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DEGRADATION OF NATURAL FIBERS IN ARTEFACTS:
MECHANISM AND INHIBITION

Przeprowadzone w ramach doktoratu badania skupily si¢ na aspekcie indukowanej wysoka
temperaturg (150 °C) degradacji fibroiny z jedwabiu z jedwabnika morwowego (Bombyx mori).
Atmosfera skladu mieszaniny postarzajacej zostata tak dobrana, ze umozliwila latwe wyodrgbnienie
zmiennych kinetycznych decydujacych o szybkosci degradacji. Dlatego starzono w atmosferze: otwartej
i zamknigtej (obserwujac wpltyw endogennych lotnych zwigzkéw organicznych); powietrza i
beztlenowej (badajac wptyw tlenu); suchej i wilgotnej (przy wilgotnosci bezwzglednej rownej zero oraz
0.6 i 1.7 [kg/mq)).

Biorac pod uwage wielorzedowa budowe badanego bialka dostepne metody analizy podzielono na
grupy:
1) metody makroskopowe, opisujace cechy fizyczne i chemiczne materiatu, czesto istotne z punktu
widzenia uzytkownika tekstyliow (tu pomiary koloru, pH, masy i wytrzymalosci na rozciagganie);
2) metody mikroskopowe, umozliwiajace wniknigcie w struktur¢ materialu i monitorowanie
zachodzgcych zmian na poziomie:

a) struktury pierwszorzgdowej biatka (tu metody: spektroskopii w podczerwieni, w zakresie
ultrafioletu i widzialnym oraz Ramanowskiej, chromatografii gazowej i zelowej oraz wiskozymetrii),

b) stopnia krystaliczno$ci (tu metody spektroskopii w podczerwieni oraz dyfrakcji rentgenowskiej).

Metody makroskopowe dokumentujg zmieniajace si¢ w czasie sztucznego postarzania cechy fizyczne
i chemiczne. Z fizycznych, zarowno masa jak wytrzymato§¢ mechaniczna obnizaja warto$¢ w miarg
postarzania, a warto$¢ zmiany wzrasta z poziomem wilgotnosci, jak i z obecnoscia tlenu w atmosferze
starzejacej. Makroskopowe wlasnosci chemiczne, jak na przyktad pH, podobnie ulegaja obnizeniu. Ich
wartosci sg najbardziej podatne na dziatanie sprzezonych warunkéw beztlenowych i wilgoci. Zmiana
koloru prébek modelowych staje si¢ dostrzegalna (AE>3) po siedmiu dniach postarzania w warunkach
suchych i skraca si¢ do dnia w warunkach wilgotnych. Metody makroskopowe postuzyly, jako wstgpne
indykatory zmian zachodzacych podczas termo—degradacji fibroiny. Glebsze zrozumienie procesu
rozpadu bialka zawdzigczamy metoda mikroskopowym.

Wyniki uzyskane za pomocg metod mikroskopowych pozwolilty na wyodrgbnienie markeréow
glownych $ciezek degradacji struktury polipeptydu: utleniania, hydrolizy; oraz zmiany krystalicznosci
zachodzacych podczas termo-rozktadu fibroiny.

Podczas analizowania danych z testow sztucznego postarzania szczego6lny nacisk potozyliSmy na
monitorowanie zaniedbywanej w opisie literaturowym $ciezki utleniania fibroiny. Badania UV-Vis
pokazaty, ze tancuch biatkowy ulega utlenieniu z powstaniem o-keto-kwaséow i dikarboksylo-
aminokwasow, a najbardziej rozpowszechniony aminokwas aromatyczny w fibroinie tyrozyna (5% ww.)
utlenia si¢ do orto-chinonéw i para-dichinonéw. Podobny mechanizm zarejestrowano dla probek
sztucznie postarzanych $wiattem z zakresu ultrafioletowego.

Za markery utleniania przyjeto korelujace ze soba wskazania: calki z widma zarejestrowanego
metodg UV-VIS Eyvvis oraz stosunek intensywno$ci drgan na widmach zarejestrowanych w
podczerwieni Eamigun ( a charakterystycznych dla biatek drgan adimowych (I do II)). Wyliczany z
podczerwieni marker, cho¢ zawiera w sobie informacj¢ na temat rozrywanych na drodze hydrolizy
wigzan peptydowych okazal si¢ by¢ wrazliwszy na efekty utleniania i licznie powstajace wtedy grupy
karbonylowe (naktadajace si¢ na drgania amid I).

