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Przydatnoœæ bia³ka rybiego w postaci kolagenu lub ¿elatyny
oraz polisacharydu — κ-karagenu do wytwarzania aktywnych
opakowañ biodegradowalnych

Streszczenie — Zbadano mo¿liwoœæ wykorzystania b³on z kolagenu b¹dŸ z ¿elatyny (bia³ko uzyski-
wane z dorsza ba³tyckiego) oraz z polisacharydowych b³on karagenowych a tak¿e odpowiednich
dwusk³adnikowych uk³adów bia³kowo/polisacharydowych jako noœników enzymów (lizozymu albo
lizostafyny) do otrzymywania aktywnych mikrobiologicznie opakowañ. Stwierdzono, ¿e sieciowanie
takich uk³adów N-[3-(dimetyloamino)propylo]-N‘-etylokarbodiimidem (EDC) nie wywiera wp³ywu
na aktywnoœæ unieruchomionego w b³onach lizozymu, w przypadku zaœ lizostafyny jej aktywnoœæ w
wyniku sieciowania b³on maleje. B³ony kolagenowe z unieruchomionymi lizozymem lub lizostafyn¹
wykazuj¹ wiêksz¹ aktywnoœæ ni¿ odpowiednie b³ony kolagenowo-karagenowe i ¿elatynowo-karage-
nowe. Minimalne stê¿enie lizozymu potrzebne do zapewnienia aktywnoœci usieciowanej b³ony kola-
genowej wobec mikroorganizmu Sarcina S1 wynosi 0,2 mg/ml, natomiast u¿ycie lizostafyny ju¿ w
iloœci 7 µg/ml zapewnia aktywnoœæ usieciowanej b³ony kolagenowej wobec Staphylococcus aureus.
Wprowadzenie do b³ony bia³kowej κ-karagenu (uk³ady dwusk³adnikowe) powoduje zmniejszenie
aktywnoœci w skutek oddzia³ywania enzymów z tym polisacharydem.
S³owa kluczowe: opakowania biodegradowalne, kolagen rybi, ¿elatyna rybia, κ-karagen, sieciowa-
nie, enzymy, aktywnoœæ.

USEFULNESS OF FISH COLLAGEN, GELATIN AND CARRAGEENAN FOR PREPARATION OF
ACTIVE BIODEGRADABLE PACKAGES
Summary — The possibility of use of protein films made of fish collagen or gelatin as well as polysac-
charide carrageenan films as carriers of enzymes (lysozyme or lysostaphyne), for preparation of
microbiologically active packages, was investigated. It was found that crosslinking of such systems
with N-[3(dimethylamino)propyl]-N‘-ethylcarboimide (EDC) does not influence the activity of lysozy-
me immobilized in the films (Table 1). In case of lysostaphyne, its activity decreases after the film
crosslinking (Table 5). Collagen films with lysozyme or lysostaphyne immobilized show higher activi-
ties than collagen-carrageenan or gelatin-carrageenan ones. The minimal lysozyme concentration ne-
eded to secure the activity of crosslinked collagen film toward Sarcina S1 microorganisms equals 0.2
mg/mL (Table 2 and 3). However, the use of lysostaphyne in an amount of 7 µg/mL secures the
activity of crosslinked collagen film toward Staphylococcus aureus (Table 6). An introduction of κ-carra-
geenan into the film (two-component system) causes decrease in activity as a result of interaction of
enzymes with this polysaccharide (Table 1 and 4).
Key words: biodegradable packages, fish collagen, fish gelatin, κ-carrageenan, crosslinking, enzymes,
activity.

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA OPAKOWAÑ
BIODEGRADOWALNYCH I AKTYWNYCH

Do produkcji biodegradowalnych opakowañ wyko-
rzystuje siê surowce naturalne takie jak polisacharydy (np.
skrobiê termoplastyczn¹ i octan celulozy), bia³ka zwierzêce
i roœlinne oraz lipidy. Do tego celu stosuje siê tak¿e polime-
ry wytwarzane przez mikroorganizmy, np. poli(kwas 3-hy-

droksymas³owy) lub kopolimer kwas 3-hydroksymas³o-
wy/kwas 3-hydroksywalerianowy. Opakowania ulegaj¹ce
biodegradacji mo¿na równie¿ uzyskiwaæ z materia³ów
otrzymywanych na drodze klasycznej syntezy chemicznej
z surowców pochodzenia naturalnego np. z polimerów ta-
kich jak poli(kwas polimlekowy) b¹dŸ polilaktyd [1].

