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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest roztwdr powtokotwdrczy i kompozycja powtokotworcza do przediu-
zania trwatosci zywnosci wytworzona z roztworu powtokotwodrczego, i sposdb wytwarzania roztworu
powtokotwdrczego. Roztwor powtokotworczy moze by¢ aplikowany na produkt, w szczegélnosci na pro-
dukt Zywnosciowy, w postaci ptynnej przez polewanie, zanurzanie lub natryskiwanie. Z kolei kompozycja
powtokotworcza do przedtuzania trwatosci zywnosci, przyktadowo w postaci folii biopolimerowej, moze
by¢ wykorzystywana jako opakowanie produktéw, w tym produktow zywnosciowych. Wynalazek moze
znalez¢ zastosowanie w przemysle spozywczym jako sposob utrwalania tatwo psujacych sie produktow
spozywczych.

Zapotrzebowanie konsumentéw na zywnos¢ minimalnie przetworzona i bez sztucznych dodatkéw
powoduje koniecznos¢ poszukiwania nowych naturalnych zrédet substancji konserwujacych i opakowan
aktywnych przedtuzajacych trwatos¢ produktow spozywczych. Odpowiedzia na te potrzebe moze by¢
roztwor powtokotworczy i wytwarzana z niego aktywna, jadalna powtoka biopolimerowa przedstawiona
W ponizszym opisie.

Znane sa jadalne, aktywne powtoki zawierajace chitozan oraz karagenian.

Znane sg jadalne, aktywne powtoki zawierajace furcellaran, jednakze brak jest informacji doty-
czacych powtok albo roztworow z kompleksem furcellaran-polisacharyd. W znanych przyktadach wyko-
nania w celu otrzymywania roztworu powtokotwoérczego furcellaran mieszano z biatkiem serwatkowym
(Pluta-Kubica, Jamroz, Kawecka, Juszczak, & Krzysciak, 2019), zelatyna (Jamréz, Kulawik, Krzysciak,
Talaga-Cwiertnia, & Juszczak, 2019) czy hydrolizatem zelatynowym (Jamroz et al., 2021), ktéry wyko-
rzystywano do otrzymywania folii biopolimerowych.

Znane sa jadalne, aktywne powtoki zawierajace hydrolizaty biatkowe, ktére wykazywaty skutecz-
nos¢ w hamowaniu patogennych mikroorganizmow i utleniania lipidow w zywnoéci. Wedtug danych
znanych z literatury, po dodaniu hydrolizatu biatkowego wystepuja zmiany we wtasciwosciach mecha-
nicznych i morfologii powierzchni powtoki. Kierunek tych zmian zalezy jednak od zastosowanego hydro-
lizatu. Hydrolizaty biatkowe i chitozan stanowig obiecujaca alternatywe dla syntetycznych konserwantow
i sktadnikéw aktywnych powtok biopolimerowych. Jednak do tej pory nie wynaleziono powtok jadalnych
sktadajacych sie z furcellaranu, chitozanu i hydrolizatu zelatyny ze skor karpia o udowodnionej aktyw-
nosci przeciwutleniajacej i antymikrobiologicznej.

Znane jest zastosowanie bioaktywnych peptydéw w celu poprawy jakosci przechowywanej zyw-
nosci. W zaleznosci od rodzaju zastosowanego peptydu powtoka moze wykazywac rézne wtasciwosci
bioaktywne, w tym: antyoksydacyjne, antymikrobiologiczne lub tez wptywajace na zdrowie cziowieka.
Rézne peptydy cechuje tez rézny mechanizm wykazywanej aktywnoéci, a co za tym idzie, rézna sku-
tecznos¢ podczas ich aplikacji na produkty spozywcze (Jamroz et al., 2021).

Furcellaran znany ze stanu techniki jest anionowym polisacharydem pozyskiwanym z czerwo-
nych alg Furcellaria lumbricalis, a jego wtasciwosci strukturalne i funkcjonalne sa zblizone do k-karage-
nianu. Z kolei chitozan jest polisacharydem o wiasciwo$ciach przeciwdrobnoustrojowych, ktory jest pro-
ponowany jako skuteczna substancja powtokotwodrcza dla wielu surowcow i artykutdw spozywczych.
Przy pozyskiwaniu chitozanu z chityny otrzymuje sie biodegradowalny polimer o szerokim zastosowaniu
w medycynie, weterynarii, kosmetyce, a takze w ochronie srodowiska. W proponowanej powtoce chito-
zan petni role czynnika o aktywnosci antymikrobiologiczne;.

W$érdd zalet zgtaszanego wynalazku nalezy wymieni¢, ze zardwno wytworzony wedtug wyna-
lazku roztwor powtokotworczy, jak i aktywna powioka biopolimerowa do przedtuzania trwatosci zywno-
8ci, sg biodegradowalne i w zaleznosci od dodanego bioaktywnego peptydu posiadajg wtasciwosci prze-
ciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybiczne, antyoksydacyjne i antyutleniajace.

Celem niniejszego wynalazku jest stworzenie roztworu powtokotwoérczego do wytworzenia aktyw-
nej powtoki biopolimerowe| do przedtuzania trwatosci Zywnosci, jak rowniez kompozycja powtokotwor-
cza do przedtuzania trwatosci zywnosci. Ponadto celem niniejszego wynalazku jest ujawnienie sposobu
otrzymywania roztworu powtokotwdérczego stuzacego do wytwarzania aktywnej powtoki biopolimerowej
do przedtuzania trwato$ci zywno$ci.

