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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb ilosciowego oznaczenia zawartosci karagenu kappa lub jota
w mieszaninie karagenéw, przydatny do analizy surowcéw w przemys$le spozywczym, kosmetycznym,
farmaceutycznym.

Karagen to og6lna nazwa grupy zwigzkdéw o charakterze naturalnych polisacharydéw i strukturze
liniowej. Wystepuje w odmianach kappa (x), jota (1), lambda (1), mi (i) oraz ni (v), réznigcych sie sto-
sunkiem iloSciowym grup siarczanowych i czgsteczek galaktozy. Najwieksze zastosowanie praktyczne
znajdujg trzy pierwsze sposrdéd wymienionych typéw. Odmiany kappa- i jota- posiadajg wtasciwosci ze-
lujgce (x-karagen tworzy zele silne, state, a -karagen daje zele miekkie), natomiast \.-karagen nie ulega
zelowaniu, lecz ma zdolno$¢ zageszczania roztworéw poprzez zwickszanie ich lepkosci. Z tego wzgledu
karageny sg uzywane w przemysle jako stabilizatory, zagestniki i Srodki zelujgce. Karageny stosuje sie
w przemystach: spozywczym jako dodatek (E407 oraz E466) [1] do wedlin, konserw miesnych, soséw,
produktéw o obnizonej zawartos$ci ttuszczu, deseréw mlecznych, niektérych napojéow, dzeméw, galare-
tek, kosmetycznym jako dodatek do past do zebdw, szamponéw, kreméw, farmaceutycznym [2] do pro-
dukcji opatrunkéw, tabletek, preparatéw farmaceutycznych o przedtuzonym uwalnianiu.

Zrédtem karagenéw sg wodorosty. Niektére z nich produkujg karagen okreslonego typu, np.
1-karagen jest pozyskiwany z Eucheuma cottoni lub Eucheuma spinosum, k-karagen otrzymuje sie
z réznych gatunkdéw nalezgcych do rodzajéw Gigartina i Chondrus, a \-karagen ze sporofitycznych grup
wodorostéw. Z kolei wodorosty gametofityczne wytwarzajg hybrydowy typ jota- i kappa- o réznych pro-
porcjach skfadnikéw. Karageny stosowane w przemysle najczesciej majg postac pétrafinowang lub ra-
finowang. Analize karagenéw mozna przeprowadzi¢ réznymi technikami [3, 4]. Metoda FTIR umozliwia
rozréznienie wszystkich typéw karagenu przy uzyciu minimalnej ilosci probki. Oznaczenie jest wzglednie
proste, ale wymaga umiejetnej interpretacji wynikow, m.in. w celu eliminacji ptywu matrycy. Metode
"H-NMR oraz '*C-NMR stosuje sie do oznaczania stosunku karagenow kappa i jota w mieszaninie ka-
ragenow [5, 6]. Technika ta nie pozwala na oznaczenie karagenu lambda.

Przyktad 1 [5]

Mieszanine karagenow analizowano metodg '3C-NMR w temperaturze ok. 80°C. Otrzymane
widmo byto sumg widm karagenéw kappa i jota, natomiast nie posiadato sygnatéw pochodzacych od
karagenu lambda. Metoda umozliwia zatem okreslenie w mieszaninie stosunku ilo§ciowego karagenéw
kappa i jota, lecz nie daje mozliwosci identyfikacji karagenu lambda. Analize uzupetniono o badanie
metodg spektroskopii IR. W uzyskanym widmie pasmo przy 1250 cm! odpowiadajgce sumie grup siar-
czanowych byto znacznie bardziej intensywne dla karagenu lambda niz dla kappa i jota. Dodatkowo
pasma przy 845, 830, 820 i 805 cm' umozliwity rozréznienie poszczegolnych grup siarczanowych. Jako
sygnat analityczny przyjeto stosunek absorbancji przy 845/1250 cm™', ktéry jest wrazliwy na dodatek
karagenu lambda do mieszaniny karagenéw kappa i jota.