Wœród opakowañ biodegradowalnych wa¿n¹ grupê
stanowi¹ opakowania jadalne. Tego typu folie opakowa-
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niowe mog¹ byæ wytwarzane ze wspomnianych ju¿
grup surowców naturalnych, mianowicie z bia³ek (glu-
tenu, pszenicy, kolagenu, kazeiny, bia³ek serwatki), poli-
sacharydów (alginianów, karagenów, skrobi, pektyn
i dekstryn) oraz lipidów (acylogliceroli i kwasów t³usz-
czowych) [2, 3].

Jadalne folie opakowaniowe czêsto staj¹ siê integral-
n¹ czêœci¹ produktu. Dzieje siê tak wtedy, gdy formuje
siê je bezpoœrednio na powierzchni pakowanego wyro-
bu w wyniku zanurzenia w roztworze b³onotwórczym
b¹dŸ rozpylenia b³ony na produkcie. Mo¿liwe jest rów-
nie¿ u¿ycie takich folii do rozdzielenia poszczególnych
warstw towaru, np. w wyrobach cukierniczych. Z tego
wzglêdu folie jadalne powinny byæ bezwonne i pozba-
wione smaku, ponadto jest konieczne, aby spe³nia³y
wszystkie wymogi jakoœci i bezpieczeñstwa dotycz¹ce
¿ywnoœci. Czêœæ sk³adników, z których powstaj¹ jadalne
folie, jest trawiona w przewodzie pokarmowym, pozo-
sta³e zaœ, np. polisacharydy (celuloza, hemicelulozy,
pektyny, gumy, œluzy) i ligniny nie ulegaj¹ dzia³aniu en-
zymów trawiennych.

Opakowania aktywne to materia³y, które dziêki za-
wartym w nich tzw. substancjom aktywnym — powodu-
j¹cym np. niszczenie lub hamowanie wzrostu drobnous-
trojów wystêpuj¹cych w ¿ywnoœci — zapobiegaj¹ nieko-
rzystnym zmianom jakoœci pakowanego produktu.

Aby zapewniæ sta³y kontakt takiego czynnego sk³ad-
nika z produktem musi on zostaæ w odpowiedni sposób
unieruchomiony w opakowaniu. Najprostsze rozwi¹za-
nie stanowi umieszczenie wewn¹trz tradycyjnego opa-
kowania specjalnego systemu emituj¹cego tê substancjê.
Zadanie to mo¿e spe³niaæ np. saszetka z mikroporowa-
tym materia³em nasyconym aktywnym zwi¹zkiem. In-
nym rozwi¹zaniem jest wbudowanie czynnego dodatku
w strukturê samego opakowania lub stworzenie na nim
otoczki z takiej substancji. W tego typu systemach wyko-
rzystuje siê rozmaite folie — biodegradowalne oraz nie-
biodegradowalne wytwarzane z syntetycznych two-
rzyw polimerowych [4].

W charakterze sk³adnika aktywnego jadalnych b³on
stosuje siê te¿ enzymy bakteriobójcze lub bakteriosta-
tyczne, np. lizozym, oraz bakteriocyny, np. nizynê, pe-
diocynê b¹dŸ laktocynê. Jako unieruchamiaj¹cy noœnik
substancji aktywnej proponuje siê w takim przypadku
u¿ycie chitozanu, ¿elatyny albo polisacharydów.

Celem badañ by³o unieruchomienie enzymów
o dzia³aniu bakteriobójczym lub bakteriostatycznym w
b³onach bia³kowo-sacharydowych oraz ocena aktyw-
noœci tak przygotowanych materia³ów.

CZÊŒÆ DOŒWIADCZALNA

Materia³y

Do otrzymywania b³on biodegradowalnych u¿yto
kolagenu i ¿elatyny izolowanych we w³asnym zakresie
ze skór dorsza ba³tyckiego oraz κ-karagenu (Fluka)

a tak¿e preparatu kolagenowo-karagenowego wytwa-
rzanego wg [5, 6].