Idea wynalazku jest roztwor powtokotworczy zawierajacy furcellaran do wytworzenia jadalnej ak-
tywnej powtoki biopolimerowej do przedtuzania trwatosci zywnosci charakteryzujacy sie tym, ze oprocz
furcellaranu rozpuszczonego w wodzie destylowanej w ilosci od 0,2% do 1,0% wagowo uzytej wody
destylowanej i pozostawionego do specznienia przez 0,9-1,1 godziny i nastepnie rozpuszczonego
w trakcie mieszania w temperaturze od 180°C do 220°C do czasu uzyskania jednorodnego, klarownego
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roztworu foliotwdrczego furcellaranu i doprowadzonego w kolejnym kroku do odczynu pH przygotowa-
nego roztworu w granicach od pH 3 do pH 4, przy pomocy wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci
potrzebnej do uzyskania odczynu pH roztworu o wartosci od pH 3 do pH 4, wilosci od 41,5% do 55%
catkowitej masy roztworu powtokotworczego, roztwor powtokotworczy zawiera chitozan w ilosci 1,8%
do 2,0% wagowo masy od 1,9% do 2,1% kwasu octowego, stuzacego do rozpuszczenia chitozanu,
w ilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy roztworu powtokotwérczego, zmieszany z podgrzanym roz-
tworem furcellaranu przez wkraplanie roztworu furcellaranu do roztworu chitozanu i glicerol w ilosci od
0,5% do 1,5% catkowitej masy roztworu powtokotworczego, dodany podczas mieszania do roztworu
furcellaranu i roztworu chitozanu, oraz zawiera mieszanine bioaktywnego peptydu i wody destylowane;
w stosunku od 0,0005:1 do 0,001:1, wilosci od 1,0% do 2,0% catkowitej masy roztworu powtokotwor-
czego, dodang na koncu przygotowywania roztworu powtokotwdrczego, przy czym bioaktywnym pep-
tydem jest jeden z nastepujacej grupy: peptyd o sekwencji aminokwaséw FKCRRWQWRMKKLGAP-
SITCVRRAFA o nazwie laktoferyna bydleca lub LfcinB, peptyd o sekwencji aminokwaséw RSGRGE-
CRRQCLRRHEGQPWETQECMRRCRRRG, o nazwie peptyd antymikrobiologiczny MBP-1, peptyd
o sekwencji aminokwasow PLGG, pozyskiwany z bakterii Brevibacterium aureum, o nazwie MSA13,
peptyd o sekwencji aminokwasow LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie
LL37, nalezacy do grupy ketelicydyn, peptyd o sekwencji aminokwaséw CLLGDFFRKSKEKIG-
KEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie Cys-LL37, peptyd o sekwencji aminokwasow
RWRWRWRW-NH2, o nazwie RW4, peptyd o sekwencji aminokwasow GIGAVLKVLTTGLPALISWIKR-
KRQQ-NH2, o nazwie melityna, oraz peptyd o sekwencji aminokwasow AY, o nazwie peptyd Ala-Tyr.
Idea wynalazku jest takZze kompozycja powlokotwdrcza do przedtuzania trwatosci zywnosci cha-
rakteryzujaca sie tym, ze zawiera osuszony roztwor powtokotwoérczy po czesciowym odparowaniu wody
i o wilgotnosci nie wiekszej niz 15% i zawierajacy chitozan w ilosci 1,8% do 2,0% wagowo masy od
1,9% do 2,1% kwasu octowego, stuzacego do rozpuszczenia chitozanu, mieszany przez ok. 3 godziny
w temperaturze od 70°C do 90°C, w ilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy roztworu powtokotwor-
czego, furcellaran rozpuszczony w wodzie destylowanej w ilosci od 0,2% do 1,0% wagowo uzytej wody
destylowanej i pozostawiony do specznienia przez 0,9-1,1 godziny i nastepnie rozpuszczony w trakcie
mieszania w temperaturze od 180°C do 220°C do czasu uzyskania jednorodnego, klarownego roztworu
foliotworczego furcellaranu i doprowadzony w kolejnym kroku do odczynu pH przygotowanego roztworu
w granicach od pH 3 do pH 4, przy pomocy wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do
uzyskania odczynu pH roztworu o wartosci od pH 3 do pH 4, w ilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy
roztworu powtokotworczego, przy czym roztwoér chitozanu miesza sie z podgrzanym roztworem furcel-
laranu przez wkraplanie roztworu furcellaranu do roztworu chitozanu, glicerol w ilosci 0,5% do 1,5%
catkowitej masy roztworu powtokotworczego, dodany do roztworu zawierajacego roztwor furcellaranu
i roztwdr chitozanu podczas jego mieszania, oraz mieszanine bioaktywnego peptydu i wody destylowa-
nej w stosunku od 0,0005:1 do 0,001:1, w ilosci od 1,0% do 2,0% catkowitej masy roztworu powtoko-
tworczego, dodana na korcu przygotowywania roztworu powtokotwdrczego, przy czym bioaktywnym
peptydem jest jeden z nastepujacej grupy: peptyd o sekwencji aminokwaséw FKCRRWQ-
WRMKKLGAPSITCVRRAFA o nazwie laktoferyna bydleca lub LfcinB, peptyd o sekwencji aminokwa-
sow RSGRGECRRQCLRRHEGQPWETQECMRRCRRRG, o nazwie peptyd antymikrobiologiczny
MBP-1, peptyd o sekwencji aminokwasow PLGG, pozyskiwany z bakterii Brevibacterium aureum,
o nazwie MSA13, peptyd o sekwencji aminokwasow LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPR-
TES, o nazwie LL37, nalezacy do grupy ketelicydyn, peptyd o sekwencji aminokwaséw CLLGDFFRKS-
KEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie Cys-LL37, peptyd o sekwencji aminokwasow
RWRWRWRW-NH2, o nazwie RW4, peptyd o sekwencji aminokwasow GIGAVLKVLTTGLPALISWIKR-
KRQQ-NH2, o nazwie melityna, oraz peptyd o sekwencji aminokwasow AY, o nazwie peptyd Ala-Tyr.
Idea wynalazku jest rowniez sposéb otrzymywania roztworu powtokotwdrczego stuzacego do wy-
twarzania aktywnej powtoki biopolimerowej do przedtuzania trwatosci zywnosci charakteryzujacy sie
tym, ze przygotowuje sie indywidualnie roztwér chitozanu wilosci 1,8% do 2,0% wagowo masy od 1,9%
do 2,1% kwasu octowego, stuzacego do rozpuszczenia chitozanu, ktory miesza sie przez ok. 3 godziny
w temperaturze od 70°C do 90°C, w ilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy roztworu powtokotwor-
czego, furcellaran rozpuszczony w wodzie destylowanej w ilosci od 0,2% do 1,0% wagowo uzytej wody
i pozostawiony poczatkowo do specznienia przez 0,9—-1,1 godziny i nastepnie rozpuszczony w trakcie
mieszania w temperaturze od 180°C do 220°C do czasu uzyskania jednorodnego, klarownego roztworu
foliotworczego furcellaranu i doprowadzony w kolejnym kroku do odczynu pH przygotowanego roztworu
w granicach od pH 3 do pH 4, przy pomocy wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do
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uzyskania odczynu pH roztworu o wartosci od pH 3 do pH 4, wilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy
roztworu powtokotwdrczego, przy czym roztwdr chitozanu miesza sie z uprzednio przygotowanym i pod-
grzanym roztworem furcellaranu przez wkraplanie roztworu furcellaranu do roztworu chitozanu a na-
stepnie dodaje sie glicerol w ilosci od 0,5% do 1,5% catkowitej masy roztworu powtokotwoérczego, pod-
czas mieszania roztworu furcellaranu i roztworu chitozanu, i dalej miesza sie przez kolejne 8—15 minut,
a w ostatnim kroku dodaje sie uprzednio przygotowana mieszanine bioaktywnego peptydu i wody de-
stylowanej w stosunku od 0,0005:1 do 0,001:1, w ilosci od 1,0% do 2,0% catkowitej masy roztworu
powtokotwdrczego, przy czym bioaktywnym peptydem jest jeden z nastepujacej grupy: peptyd o se-
kwencji aminokwasow FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAFA o nazwie laktoferyna bydleca lub
LfcinB, peptyd o sekwencji aminokwaséw RSGRGECRRQCLRRHEGQPWETQECMRRCRRRG, o na-
zwie peptyd antymikrobiologiczny MBP-1, peptyd o sekwencji aminokwasow PLGG, pozyskiwany z bak-
terii Brevibacterium aureum, o nazwie MSA13, peptyd o sekwencji aminokwasow LLGDFFRKSKE-
KIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie LL37, nalezacy do grupy ketelicydyn, peptyd o sekwen-
cji aminokwaséw CLLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie Cys-LL37, peptyd
o sekwencji aminokwasow RWRWRWRW-NH2, o nazwie RW4, peptyd o sekwencji aminokwasow Gl-
GAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2, o nazwie melityna, oraz peptyd o sekwencji aminokwasow
AY, o nazwie peptyd Ala-Tyr, i cato$¢ miesza sie przez kolejne 8—15 minut.