Waznymi narzedziami stosowanymi do charakterystyki surowcéw sg tez metody chromatogra-
ficzne (HPLC i HPAEC), umozliwiajgce potilosciowg oraz ilosciowg analize karagenéw po depolimery-
zacji. Inng wazng technikg jest dwuwymiarowa elektroforeza, ktéra pozwala na oznaczanie pétiloSciowe
bez depolimeryzacji. Z kolei u podstaw metod spektrofotometrycznych lezy dysocjacja makroczgste-
czek, skutkiem czego jest pojawienie sie w roztworze polianionéw posiadajgcych zdolno$¢ tworzenia
trwatych par jonowych z barwnikami kationowymi. [7-10]. Wszystkie typy karagenu rozpuszczajg sie
w wodzie i ulegajg reakcji kompleksowania, stad klasyczne metody spektrofotometryczne umozliwiajg
jedynie oznaczenia ilosciowe sumy karagenéw. Zaletg tych metod sg natomiast mate wymagania sprze-
towe. Najbardziej znana wéréd metod spektrofotometrycznych jest ta z uzyciem Btekitu Metylenowego
[8], popularna ze wzgledu na swojg czuto$¢ i fatwos¢ wykonania. Do analizy polimeréw anionowych
mozna wykorzystac technike miareczkowania spektrofotometrycznego, stosujac jako titrant barwnik ka-
tionowy [9].

Przyktad 2 [8]

Do ilosciowego oznaczania hydrokoloidéw, w tym karagendw, alginianu oraz karboksymetyloce-
lulozy w roztworach wodnych zastosowano Bfekit Metylenowy. Podstawg metody jest przesuniecie mak-
simum widma absorpcji barwnika z 610 i 664 nm do 559 nm na skutek tworzenia sie rozpuszczalnych
komplekséw barwnik — polianion, przy czym absorbancja kompleksu przy 559 nm jest proporcjonalna
do stezenia hydrokoloidu. Zaletg procedury jest rozpuszczalno$¢ komplekséw, wynikajgca z zastoso-
wania matych stezen barwnika i polianionu.
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Przyktad 3 [7]

Do spektrofotometrycznego oznaczania stezen polimeréw anionowych w roztworach wodnych
zastosowano wodny roztwér barwnika — Btekitu Metylenowego. Porcje analitu o znanej objetosci mia-
reczkuje sie roztworem barwnika, rejestrujgc w sposob cigglty absorbancje mieszaniny roztworéw przy
dtugosci fali z zakresu od 660 do 670 nm. Miareczkowanie prowadzi sie do momentu osiggniecia zada-
nej wartosci absorbanciji. Stezenie polimeru (C) odczytuje sie z krzywej kalibracyjnej w postaci C=f(Vawm)
(gdzie VBm — objetos¢ barwnika w punkcie réwnowaznikowym), wykreslonej dla tej samej zadanej war-
toSci absorbanciji.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest oznaczenie iloSci karagenu kappa lub jota w mieszani-
nie karagenéw typu kappa i jota na podstawie wynikow spektrofotometrycznego miareczkowania wod-
nego roztworu mieszaniny Btekitem Toluidynowym (BT). Podstawe oznaczenia stanowi miareczkowa-
nie wzorcowych prébek mieszaniny karagenéw typu kappa i jota o ré6znych proporcjach skfadnikéw
i okreSlonym catkowitym stezeniu mianowanym roztworem BT korzystnie 1 mM, z jednoczesnym po-
miarem absorbancji uktadu przy diugosci fali 640 nm. Punktem koricowym miareczkowania jest objetos¢
barwnika, przy ktorej osiggnieto absorbancje rowng 0,5. Na podstawie uzyskanych wynikéw otrzymuje
sie zalezno$¢ zawartosci jednego ze sktadnikédw w mieszaninie karagenéw od objetosci BT w punkcie
koncowym (fig. 1i 2). Zawarto$¢ wybranego skfadnika w prébce badanej, bedgcej mieszaning karage-
néw kappa i jota, oznacza sie na podstawie miareczkowania wodnego roztworu badanej probki o okre-
Slonym stezeniu (optymalnie 20—30 mg/L) roztworem BT do osiggniecia absorbanciji réwnej 0,5. Obje-
tos¢ BT w punkcie koAcowym pozwala odczyta¢ z rys. 1 lub 2 zawarto$¢ wybranego sktadnika w mie-
szaninie karagenéw.

Korzystne skutki wynalazku to prostota wykonania analizy, nieskomplikowana aparatura, mozli-
wo$¢é automatyzacii.