Sieciowanie prowadzono przy u¿yciu N-[3-(dimety-
loamino)propylo]-N‘-etylokarbodiimidu (EDC, Sigma-
Aldrich).

Jako substancje aktywne zastosowano enzymy: lizo-
stafynê uzyskan¹ w naszej Katedrze z rekombinatowej
bakterii E. coli o aktywnoœci 391 U/mg bia³ka [7] oraz
lizozym z bia³ka kurzego (BioChemika) o aktywnoœci
97 940 U/mg bia³ka.

Wytwarzanie b³on

B³ony czysto karagenowe lub ¿elatynowe uzyskiwa-
no z odpowiednich 2-proc. roztworów wodnych, nato-
miast b³ony czysto kolagenowe — z roztworów 0,5 M
kwasu octowego.

B³ony kolagenowo-karagenowe otrzymywano
z 2-proc. wodnej dyspersji preparatu kolagenowo-kara-
genowego o pH 5,5.

B³ony ¿elatynowo-karagenowe wytwarzano z dys-
persji, w których stosunek 5-proc. ¿elatyny do karagenu
wynosi³ 4,5:1. Do uk³adu dodawano równie¿ glicerol
w stê¿eniu 10 % w stosunku do suchej masy sk³adników
b³ony.

Sieciowanie b³on prowadzono metod¹ kodysper-
syjn¹ polegaj¹c¹ na zhomogenizowaniu dyspersji b³ono-
twórczych zawieraj¹cych enzymy z czynnikiem sieciuj¹-
cym (przed uformowaniem b³on) w takiej iloœci aby stê-
¿enie EDC w dyspersji wynosi³o 15 mM. Zawartoœci sto-
sowanych enzymów równe by³y odpowiednio — lizo-
zymu 0,5—2 mg/ml, lizostafyny 7—100 µg/ml.

W celu odpowietrzenia ka¿dego z uk³adów b³ono-
twórczych wirowano go w ci¹gu 40 min w temp. 4 oC z
szybkoœci¹ obrotow¹ odpowiadaj¹c¹ 1000 •g. Roztwór
b³onotwórczy wylewano nastêpnie do form pokrytych
warstw¹ teflonu po czym suszono w temperaturze po-
kojowej. Wytworzone b³ony gruboœci 0,03 mm by³y nie-
rozpuszczalne w œrodowisku wodnym.

Metody badañ

Aktywnoœæ b³on oceniano z wykorzystaniem testu
p³ytkowego. Hodowle bakteryjne Staphylococcus aureus
ATCC 29213 oraz Sarcina S1 wyizolowan¹ z ¿ywnoœci
(w obu przypadkach zbiory naszej Katedry) znajduj¹ce
siê w logarytmicznej fazie wzrostu (faza, w której wszys-
tkie komórki drobnoustrojów ulegaj¹ podzia³owi) —
wysiewano w iloœci 100 µl odpowiednio na pod³o¿e wy-
biórczo-ró¿nicuj¹ce Chapmana oraz na typowe pod³o¿e
mikrobiologiczne LA. Nastêpnie na pod³o¿ach tych
umieszczano fragmenty b³on przyciête do wymiarów
10 × 10 mm. Oceniane nieuzbrojonym okiem strefy za-
hamowania wzrostu bakterii mierzono za pomoc¹ stan-
dardowego szablonu i wyra¿ano w milimetrach. Za mi-
nimalne stê¿enie enzymu zapewniaj¹ce jeszcze aktyw-
noœæ b³on przyjmowano najmniej widoczn¹ strefê zaha-
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mowania wzrostu mikroorganizmów odpowiadaj¹c¹
danemu stê¿eniu enzymu w b³onie. W przypadku
wszystkich badanych b³on niezawieraj¹cych enzymu
wielkoœæ tej strefy wynosi³a 0 mm, co œwiadczy o zu-
pe³nej swobodzie wzrostu mikroorganizmów na danym
pod³o¿u.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Lizozym

Unieruchomienie enzymu polega na jego makromo-
lekularnym skompleksowaniu z polimerowymi sk³adni-
kami b³on. Obecnoœæ czynnika sieciuj¹cego (EDC) w b³o-
nie mo¿e zwiêkszyæ skutecznoœæ takiego unieruchomie-
nia lizozymu. Nie stwierdzono natomiast wyraŸnego
wp³ywu EDC na aktywnoœæ lizozymu w ¿adnym z ba-
danych uk³adów (tabela 1).