Przedmiot wynalazku jest uwidoczniony w przyktadach wykonania na rysunku, na ktérym Fig. 1
przedstawia schemat blokowy jednego ze sposobdw przygotowania roztworu chitozanu, Fig. 2 przed-
stawia schemat blokowy jednego ze sposobdw przygotowania roztworu wodnego bioaktywnego pep-
tydu, Fig. 3 przedstawia schemat blokowy jednego ze sposobow przygotowania roztworu wodnego fur-
cellaranu, a Fig. 4 przedstawia schemat blokowy jednego ze sposobdw przygotowania roztworu powto-
kotwdérczego do wytworzenia aktywnej powtoki biopolimerowej.

W celu otrzymania roztworu powtokotwdrczego do wytworzenia jadalnej aktywnej powtoki biopo-
limerowej przygotowuje sie indywidualnie trzy roztwory: roztwor chitozanu, roztwor wodny furcellaranu
i roztwér wodny bioaktywnego peptydu.

Na Fig. 1 przedstawiono schemat blokowy jednego ze sposobdw przygotowania roztworu chito-
zanu. W kroku 20 chitozan rozpuszcza sie w 2% kwasie octowym albo w 1,9% kwasie octowym, albo
w 2,1% kwasie octowym. W jednym z przyktadow w kwasie octowym o jednym ze stezen podanych
powyzej rozpuszcza sie chitozan w ilosci 1,8% wagowo masy kwasu octowego. W innym z przyktadow
w kwasie octowym o jednym ze stezen podanych powyzej rozpuszcza sie chitozan w ilosci 2,0% wa-
gowo masy kwasu octowego, a w jeszcze innym z przyktadéw w kwasie octowym o jednym ze stezen
podanych powyzej rozpuszcza sie chitozan w ilosci wybranej z przedziatu od 1,8% do 2,0% wagowo
masy kwasu octowego. Nastepnie w kroku 21 roztwdr ten miesza sie przez 3 godziny z tolerancja
+15 minut, w jednym przyktadzie w temperaturze 70°C, w innym przyktadzie miesza sie w temperaturze
90°C, korzystnie miesza sie w temperaturze 80°C, tak jak to pokazano na Fig. 1. Udziat wagowy roz-
tworu chitozanu w catkowitej masie roztworu powtokotworczego wynosi w jednym przyktadzie 41,5%,
a w innym przykfadzie wynosi 55%, a w jeszcze innym z przyktadow udziat wagowy roztworu chitozanu
w catkowitej masie roztworu powtokotworczego wybiera sie z przedziatu od 41,5% do 55%.

