/minute w atmosferze po-
wietrza. Dla poréwnania wykonano takze DSC monomerycznej naringeniny. Wyniki przedstawiono
w ponizszej tablicy 2 oraz na termogramach na fig. 3 rysunku.
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Tablica 2
Probka T [°C] AHm[J/g] Tw[°C] AHo[J/g] Te[°C]
. ) - 163,21 253,94 87,48 331,54 (endset)
Naringcenina
Poli(naringenina) - 425.09 45,12 594,39 345,33 (endset)

Ty 0znacza temperature zeszklenia, AHm — entalpie topnienia, Tm — temperature topnienia, AHo —
entalpie utleniania i degradacji, To — temperature utleniania i degradaciji.

Poli(naringenina) charakteryzuje sie nizszg temperaturg topnienia niz monomeryczna naringe-
nina. Jest to zwigzane z dodatkiem zwigzku sieciujgcego GDE, ktéry moze obnizaé Tm. Entalpia topnie-
nia poli(naringeniny) jest okoto 2,6-krotnie wyzsza niz entalpia topnienia monomerycznej naringeniny.
Poli(naringenina) posiada wyzszg koncowg temperature utlenienia To (0 13,79°C) oraz wiekszg entalpie
utleniania AHo (okoto 6,8-krotnie). Polimeryczna forma naringeniny wykazuje wiec wiekszg odpornosé
na utlenianie. Otrzymany proszek poli(naringeniny) zbadano takze pod katem aktywnos$ci antygrzybo-
wej. Badania prowadzono metodg dynamiczng ,flask shake methods”.

W badaniach wykorzystano szczepy testowe grzybéw Candida albicans ATCC 10231 oraz
Aspergillus niger ATCC 16404. Liczbe mikroorganizméw w probdéwkach po 24 godzinach inkubacji ozna-
czano metodg hodowlang na pozywce MEA (grzyby). Ponadto w prébkach kontrolnych (tylko mikroorga-
nizmy) okreslano liczebno$é na poczatku eksperymentu (t = 0). Wyniki podawano jako liczbe jednostek
tworzgcych kolonie/ml pozywki (jtk/ml). Okre$lono wspdtczynniki zamierania mikroorganizmoéw D:

D = (log liczby mikroorganizmédw t- o — log liczby mikroorganizmow t = 24).

Wyniki badan zestawiono w ponizszej tablicy 3.

Tablica 3
]zdrlncgvbva mikroorgani- Log liczby mikroorgani-
Probka . 2 zmdéw D
jtkfcm
t=0 [ =24 =0 | =24
Candida albicans
pozywka kon- 3.7x10° 6,57 1,29
trolna
(+) naringenina 1,9%10° 1,4x10° 5,28 6,15 0,87
poli(naringenina 8,2x10° 5,91 0,64
Aspergillus niger
: ) N 2 g
pozywka kon 2.4x10 5.38 127
trolna
3
(+)naringcnina 1,3x10* 2,3x10 4,11 3,36 ;)73
li(naringenin: 1,5x10° 3,18 -
poli(naringenina 0,94

Po 24 godzinach inkubacji obserwowano przyrost liczby wszystkich organizméw w pozywce kon-
trolnej bez zwigzkdéw polifenolowych.

Przeanalizowano wzrost liczby komoérek drozdzy Candida albicans w hodowli monomerycznej
naringeniny i poli(naringeniny). Wspoétczynnik zamierania mikroorganizméw D w hodowli poli(naringe-
niny) wynosit 0,64 wartosci logarytmu, co oznaczato, ze prébka poli(naringeniny) wykazuje aktywno$¢
bakteriostatyczng. Referencyjna monomeryczna naringenina nie wykazata takiej aktywnosci.

Liczba komérek plesni Aspergillus niger po 24 godzinach wzrosta o ponad jeden rzad jedynie
w prébce kontrolnej bez polifenoli. W pozostatych prébkach, zawierajgcych monomeryczng naringenine
i poli(naringenine) odnotowano obnizenie liczby komérek w hodowlach z obydwoma zwigzkami, co
oznacza, ze wykazujg one aktywnos$¢ przeciwgrzybowg. Monomeryczna naringenina i poli(naringenina)
wykazujg poréwnywalng aktywnos$é antygrzybowa.
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Zastrzezenie patentowe

Sposo6b otrzymywania poli(naringeniny), z wykorzystaniem metody polimeryzacji ze zwigz-
kiem sieciujgcym w postaci eteru diglicydylowego glicerolu, w obecnosci L-a lecytyny jako
Srodka powierzchniowo-czynnego, w srodowisku cykloheksanu, znamienny tym, ze w pierw-
szej kolejnosci sporzadza sie roztwér (+)-naringeniny w 1 M roztworze wodnym wodorotlenku
sodu stosujgc 1 g (+)-naringeniny na 10 ml roztworu wodorotlenku, nastepnie tak sporzgdzony
roztwor dodaje sie do 0,1 M roztworu lecytyny w cykloheksanie stosujgc 2,67 ml roztworu
(+)naringeniny na 100 ml roztworu lecytyny i cato$¢é miesza sie przez 2 godziny z szybkoscig
1000 obrotéw/minute w temperaturze pokojowej, po czym dodaje sie eter diglicydylowy glice-
rolu w ilosci rownomolowej w stosunku do iloSci zastosowanej (+)-naringeninyny i miesza ca-
to$¢ przez 2 godziny z szybkoscig 1000 obrotéw/minute i w koficu otrzymang poli(naringening)
przemywa sie dwukrotnie cykloheksanem z odwirowaniem z szybko$cig 6000 obrotéw/minute
trwajgcym 30 minut, w temperaturze pokojowej i suszy w temperaturze 35°C przez 72 godziny.

Rysunki
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