T a b e l a 1. Porównanie aktywnoœci wobec Sarcina S1 lizozymu
(1 mg/ml) unieruchomionego w b³onach niesieciowanych b¹dŸ
usieciowanych przy u¿yciu EDC
T a b l e 1. Comparison of activity of lysozyme (concentration
1 mg/mL) immobilized in non-crosslinked and crosslinked with
EDC films toward Sarcina S1

Rodzaj b³ony
Wielkoœæ strefy zahamowania

wzrostu, mm*)

Kolagenowe
Niesieciowana 8 ± 0,8
Usieciowana 7 ± 0,7

Kolagenowo-karagenowe
Niesieciowana 2 ± 0,5
Usieciowana 1,5 ± 0,4

¯elatynowo-karagenowe
Niesieciowana 1,5 ± 0,4
Usieciowana 1,5 ± 0,5
∗) Wyniki s¹ œredni¹ z 3 powtórzeñ ± odchylenie standardowe.

Z punktu widzenia zastosowania omawianego typu
b³on do produkcji biodegradowalnych opakowañ brak
takiej zale¿noœci jest korzystny — w³aœciwe, nieograni-
czaj¹ce efektywnoœci unieruchomienie substancji aktyw-
nej umo¿liwia bowiem skuteczne jej oddzia³ywanie
z powierzchni¹ warstwy ¿ywnoœci.

We wszystkich trzech badanych uk³adach stwierdzo-
no wzrost aktywnoœci b³on wraz ze zwiêkszaniem stê¿e-
nia lizozymu (tabela 2); b³ony kolagenowe wykazywa³y
przy tym co najmniej czterokrotnie wiêksz¹ aktywnoœæ
ni¿ b³ony ¿elatynowo-karagenowe i kolagenowo-kara-
genowe i dlatego wydaj¹ siê najkorzystniejszym pod³o-
¿em do unieruchamiania tego enzymu.

Najmniejsze zastosowane stê¿enie lizozymu pozwa-
laj¹ce na zaobserwowanie pojawiaj¹cych siê jeszcze stref
zahamowania wzrostu Sarcina w standardowych wa-
runkach oceny aktywnoœci usieciowanych b³on mieœci
siê w przedziale 0,2—1 mg/ml (tabela 3). Okreœlenie mi-

nimalnego stê¿enia lizozymu umo¿liwia obni¿enie
kosztów produkcji aktywnego opakowania.

T a b e l a 2. Zale¿noœæ aktywnoœci wobec Sarcina S1 usieciowa-
nych EDC b³on od stê¿enia lizozymu
T a b l e 2. Dependence of crosslinked film activity on lysozyme
concentration

Stê¿enie lizozymu w b³onach
mg/ml

Wielkoœæ strefy zahamowania
wzrostu, mm*)

Kolagenowe
0,5 3,8 ± 0,2
1 7,5 ± 0,6
2 8,2 ± 0,8

Kolagenowo-karagenowe
0,5 1,0 ± 0,4
1 1,5 ± 0,6
2 2,0 ± 0,5

¯elatynowo-karagenowe
0,5 0
1 1,5 ± 0,3
2 2,0 ± 0,4

∗) Wyniki s¹ œredni¹ z 3 powtórzeñ ± odchylenie standardowe.

T a b e l a 3. Minimalne stê¿enie lizozymu zapewniaj¹ce aktyw-
noœæ usieciowanych EDC b³on kolagenowych, kolagenowo-kara-
genowych i ¿elatynowo-karagenowych
T a b l e 3. Minimal lysozyme concentration securing the activi-
ties of crosslinked collagen, collagen-carrageenan or gelatin-carra-
geenan films

Rodzaj b³ony Minimalne stê¿enie lizozymu, mg/ml

Kolagenowa 0,2
Kolagenowo-karagenowa 0,5
¯elatynowo-karagenowa 1,0

T a b e l a 4. Wp³yw rodzaju sk³adników uk³adu b³onotwórczego
zawieraj¹cego 1 mg/ml lizozymu na wielkoœæ strefy zahamowania
wzrostu Sarcina S1
T a b l e 4. Effects of the components of film forming system,
containing 1 mg/mL of lysozyme, on the value of Sarcina S1 growth
inhibition zone