Fig. 2 przedstawia schemat blokowy jednego ze sposobdw przygotowania roztworu wodnego
bioaktywnego peptydu. W kroku 30 miesza sie bioaktywny peptyd z wodg destylowana, w jednym przy-
ktadzie w stosunku 0,0005:1, w innym przyktadzie w stosunku 0,001:1, Kkorzystnie w stosunku
0,00075:1. W jeszcze innym przyktadzie miesza sie bioaktywny peptyd z woda destylowang w stosunku
wybranym z przedziatu od 0,0005:1 do 0,001:1. Udziat wagowy roztworu wodnego bioaktywnego pep-
tydu w catkowitej masie roztworu powtokotworczego wynosi w jednym przyktadzie 1,0%, a w innym
przyktadzie wynosi 2,0%. W jeszcze innym przyktadzie udziat wagowy roztworu wodnego bioaktywnego
peptydu w catkowitej masie roztworu powtokotworczego wybiera sie z przedziatu od 1,0% do 2,0%.
Bioaktywnym peptydem moze by¢ jeden z nastepujacej grupy: peptyd o sekwencji aminokwasow
FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAFA o nazwie laktoferyna bydleca lub LfcinB, peptyd o sekwencji
aminokwasow RSGRGECRRQCLRRHEGQPWETQECMRRCRRRG, o nazwie peptyd antymikrobiolo-
giczny MBP-1, peptyd o sekwencji aminokwaséw PLGG, pozyskiwany z bakterii Brevibacterium au-
reum, o nazwie MSA13, peptyd o sekwencji aminokwasow LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQ-
RIKDFLRNLVPRTES, o nazwie LL37, nalezacy do grupy ketelicydyn, peptyd o sekwencji aminokwasow
CLLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie Cys-LL37, peptyd o sekwencji amino-
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kwasow RWRWRWRW-NH2, o nazwie RW4, peptyd o sekwencji aminokwasoéw GIGAVLKVLTTGLPA-
LISWIKRKRQQ-NH2, o nazwie melityna, oraz peptyd o sekwencji aminokwasow AY, o nazwie peptyd
Ala-Tyr.

Bioaktywne peptydy zostaty wyzej okreslone tacznie przez sekwencje aminokwasow i nazwe.
Jednak do jednoznacznego zdefiniowania danego aminokwasu wystarcza podanie jego sekwencji albo
jego nazwy.

Fig. 3 przedstawia schemat blokowy jednego ze sposobdw przygotowania roztworu wodnego
furcellaranu. W kroku 40 furcellaran miesza sie z woda destylowana, w ilosci wybranej z przedziatu od
0,2% do 1,0% wagowo uzytej wody destylowanej. W jednym przyktadzie furcellaran miesza sie z woda
destylowana w ilosci 0,2% wagowo uzytej wody destylowanej. W innym przyktadzie furcellaran miesza
sie z woda destylowana w ilosci 1,0% wagowo uzytej wody destylowanej. Po czym w kroku 41 roztwoér
wodny furcellaranu przygotowany w sposob opisany powyzej pozostawia sie do specznienia, w jednym
przyktadzie przez 0,9 godziny, w innym przyktadzie przez 1,1 godziny, korzystnie przez 1 godzine, tak
jak to przedstawiono na Fig. 3. Nastepnie w kroku 42 rozpuszcza sie go w trakcie mieszania, w jednym
przyktadzie w temperaturze 180°C, w innym przyktadzie w temperaturze 220°C, korzystnie w tempera-
turze 200°C, tak jak to podano na Fig. 3, aby uzyska¢ jednorodny, klarowny roztwor foliotworczy.
W kolejnym kroku 43 odczyn pH roztworu furcellaranu doprowadza sie do wartosci od pH 3 do pH 4,
przy pomocy wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania odczynu pH roztworu
o wartosci od pH 3 do pH 4. Sposob wkraplania i nadzorowania odczynu jest znany ze stanu techniki
i nie wymaga szczegolnych umiejetnosci ani przeprowadzania innych prob czy czynnoéci poza tymi,
jakie sa znane ze stanu techniki. Udziat wagowy roztworu wodnego furcellaranu w catkowitej masie
roztworu powtokotworczego wynosi w jednym z przyktadow wykonania 45,0%, a w innym przyktadzie
wykonania wynosi 55,0%. Dla przedziatu od 41,5% do 55,0% udziatu wagowego roztworu wodnego
furcellaranu w catkowitej masie roztworu powtokotworczego dodawano w jednym przyktadzie 15 kropel
10% HCI, w innym przyktadzie dodawano 17 kropel 10% HCI, korzystnie dodawano 16 kropel 10% HCI.

Fig. 4 przedstawia schemat blokowy jednego ze sposobdw przygotowania roztworu powtokotwor-
czego do wytworzenia jadalnej aktywnej powtoki biopolimerowej. Po starcie w kroku 50, w kroku 51
uprzednio przygotowane roztwory chitozanu i furcellaranu miesza sie przy 1000 x g przez wkraplanie
goracego roztworu furcellaranu do roztworu chitozanu podczas jego energicznego mieszania. Wyraze-
nie 1000 x g opisuje site przyspieszenia przyktadang do probki w wiréwce, ktdérg mierzy sie wielokrot-
nosciag, w tym przypadku 1000 razy, standardowego przyspieszenia z powodu grawitacji na powierzchni
Ziemi. W przypadku energicznego mieszania, mieszanie mozna prowadzi¢ do 10000 x g. Do powstatej
mieszaniny roztworow furcellaranu i chitozanu, w kroku 52 dodaje sie glicerol, w ilosci wagowo 0,5%
catkowitej masy roztworu powtokotworczego w jednym przyktadzie wykonania, a w innym wagowo 1,5%
catkowitej masy roztworu powtokotworczego, i miesza sie, w jednym przyktadzie przez 8 minut, w innym
przyktadzie przez 15 minut, korzystnie przez 10 minut. W kroku 53 do roztworu zawierajgcego roztwor
furcellaranu, roztwor chitozanu i glicerol dodaje sie roztwdr wodny bioaktywnego peptydu, po czym ca-
tos¢ miesza sie, w jednym przyktadzie przez 8 minut, w innym przykfadzie przez 15 minut, korzystnie
przez 10 minut, w kroku 54 tak jak to przedstawiono na Fig. 4, az do zakoriczenia tworzenia roztworu
powtokotwodrczego do wytworzenia aktywnej powtoki biopolimerowej w kroku 55.