Objasnienie figur rysunku fig. 1. przedstawia krzywe wzorcowe do oznaczania zawartosci kara-
genu kappa w mieszaninie karagenow kappa i jota, wyznaczone na podstawie wzorcowych mieszanin
o catkowitym stezeniu 20 oraz 30 mg/L, fig. 2. przedstawia krzywe wzorcowe do oznaczania zawartosci
karagenu jota w mieszaninie karagenéw kappa i jota, wyznaczone na podstawie wzorcowych mieszanin
o catkowitym stezeniu 20 oraz 30 mg/L.

Przyktad realizaciji wynalazku

Krzywe wzorcowe wykonano uzywajgc oczyszczonych karagenéw /x-karagen, CAS 11114-20-
-8,1-karagen, CAS 9062-07-1/, z ktérych przygotowano dwie serie roztworéw wodnych o catkowitym
stezeniu sktadnikéw 20 oraz 30 mg/L. Kazda seria obejmowata po kilka roztworéw réznigcych sie sto-
sunkiem masowym karagenow kappa i jota.

Jako probki badane wykorzystano mieszaniny karagenéw handlowych kappa i jota w proporcjach
1:1i 3:1, z ktérych przygotowano roztwory wodne o catkowitym stezeniu 20 lub 30 mg/L.

Roztwér barwnika o stezeniu 1 mM otrzymano przez rozpuszczenie nawazki Btekitu Toluidyno-
wego O, C.I. 52040 (Panreac Quimica Sau) w wodzie destylowanej.

Wykonanie krzywych wzorcowych:

Do kuwety pomiarowej o pojemnosci 30 cm® wprowadzano 20 cm® wzorcowego roztworu mie-
szaniny karagenéw. Kuwete umieszczano w przystawce Ti spektrofotometru Spekol. Za pomoca3 titra-
tora Radelkis OP-930/1 do kuwety dozowano barwnik BT porcjami o objetosci 8 pL z interwatem 30 s.
Odczytu absorbancji dokonywano przy dtugosci fali 640 nm. Z uzyskanych krzywych miareczkowania
odczytano objetosci titranta odpowiadajgce absorbanciji 0,5 (V, ml) i na tej podstawie wyznaczono
krzywe wzorcowe, ktére mozna opisac rdwnaniami:

dla stez. mieszaniny 20 mg/L : zaw. 1-karagenu = 399,41 - V - 94,427 [%]
zaw. k-karagenu =-399,41 - V + 194,43 [%]
dla stez. mieszaniny 30 mg/L : zaw. 1-karagenu = 469,33 - V - 140,73 [%]

zaw. k-karagenu =-469,33 - V + 240,73 [%]
Wykonanie oznaczenia:
Prébki badane zmiareczkowano analogicznie jak roztwory wzorcowe. Z krzywych miareczkowa-
nia odczytano objetosci titranta odpowiadajgce absorbancji 0,5, a nastepnie na podstawie krzywych
wzorcowych wyznaczono skfady mieszanin (Tabela 1).
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Tabela 1
Mieszanina karagenow Wyniki analizy
steZenie, zawarto$é V, zawartos$c biad
mg/L | k-karagenu, % | ml | k-karagenu, % | oznaczenia, %
20 50 0,408 49,24 1,51
20 75 0,368 68,02 9,31
30 50 0,368 47,45 5,11
30 75 0,328 63,42 15,44
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Zastrzezenia patentowe

Sposbb oznaczania zawartosci karagenu kappa lub jota w mieszaninie karagenéw kappa
i jota, znamienny tym, ze wodny roztwér mieszaniny karagenéw o stezeniu z zakresu
20-30 mg/L miareczkuje sie wodnym roztworem barwnika — Btekitu Toluidynowego o stezeniu
1 mM, z ciggtg rejestracjg absorbanciji mieszaniny przy dtugosci fali 640 nm i na podstawie
objetosci barwnika w punkcie koncowym (V) odczytuje sie zawartos¢ jednego ze sktadnikdéw
z krzywej wzorcowej.

Sposbb wg zastrz. 1, znamienny tym, ze punktem koncowym miareczkowania jest moment
osiggniecia absorbanciji roztworu réwnej 0,5.

Sposdb wg zastrz. 1, znamienny tym, ze krzywg wzorcowg w postaci: zaw. sktadnika mie-
szaniny = f(\V) wyznacza sie dla wzorcowych mieszanin karagenéw o réznych proporcjach
masowych sktadnikdéw i o tym samym catkowitym stezeniu, co probka badana, na podstawie
ich miareczkowania w warunkach analogicznych jak dla probki badane;.
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Rysunki
Fig. 1
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