B³ona
Wielkoœæ strefy zaha-

mowania wzrostu, mm*)

Karagenowa niesieciowana 0,5 ± 0,2
Karagenowa usieciowana 0
¯elatynowa niesieciowana 4,0 ± 0,3
¯elatynowa usieciowana 3,5 ± 0,6
¯elatynowo-karagenowa niesieciowana 1,5 ± 0,4
¯elatynowo-karagenowa usieciowana 1,5 ± 0,5
∗) Wyniki s¹ œredni¹ z 3 powtórzeñ ± odchylenie standardowe.

W celu ustalenia przyczyn wspomnianego zjawiska
najwiêkszej aktywnoœci b³on kolagenowych sporz¹dzo-
no niesieciowane oraz usieciowane przy u¿yciu EDC
jedno- oraz dwusk³adnikowe b³ony ¿elatynowo-karage-
nowe. W uk³adach tych unieruchamiano lizozym.
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Wszystkie badane b³ony zawieraj¹ce ¿elatynê wykazy-
wa³y wyraŸn¹ aktywnoœæ — zaobserwowano du¿e stre-
fy zahamowania wzrostu bakterii (tabela 4). W przypad-
ku niesieciowanej b³ony karagenowej odnotowano a¿
oœmiokrotnie mniejsz¹ strefê zahamowania wzrostu
bakterii w stosunku do niesieciowanej b³ony ¿elatyno-
wej, natomiast usieciowana b³ona karagenowa nie prze-
jawia³a ¿adnej aktywnoœci.

Na podstawie tych danych mo¿na wnioskowaæ, ¿e
przyczyn¹ du¿o mniejszej aktywnoœci dwusk³adniko-
wych b³on bia³kowo-polisacharydowych jest obecnoœæ
karagenu, który najprawdopodobniej reaguje ze zjonizo-
wanymi aminowymi grupami lizozymu. Najczêœciej
kompleksy bia³ek z polisacharydami powstaj¹ w wyni-
ku niespecyficznych oddzia³ywañ elektrostatycznych
miêdzy przeciwnie na³adowanymi grupami aminowy-
mi bia³ka a siarczanowymi grupami sacharydu (κ-kara-
genu) [7]. Zwi¹zanie bia³ka enzymatycznego z karage-
nem utrudnia lub wrêcz uniemo¿liwia dyfuzjê enzymu
do otoczenia — b¹dŸ nie wp³ywaj¹c przy tym w istot-
nym stopniu na aktywnoœæ enzymu, b¹dŸ te¿ powodu-
j¹c utratê aktywnoœci. Zanik aktywnoœci w tym przy-
padku jest spowodowany albo zmian¹ struktury trzecio-
rzêdowej bia³ka, albo powsta³¹ na skutek unieruchomie-
nia bia³ka zawad¹ przestrzenn¹ uniemo¿liwiaj¹c¹ kon-
takt substratu z centrum katalitycznym enzymu.

Lizostafyna

Aktywnoœæ b³on z unieruchomion¹ lizostafyn¹ oce-
niano wobec szczepów Staphylococcus aureus ATCC
29213 na pod³o¿u Chapmana [8]. Wspomniana ju¿ me-
toda otrzymywania b³on kolagenowych z roztworu
CH3COOH nie tylko nie prowadzi do denaturacji enzy-
mu, ale pozwala na zachowanie znacznie wiêkszej ak-
tywnoœci w porównaniu z aktywnoœci¹ b³on dwusk³ad-
nikowych w odniesieniu do tych samych stê¿eñ lizosta-
fyny (tabela 5).

T a b e l a 5. Porównanie aktywnoœci wobec Staphylococcus au-
reus lizostafyny (100 µg/ml) unieruchomionej w b³onach niesiecio-
wanych b¹dŸ usieciowanych EDC
T a b l e 5. Comparison of activity of lysostaphyne (100 µg/mL)
immobilized in non-crosslinked and crosslinked with EDC films
toward Staphylococcus aureus

Rodzaj b³ony
Wielkoœæ strefy zahamowania

wzrostu, mm*)

Kolagenowa
niesieciowana 6,0 ± 0,3
usieciowana 5,0 ± 0,4

Kolagenowo-karagenowa
niesieciowana 1,5 ± 0,3
usieciowana 1,0 ± 0,4

¯elatynowo-karagenowa
niesieciowana 2,0 ± 0,4
usieciowana 0
∗) Wyniki s¹ œredni¹ z 3 powtórzeñ ± odchylenie standardowe.