Postepujac wedtug sposobu opisanego powyzej, w jednym z przyktadéw wykonania otrzymano
roztwor powtokotworczy zawierajacy furcellaran do wytworzenia aktywnej powtoki biopolimerowej do
przedtuzania trwatosci zywnosci dodany do wody destylowanej w ilosci 0,2% wagowo uzytej wody de-
stylowanej i pozostawiony do specznienia przez 0,9 godziny i nastepnie rozpuszczony w trakcie mie-
szania w temperaturze 180°C do czasu uzyskania jednorodnego, klarownego roztworu foliotwérczego
furcellaranu i doprowadzony w kolejnym kroku do odczynu pH przygotowanego roztworu w granicach
od pH 3 do pH 4, przez wkraplanie 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania odczynu pH
roztworu o wartosci od pH 3 do pH 4. Udziat wagowy tak wytworzonego roztworu furcellaranu wynosit
45% catkowitej masy roztworu powtokotworczego. Ponadto roztwor powtokotworczy w tym przyktadzie
wykonania zawierat chitozan w ilosci 1,8% wagowo masy 2% kwasu octowego, stuzacy do rozpuszcze-
nia chitozanu, w ilosci 53,5% catkowitej masy roztworu powlokotworczego, zmieszany z podgrzanym
roztworem furcellaranu przez wkraplanie roztworu furcellaranu do roztworu chitozanu i glicerol w ilosci
0,5% catkowitej masy roztworu powtokotworczego, dodany podczas mieszania do roztworu furcellaranu
i roztworu chitozanu, oraz zawierat mieszanine bioaktywnego peptydu i wody destylowanej w stosunku
0,0005:1 w ilosci 1,0% catkowitej masy roztworu powtokotworczego dodanej na koncu przygotowywania
roztworu powlokotwdrczego.
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Postepujac wedtug sposobu opisanego powyzej, w innym przyktadzie wykonania otrzymano roz-
twor powtokotworczy zawierajacy furcellaran do wytworzenia aktywnej powtoki biopolimerowej do prze-
diuzania trwatosci zywnosci dodany do wody destylowanej w ilosci 1,0% wagowo uzytej wody destylo-
wanej i pozostawiony do specznienia przez 1,1 godziny i nastepnie rozpuszczony w trakcie mieszania
w temperaturze 220°C do czasu uzyskania jednorodnego, klarownego roztworu foliotworczego furcel-
laranu i doprowadzony w kolejnym kroku do odczynu pH przygotowanego roztworu w granicach od pH
3 do pH 4, za pomoca wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania odczynu pH
roztworu o wartosci od pH 3 do pH 4. Udziat wagowy tak wytworzonego roztworu furcellaranu wynosit
55% catkowitej masy roztworu powtokotwdrczego. Ponadto roztwor powtokotworczy zawierat chitozan
w ilosci 2,0% wagowo masy 2% kwasu octowego, stuzgcego do rozpuszczenia chitozanu, w ilosci wa-
gowo dopetniajacej do 100% catkowitej masy roztworu powtokotworczego, czyli 41,5% catkowitej masy
roztworu powtokotworczego, zmieszany z podgrzanym roztworem furcellaranu przez wkraplanie roz-
tworu furcellaranu do roztworu chitozanu i glicerol w ilosci od 1,5% catkowitej masy roztworu powtoko-
tworczego, dodany podczas mieszania do roztworu furcellaranu i roztworu chitozanu, oraz zawiera mie-
szanine bioaktywnego peptydu i wody destylowanej w stosunku 0,001:1 w ilosci 2,0% catkowitej masy
roztworu powlokotwdrczego dodanej na koricu przygotowywania roztworu powiokotwdrczego.

Z roztworu powtokotwdrczego mozna wytworzy¢ aktywna powtoke biopolimerowa do przedtuza-
nia trwatosci zywnosci po czesciowym odparowaniu z niego wody i o wilgotnosci nie wiekszej niz 15%.
W jednym z przyktaddw wykonania roztwdr powtokotwdrczy otrzymany sposobami opisanymi powyzej,
w zaleznosci od zamierzonego zastosowania, rozprowadza sie na okreslonej powierzchni nieprzema-
kalnej i poddaje sie osuszaniu powierzchnie z roztworem powtokotwdrczym do czasu osiagniecia przez
powtoke okreslonej wilgotnosci.

Przedmiot wynalazku zostat ponadto opisany w przyktadach wykonania podanych ponizej.
Przyktad 1

W celu otrzymania roztworu powtokotwdrczego do wytworzenia aktywnej powtoki biopolimerowej
przygotowuje sie indywidualnie trzy roztwory: roztwér chitozanu, roztwér wodny bioaktywnego peptydu
i roztwor wodny furcellaranu. W 50 ml 2% kwasu octowego rozpuszcza sie 0,9 g chitozanu i roztwor ten
miesza sie w temperaturze 70°C przez ok. 3 godziny. Potem 0,1 g furcellaranu miesza sie w 40 m| wody
destylowanej i pozostawia do specznienia przez 1,1 godziny, a nastepnie rozpuszcza sie go w trakcie
mieszania w temperaturze 200°C, aby uzyskac¢ jednorodny, klarowny roztwor foliotworczy. W kolejnym
kroku odczyn pH roztworu furcellaranu doprowadza sie do wartosci od pH 3 do pH 4, przy pomocy
wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania pozadanej wartosci odczynu pH roz-
tworu. Po uzyskaniu odpowiedniej wartosci odczynu pH roztworu furcelleranu, do roztworu chitozanu,
energicznie mieszajac, wkrapla sie goracy roztwor furcellaranu. Do powyzszej mieszaniny roztworow
furcellaranu i chitozanu dodaje sie 1,5 ml glicerolu i miesza sie przez kolejne 8 minut. W ostatnim kroku
dodaje sie roztwdér wodny bioaktywnego peptydu, przyktadowo o sekwencji aminokwasow
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVYPRTES o nazwie LL37, powstaty po zmieszaniu 0,5 mg
bioaktywnego peptydu i 0,5 ml wody destylowanej i cato$¢ miesza sie przez kolejne 13 minut.
Przyktad 2