Obraz procesoéw utleniania zachodzacych podczas degradacji fibroiny wzbogacono o analize¢ za
pomoca chromatografii gazowej lotnych produktow jej rozpadu. Udato si¢ zidentyfikowac nastgpujace
zwiazki:

a) aromatyczne: benzen, toluen, etylobenzen, p-ksylen, benzaldehyd,

b) disiarczek dimetylu oraz trisiarczek dimetylu

c) ketony: 2-butanon, 5-metylo-3-heksanon, 5-metylo-2-heksanon;

d) alkohole: n-propanol, n-butanol

e) kwasy karboksylowe: kwas octowy, kwas propanowy;



Zidentyfikowane zwigzki aromatyczne moga by¢ produktem utleniania tyrozyny lub efektem
rekombinacji powstajacych na drodze utleniania niskoczgsteczkowych rodnikow. Di- i tri- siarczek
dimetylu to produkty rozpadu mostkow siarczkowych. Ketony i kwasy sa najprawdopodobniej
produktem utleniania rodnikowego zhydrolizowanych, przez co znacznie skroconych, tancuchow
aminokwasu. Kwas octowy i propanowy moze by¢ produktem utleniania samej glicyny i alaniny.
Wyniki poét-ilosciowe pokazaty zwiekszong produkcje kwasu octowego w pierwszym tygodniu termo-
postarzania. W kolejnych dniach starzenia emisja obu kwasow jest porownywalna. Ten kwasny
charakter emitowanych z fibroiny LZO ma znaczacy wplyw na szybko$¢ hydrolizy wigzan

peptydowych.

Degradacje struktury pierwszorzedowej na drodze hydrolizy $ledzono za pomoca metod
chromatografii zelowej oraz viskozymetrii. Wyniki z obu metod wskazujg na kilkukrotny spadek
dlugosci tancucha aminokwasowego (SEC) oraz lepkosci rozpuszczonych probek fibroiny (z
viskozymetrii) podczas pierwszego dnia starzenia w zamknigtych reaktorach (przy obecnosci LZO). W
otwartych warunkach spadek wskazan zaczyna by¢ znaczacy z poézniejszym okresie postarzania.
Dodatkowe badania SEC, z poprzedzajacg je metoda preparatywna rozdzielajaca tancuch cigzki od
lekkiego pokazuja, ze rozpad wigzan peptydowych przez pierwsze dni starzenia zachodzi szybciej w
ciezkim tancuchu biatka. To tlumaczy¢ moze gwaltowny spadek lepkosci w poczatkowym okresie
degradacji.

Warto$ci wynikow $redniej masy molowej fibroiny wyznaczonej metodg SEC postuzyly do
weryfikacji wskazan markerow wyliczonych z pomiaréw w podczerwieni. Dzigki temu zostat
zaproponowany nowy marker degradacji, Ecoon, ktory monitoruje zmiany ilo$ci grup dikarboksylowych
(monitorujac intensywno$¢ drgan zginajacych grup -CH znajdujacych si¢ przy grupach —COOH w
tancuchu, a zlokalizowanych na widmie przy 1318 cm™). Ponadto wykazano, ze estymator Ecoon jest
selektywny. Moze postuzy¢ do §ledzenia Sciezki hydrolitycznej procesu degradacji fibroiny i wydaje si¢
by¢ najbardziej wyseparowany od innych estymatorow rozpadu wyliczanych z podczerwieni.

Majac na celu monitorowanie zmiany stopnia krystalicznos$ci indukowanego na drodze termo-
starzenia postuzono si¢ 3 literaturowymi markerami wyliczanymi z podczerwieni [odno$niki]: Ecc=o1 (
stosunek pasm od drgan grup karbonylowych w obszarze -harmonijki i a-helisy); Ecc.n (Stosunek pasm
od drgan C-N w obszarze -harmonijki i a-helisy); Ecc=o2 (stosunek intensywno$ci pasm od drgan grup
karbonylowych B-harmonijki uloZzonych réwnolegle do przeciwréwnoleglych). Dzigki niezaleznym
pomiarom dyfrakcji rentgenowskiej udato si¢ zweryfikowa¢ wskazania estymatorow krystalicznosci.
Udowodniono, ze Ecc=01 | ECc.n nie sa reprezentatywnymi miernikami krystaliczno$ci ze wzgledu na
roznice w fizycznych znaczeniach estymatoréw. Licznie powstajace podczas degradacji grupy
karbonylowej i rozpad wiagzan peptydowych zaburza wskazania tych dwu markeréw. Ecc=02 okazuje si¢
by¢ jedynym z puli przebadanych wskaznikéw krystalicznosci fibroiny, ktory koreluje si¢ z
wskazaniami z XRD.

Ilo§¢ pary wodnej zawartej w atmosferze reakcji ma najwigkszy wplyw na postep degradacji
fibroiny. Tendencje te odzwierciedlaja wszystkie estymatory i wyniki pomiaréw zebranych za pomoca
metod mikroskopowych oraz makroskopowych. Czasteczki wody moga petni¢ funkcje substratu w
reakcji hydrolizy, i zrodta rodnikow tlenowych w reakcji utleniania. Trzecia funkcjag wody podczas
rozktadu moze by¢ rowniez funkcja rola plastyfikatora biopolimeru ulatwiajgcego reorganizacje
polimeru, jak pokazano przez niezalezne analizy XRD.

Brak tlenu w atmosferze reakcji sztucznego postarzania (wplyw jedynie LZO) powoduje nieznaczne
zmiany we wskazaniach markeré6w degradacji w mikroskali, a w makroskali jedynie wskazania zmiany
koloru sg wyzsze w tych warunkach. To obecno$¢ lotnych zwigzkow organicznych w potaczeniu z woda
lub tlenem ma znaczacy wplyw na degradacje, co objawia si¢ w wyliczanych wskazania z metod w
mikroskali oraz wskazaniach wytrzymatosci mechanicznej.