Widoczny jest wp³yw czynnika sieciuj¹cego na dez-
aktywacjê badanych b³on, zw³aszcza wyraŸny w przy-
padku uk³adów ¿elatynowo-karagenowych.

Zwiêkszanie efektywnoœci unieruchomienia enzymu
w b³onie w wyniku usieciowania jej za pomoc¹ EDC
mo¿e byæ spowodowane przez dwie przyczyny: po pier-
wsze, zmniejsza siê udzia³ swobodnych przestrzeni w
strukturach uk³adu, po drugie zaœ mo¿e nast¹piæ zwi¹-
zanie enzymu ze sk³adnikami b³ony. Obydwa te czynni-
ki w istotnym stopniu ograniczaj¹ dyfuzjê lizostafyny i
mog¹ — ze wzglêdów strukturalnych — prowadziæ
równie¿ do utraty jej aktywnoœci.

T a b e l a 6. Zale¿noœæ aktywnoœci wobec Staphylococcus aureus
usieciowanych EDC b³on kolagenowych od stê¿enia lizostafyny
T a b l e 6. Dependence of crosslinked film activity on lysosta-
phyne concentration

Stê¿enie lizostafyny
w b³onach, µg/ml

Wielkoœæ strefy zahamowania
wzrostu, mm*)

0 0
7 1,5 ± 0,5
13 3,0 ± 0,3
26 4,0 ± 0,5

100 5,5 ± 0,5
∗) Wyniki s¹ œredni¹ z 3 powtórzeñ ± odchylenie standardowe.

Uk³ady kolagenowe z lizostafyn¹ okaza³y siê aktyw-
ne wobec Staphylococcus aureus w ca³ym badanym zakre-
sie stê¿eñ. Z tego wzglêdu, podobnie jak w przypadku
lizozymu, do unieruchomiania lizostafyny najw³aœciw-
sze wydaj¹ siê b³ony kolagenowe. Minimalne stê¿enie
lizostafyny, w warunkach którego folia wykazuje ak-
tywnoœæ wobec Staphylococcus aureus, wynosi zaledwie
7 µg/ml (dolna granica ocenianych przez nas stê¿eñ)
(tabela 6), co korzystnie ogranicza koszty.

PODSUMOWANIE

Wykazano, ¿e mo¿liwe jest stabilne unieruchomienie
lizozymu w b³onach kolagenowych, kolagenowo-kara-
genowych i ¿elatynowo-karagenowych. B³ony kolage-
nowe s¹ tak¿e odpowiednie do unieruchamiania lizosta-
fyny. Uk³ady dwusk³adnikowe wykazuj¹ zmniejszon¹
w wyniku obecnoœci κ-karagenu aktywnoœæ, czego przy-
czyn¹ jest najprawdopodobniej reakcja reaktywnych
siarczanowych grup karagenu z aminowymi grupami
bia³ek enzymatycznych. W celu uzyskania aktywnych
b³on dwusk³adnikowych do produkcji biodegradowal-
nych opakowañ, konieczne jest zatem zastosowanie
du¿ych stê¿eñ enzymu.

W przypadku lizozymu nie stwierdzono w uk³adach
kolagenowych, kolagenowo-karagenowych i ¿elatyno-
wo-karagenowych wp³ywu czynnika sieciuj¹cego, tj.
EDC na dyfuzjê enzymu do otoczenia. Umo¿liwia to po-
lepszenie (w wyniku usieciowania) w³aœciwoœci mecha-
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nicznych b³ony opakowaniowej bez ograniczenia jej ak-
tywnoœci. Natomiast w przypadku b³on z unierucho-
mion¹ lizostafyn¹ ró¿nica aktywnoœci pomiêdzy b³ona-
mi niesieciowanymi i usieciowanymi jest zbyt wyraŸna.
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