W celu otrzymania roztworu powtokotwdrczego do wytworzenia jadalnej aktywnej powtoki biopo-
limerowej przygotowuje sie indywidualnie trzy roztwory: roztwor chitozanu, roztwdr wodny bioaktywnego
peptydu i roztwor wodny furcellaranu. W 40 ml 2% kwasu octowego rozpuszcza sie 0,8 g chitozanu
i roztwor ten miesza sie w temperaturze 80°C przez ok. 3 godziny. Potem 0,2 g furcellaranu miesza sie
w 35 ml wody destylowanej i pozostawia do specznienia przez 0,9 godziny, a nastepnie rozpuszcza sie
go w trakcie mieszania w temperaturze 180°C, aby uzyskac jednorodny, klarowny roztwor foliotworczy.
W kolejnym kroku odczyn pH roztworu furcellaranu doprowadza sie do wartosci od pH 3 do pH 4 po-
przez wkraplanie 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania odczynu pH roztworu o wartosci
od pH 3 do pH 4. Po uzyskaniu odpowiedniej wartosci odczynu pH roztworu furcelleranu, do roztworu
chitozanu, energicznie mieszajac, wkrapla sie goracy roztwor furcellaranu. Do powyzszej mieszaniny
roztworow furcellaranu i chitozanu dodaje sie 0,5 ml glicerolu i miesza sie przez kolejne 15 minut.
W ostatnim kroku dodaje sie roztwér wodny bioaktywnego peptydu, przyktadowo o sekwencji amino-
kwasow LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie LL37, powstaty po zmieszaniu
0,4 mg bioaktywnego peptydu w 0,54 ml wody destylowanej i catos¢ miesza sie przez kolejne 8 minut.
Przyktad 3

W celu otrzymania roztworu powtokotwdrczego do wytworzenia jadalnej aktywnej powtoki biopo-
limerowej przygotowuje sie indywidualnie trzy roztwory: roztwor chitozanu, roztwér wodny bioaktywnego
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peptydu i roztwor wodny furcellaranu. W 60 ml 2% kwasu octowego miesza sie 0,7 g chitozanu i roztwér
ten miesza sie w temperaturze 90°C przez ok. 3 godziny. Potem 0,3 g furcellaranu miesza sie w 30 ml
wody destylowanej i pozostawia do specznienia przez 1 godzine, a nastepnie rozpuszcza sie go
w trakcie mieszania w temperaturze 220°C, aby uzyskac¢ jednorodny, klarowny roztwor foliotworczy.
W kolejnym kroku odczyn pH roztworu furcellaranu doprowadza sie do wartosci od pH 3 do pH 4 przy
pomocy wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania odczynu pH roztworu o war-
tosci od pH 3 do pH 4. Po uzyskaniu odpowiedniej wartosci odczynu pH roztworu furcelleranu, do roz-
tworu chitozanu, energicznie mieszajac, wkrapla sie goracy roztwor furcellaranu. Do powyzszej miesza-
niny roztworow furcellaranu i chitozanu dodaje sie 1,0 ml glicerolu i miesza sie przez kolejne 10 minut.
W ostatnim kroku dodaje sie wodny roztwdr bioaktywnego peptydu, przyktadowo o sekwencji amino-
kwasow LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES o nazwie LL37, powstaty po zmieszaniu
0,5 mg bioaktywnego peptydu w 0,5 ml wody destylowanej i cato$¢ miesza sie przez kolejne 10 minut.

W kazdym z podanych powyzej przyktaddw uzyskany roztwdr moze by¢ przenoszony bezposred-
nio na produkt spozywczy badz wylewany na ptytke, albo szalke Petriego, gdzie po osuszeniu, pozo-
stawiony do wyschniecia pod dygestorium w temperaturze pokojowej przez 2 dni, przyjmuje postac folii,
ktorej wilgotnos¢ nie przekracza 15%, a ktorej wielkos¢ jest okreslana za pomoca jednego ze sposobow
znanych ze stanu techniki.

Ponizej opisano przykiad zastosowania zgtaszanego wynalazku, w odniesieniu do schabu wie-
przowego zabezpieczonego za pomoca roztworu powtokotwdrczego. Zgodnie z tym przyktadem schab
wieprzowy $wiezy najpierw przedzielono na trzy rowne czesci za pomocg sterylnego noza. Jedng czesc,
okreslong jako probka zerowa, przy uzyciu sterylnej pesety anatomicznej laboratoryjnej, zanurzono
w roztworze powtokotwdrczym przyrzgdzonym wedtug Przyktadu 1 na 3 sekundy po czym przeniesiono
do jatowego opakowania PET z przykrywka. Druga czes¢, okreslong jako probka kontrolna, przenie-
siono bezposdrednio na jatowe opakowanie PET z przykrywka, bez zanurzania w roztworze. Trzecia
czesc¢, okreslona jako probka zerowa, umieszczona zostata w sterylnym opakowaniu PET i skierowana
do badan mikrobiologicznych, w celu okreslenia skazenia poczatkowego produktu. Probka z powtoka
oraz probke kontrolna przechowywano przez okres 11 dni w urzadzeniu chtodniczym, w temperaturze
4°C. Po tym czasie probki poddano analizom mikrobiologicznym. Analizy mikrobiologiczne polegaty na
okresleniu ogdlnej liczby drobnoustrojow aerobowych mezofilnych, zgodnie ze standardem ISO 4833-
1:2013. Badanie powtérzono trzykrotnie uzywajac schabu z réznych opakowan i numeréw partii. Zanie-
czyszczenie poczatkowe schabu wieprzowego w dniu przygotowania prébek w probce zerowej, wyno-
sito srednio 2,11+0,37 log jtk/g. Po 10 dniach przechowywania chtodniczego ogodlna liczba drobnoustro-
jow w schabie kontrolnym wynosita 6,25+0,93 jtk/g podczas gdy w schabie z powtoka aktywna
3,3310,97 jtk/g.

Roztwor powtokotworczy przygotowany zgodnie z opisem w Przykiadzie 1 cechowat sie takze
aktywnoscig antyoksydacyjna, w tym wartoscia FRAP wynoszaca 4,75 uM troloksu na 1 ml roztworu.

Zastrzezenia patentowe

1. Roztwor powtokotworczy zawierajacy furcellaran do wytworzenia aktywnej powtoki biopolime-
rowej do przedtuzania trwatosci zywnosci, znamienny tym, ze oprocz furcellaranu rozpusz-
czonego w wodzie destylowanej w ilosci od 0,2% do 1,0% wagowo uzytej wody destylowane;
i pozostawionego do specznienia przez 0,9-1,1 godziny i nastepnie rozpuszczonego w trakcie
mieszania w temperaturze od 180°C do 220°C do czasu uzyskania jednorodnego, klarownego
roztworu foliotwoérczego furcellaranu i doprowadzonego w kolejnym kroku do odczynu pH przy-
gotowanego roztworu w granicach od pH 3 do pH 4, przy pomocy wkraplania 10% kwasu
solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania odczynu pH roztworu o wartosci od pH 3 do pH 4,
w ilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy roztworu powtokotwaérczego, roztwér powtokotwor-
czy zawiera chitozan w ilosci 1,8% do 2,0% wagowo masy od 1,9% do 2,1% kwasu octowego,
stuzacego do rozpuszczenia chitozanu, mieszany przez ok. 3 godziny w temperaturze od 70°C
do 90°C, w ilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy roztworu powlokotworczego, zmieszany
z podgrzanym roztworem furcellaranu przez wkraplanie roztworu furcellaranu do roztworu chi-
tozanu i glicerol w ilosci od 0,5% do 1,5% catkowitej masy roztworu powtokotworczego, do-
dany podczas mieszania do roztworu furcellaranu i roztworu chitozanu, oraz zawiera miesza-
nine bioaktywnego peptydu i wody destylowanej w stosunku od 0,0005:1 do 0,001:1, w ilosci
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od 1,0% do 2,0% catkowitej masy roztworu powtokotworczego, dodana na koncu przygotowy-
wania roztworu powtokotwdrczego, przy czym bioaktywnym peptydem jest jeden z nastepuja-
cej grupy: peptyd o sekwencji aminokwasow FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAFA o na-
zwie laktoferyna bydleca lub LfcinB, peptyd o sekwencji aminokwasow RSGRGE-
CRRQCLRRHEGQPWETQECMRRCRRRG, o nazwie peptyd antymikrobiologiczny MBP-1,
peptyd o sekwencji aminokwasow PLGG, pozyskiwany z bakterii Brevibacterium aureum,
o nazwie MSA13, peptyd o sekwencji aminokwasow LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQ-
RIKDFLRNLVPRTES, o nazwie LL37, nalezacy do grupy ketelicydyn, peptyd o sekwencji ami-
nokwasow CLLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie Cys-LL37, pep-
tyd o sekwencji aminokwasow RWRWRWRW-NH2, o nazwie RW4, peptyd o sekwencji ami-
nokwasow GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2, o nazwie melityna, oraz peptyd o se-
kwencji aminokwasow AY, o nazwie peptyd Ala-Tyr.

. Kompozycja powlokotworcza do przedtuzania trwato$ci zywnosci, znamienna tym, ze za-
wiera roztwor powtokotwérezy, jak okreslono w zastrzezeniu 1, po czesciowym odparowaniu
wody i o wilgotnosci nie wiekszej niz 15% i zawierajacy chitozan w ilosci 1,8% do 2,0% wa-
gowo masy od 1,9% do 2,1% kwasu octowego, stuzacego do rozpuszczenia chitozanu, mie-
szany przez ok. 3 godziny w temperaturze od 70°C do 90°C, w ilosci od 41,5% do 55% catko-
witej] masy roztworu powlokotworczego, furcellaran rozpuszczony w wodzie destylowane;
w ilosci od 0,2% do 1,0% wagowo uzytej wody destylowanej i pozostawiony do specznienia
przez 0,9—-1,1 godziny i nastepnie rozpuszczony w trakcie mieszania w temperaturze od 180°C
do 220°C do czasu uzyskania jednorodnego, klarownego roztworu foliotworczego furcellaranu
i doprowadzony w kolejnym kroku do odczynu pH przygotowanego roztworu w granicach od
pH 3 do pH 4, przy pomocy wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania
odczynu pH roztworu o wartosci od pH 3 do pH 4, wilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy
roztworu powtokotwdrczego, przy czym roztwor chitozanu miesza sie z podgrzanym roztwo-
rem furcellaranu przez wkraplanie roztworu furcellaranu do roztworu chitozanu, glicerol w ilo-
$ci 0,5% do 1,5% catkowitej masy roztworu powlokotworczego, dodany do roztworu zawiera-
jacego roztwor furcellaranu i roztwor chitozanu podczas jego mieszania, oraz mieszanine bio-
aktywnego peptydu i wody destylowanej w stosunku od 0,0005:1 do 0,001:1, w ilosci od 1,0%
do 2,0% catkowitej masy roztworu powlokotworczego, dodanag na koncu przygotowywania roz-
tworu powtokotwdrczego, przy czym bioaktywnym peptydem jest jeden z nastepujacej grupy:
peptyd o sekwencji aminokwasow FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAFA o nazwie laktofe-
ryna bydleca lub LfcinB, peptyd o sekwencji aminokwaséw RSGRGECRRQCLRRHEG-
QPWETQECMRRCRRRG, o nazwie peptyd antymikrobiologiczny MBP-1, peptyd o sekwencji
aminokwasow PLGG, pozyskiwany z bakterii Brevibacterium aureum, o nazwie MSA13, pep-
tyd o sekwencji aminokwasoéw LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o na-
zwie LL37, nalezacy do grupy ketelicydyn, peptyd o sekwencji aminokwasow CLLGDFFRKS-
KEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie Cys-LL37, peptyd o sekwencji aminokwa-
sow RWRWRWRW-NH2, o nazwie RW4, peptyd o sekwencji aminokwasow GIGAVLKVLTT-
GLPALISWIKRKRQQ-NH2, o nazwie melityna, oraz peptyd o sekwencji aminokwasow AY,
0 nazwie peptyd Ala-Tyr.

. Sposodb otrzymywania roztworu powtokotwoérczego, jak okreslono w zastrzezeniu 1, stuzacego
do wytwarzania aktywnej powtoki biopolimerowej do przedtuzania trwatosci zywno$ci, zna-
mienny tym, ze przygotowuje sie indywidualnie roztwor chitozanu w ilosci 1,8% do 2,0% wa-
gowo masy od 1,9% do 2,1% kwasu octowego, stuzacego do rozpuszczenia chitozanu, ktory
miesza sie przez ok. 3 godziny w temperaturze od 70°C do 90°C, w ilosci od 41,5% do 55%
catkowitej masy roztworu powtokotworczego, furcellaran rozpuszczony w wodzie destylowa-
nej w ilosci od 0,2% do 1,0% wagowo uzytej wody i pozostawiony poczatkowo do specznienia
przez 0,9—-1,1 godziny i nastepnie rozpuszczony w trakcie mieszania w temperaturze od 180°C
do 220°C do czasu uzyskania jednorodnego, klarownego roztworu foliotworczego furcellaranu
i doprowadzony w kolejnym kroku do odczynu pH przygotowanego roztworu w granicach od
pH 3 do pH 4, przy pomocy wkraplania 10% kwasu solnego w ilosci potrzebnej do uzyskania
odczynu pH roztworu o wartosci od pH 3 do pH 4, wilosci od 41,5% do 55% catkowitej masy
roztworu powtokotwdrczego, przy czym roztwdr chitozanu miesza sie z uprzednio przygoto-
wanym i podgrzanym roztworem furcellaranu przez wkraplanie roztworu furcellaranu do roz-
tworu chitozanu, a nastepnie dodaje sie glicerol w ilosci od 0,5% do 1,5% catkowitej masy
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roztworu powtokotworczego, podczas mieszania roztworu furcellaranu i roztworu chitozanu,
i dalej miesza sie przez kolejne 8—15 minut, a w ostatnim kroku dodaje sie uprzednio przygo-
towang mieszanine bioaktywnego peptydu i wody destylowanej w stosunku od 0,0005:1 do
0,001:1, w ilosci od 1,0% do 2,0% catkowitej] masy roztworu powtokotwdrczego, przy czym
bioaktywnym peptydem jest jeden z nastepujacej grupy: peptyd o sekwencji aminokwasow
FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAFA o nazwie laktoferyna bydleca lub LfcinB, peptyd
o sekwencji aminokwaséw RSGRGECRRQCLRRHEGQPWETQECMRRCRRRG, o nazwie
peptyd antymikrobiologiczny MBP-1, peptyd o sekwencji aminokwasow PLGG, pozyskiwany
z bakterii Brevibacterium aureum, o nazwie MSA13, peptyd o sekwencji aminokwasow
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES, o nazwie LL37, nalezacy do grupy
ketelicydyn, peptyd o sekwencji aminokwasow CLLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFL-
RNLVPRTES, o nazwie Cys-LL37, peptyd o sekwencji aminokwasow RWRWRWRW-NH2,
o nazwie RW4, peptyd o sekwencji aminokwaséw GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2,
0 nazwie melityna, oraz peptyd o sekwencji aminokwasow AY, o nazwie peptyd Ala-Tyr,
i catos¢ miesza sie przez kolejne 8—15 minut.
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Rysunki

/ Chitozan / / Kwas octowy /
20 U u
N

Rozpuszczenie chitozanu w kwasie octowym w celu
wytworzenia roztworu chitozanu

21 ]

N Mieszanie roztwort: chitozann

Temperatura: 80°C
Czas: 3 godziny /

Fig. 1

/ Bioaktywny peptyd / /Woda destylowana /
R u

Przygotowanie mieszaniny bioaktywnego
peptydu 1 wody destylowane;

Fig. 2
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/ Furcellaran / / Woda destylowana /

Dodanie furcellaranu do wody destylowane;j

: ]

N\ Pozostawienie furcellaranu w wodzie destylowane;j
do specznienia

< Czas: 1 godzina

42 v

N\ Rozpuszczeme furcellaranu w wodzie
destylowanej w trakcie mieszania

Temperatura: 200°C

/10% 11C] /
43

— Doprowadzenie odczynu pH roztworu
furcellaranu w granicach od pH 3 do pH 4




12 PL 246364 B1

50
/ Roztwar chitozanu / @ / Roztwor

furcellaranu

51 u
\

Zmieszanie roztworu chitozanu z roztworem
furcellaranu przez wkraplanie roztworu furcellaranu do

roztworu chitozanu podczas jego mieszania

!
52

Dodanie glicerolu do roztworu zawierajacego roztwor
furccliaranu i roztwor chitozanu podczas jego micszania

< Czas: 10 minut

Mieszanina bioaktywnego /

peptydu i wody destylowane;j

.

——\ Dodanie mieszaniny bioaktywnego peptydu i wody destylowane;)
do roztworu zawierajgcego roztwor furcellaranu, roztwor
chitozanu, glicerol

Mieszanic mieszaniny bioaktywnego
\ peptydu 1 wody destylowanej
Z TOZtWorem zawierajgeym roZtwor
furcellaranu, roztwor chitozanu, glicerol

Czas: 10 minut
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