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Streszczenie

Ozon jest gazem o wysokiej aktywnosci chemicznej i silnych wtasciwosciach utleniajgcych. Wiasciwosci utleniajace ozonu wykorzy-
stywane sg do niszczenia mikroorganizméw chorobotwérczych m.in. bakterii, grzybdéw i wiruséw. Stosowanie ozonu w formie gazowej do
celow terapeutycznych jest jednak ucigzliwe i nie zawsze mozliwe. Witasciwosci biobojcze wykazujg rowniez niektore oleje roslinne poddane
dziataniu ozonu przez okreslony czas. W artykule opisano proces syntezy biologicznie aktywnych zwigzkéw polimerycznych (ozonidow).
Synteze prowadzono w oparciu o olej z oliwek. Stosujac spektroskopie w podczerwieni, analizowano zmiany strukturalne zachodzace pod
wptywem oddziatywania ozonu na olej. Obserwowane zmiany dotyczg gtéwnie tworzenia sie tlenowych zwigzkéw o budowie pierscieniowej,
ktore nastepnie przechodzg w formy liniowe. Zmiany lepkosci w funkcji czasu ozonowania $wiadcza o tworzeniu sie struktur rozgatezionych
i przechodzeniu oleju w forme polimeryczng. Pod wptywem ozonu nastepuje takze utlenianie grup chromoforowych zawartych w oleju
barwnikéw. Wysoka aktywno$¢ ozonu w stosunku do zwigzkéw barwnych zawartych w oleju potwierdzajg wyniki spektroskopii UV-VIS.
Wyniki badan bioaktywnosci syntetyzowanych ozonidéw oligomerycznych na wybranych szczepach grzybow chorobotwérczych potwierdzity
silne dziatanie przeciwgrzybicze tych zwigzkow.

Stowa kluczowe: ozon, ozonidy, aktywnos$¢ biologiczna, grzyby chorobotwércze

OLIGOMERIC OZONIDY - SYNTHESIS, PROPERTIES AND BIOLOGICAL IMPACTS ON
SELECTED PATHOGENIC FUNGI

Ozone is a gas with high chemical activity and strong oxidizing properties. Oxidizing properties of ozone are used to destroy patho-
genic micro-organisms, including bacteria, fungi and viruses. However, the use of ozone in the gaseous form for therapeutic purposes
is cumbersome and not always possible. Biocidal properties exhibit also some vegetable oils treated with ozone for a specific time. The
article describes the procedure for the synthesis of biologically active polymeric compounds (ozonides). The synthesis was based on olive
oil. Using infrared spectroscopy, structural changes under the influence of ozone on the oil were analyzed. The observed changes relate
mainly to the formation of oxygenated compounds building a ring, which then go into linear forms. Changes in viscosity as a function of
ozonization time indicate the formation of branched structures, and passing the polymeric forms in the oil. Under the influence of ozone
the chromophore dyes contained in the oil are oxidised. The high activity of ozone in relation to coloured compounds contained in the oil
was confirmed by UV-VIS spectroscopy. Studies results of the bioactivity of the synthesized oligomeric ozonides on selected pathogenic
fungi confirmed the strong antifungal activity of these compounds.

Keywords: Ozone, Ozonides, Biological activity, Pathogenic fungi

1. Wstep trycznego pomiedzy elektrodami zasilanymi prgdem statym
lub zmiennym o napieciu rzedu 10-30 kV. Pod wptywem

Odkryty pod koniec XVIII wieku ozon (Os) jest jedng wytadowania koronowego w przestrzeni miedzyelektrodowej
z najsilniejszych substancji utleniajacych. Zdolnos$é utleniania ~ Komory wytadowczej tien zawarty w powietrzu przechodzi
przez ozon btony komorkowej mikroorganizméw (bakterii, W 0zon. Wydajnos¢ reakcji uzalezniona jest od wielu czyn-
grzybow) jest wykorzystywana m.in. do oczyszczania wody ~ Nikow: temperatury, cisnienia atmosferycznego, napiecia
pitnej. Wyniki badan, prowadzonych od lat 50-tych ubiegtego ~ 0raz czestotliwosci pradu zasilajgcego elektrode emisyjna,
wieku, wskazujg na korzystne dziatanie terapeutyczne ozonu ~ 9eometrycznych cech konstrukcyjnych komory wytadowczej,
w przypadku zmian chorobowych skéry wywotanych przez @ takze od materiatéw z jakich komora wytadowcza zostata
bakterie i/lub grzyby chorobotwércze [1-4]. wykonana (zastosowanych dielektrykow).

Ozon powstaje z tlenu pod wptywem wytadowania elek- Bezposrednie stosowanie 0zonu gazowego w terapii jest
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Rys. 1. Synteza trwafych pochodnych tréjglicerydéw nienasyconych w wyniku ich reakcji z ozonem [14].
Fig. 1. Synthesis of stable derivative of unsaturated triglycerides by their reaction with ozone [14].

niepraktyczne i trudne do realizacji miedzy innymi ze wzgledu
na jego toksycznosc¢ oraz szybki czas rozpadu.

Opisane w publikacjach wyniki badan wskazujg, ze
podobne do ozonu gazowego wtasnosci terapeutyczne wy-
kazujg nienasycone kwasy tluszczowe (oleinowy, linolowy,
palmitynowy i linolenowy) poddane w odpowiednich warun-
kach saturacji gazowym ozonem [5-9]. Przeprowadzone
badania wskazaty, ze bioaktywne ozonidy oligomeryczne
mozna uzyskiwac¢ poprzez saturacje ozonem zimnottoczo-
nych olejow, uzyskiwanych z oliwek, ziaren stonecznika
lub innych roslin oleistych. Istotne znaczenie dla przebiegu
reakcji nienasyconych kwasow ttuszczowych z ozonem ma
$rodowisko, w ktérym prowadzona jest synteza ozoniddw.
Stwierdzono negatywny wptyw obecnosci wody na przebieg
tych reakcji. Z tego wzgledu do syntezy nalezy stosowac
ozon wytwarzany z suchego powietrza lub tlenu.

Produkty reakcji kwasow ttuszczowych z ozonem sa
wynikiem reakcji opisanych przez Criegee’a [10-13]. Pod
wplywem ozonu w miejsce podwojnych wigzan >C=C<,
wystepujacych w nienasyconych kwasach ttuszczowych,
powstajg mostki tlenowe (ozonidy). Poczgtkowo powstajgce
niestabilne ozonidy ulegajg rozpadowi i poprzez cykl kolej-
nych przemian przechodzg w zwigzki chemicznie stabilne.
Ostatecznie, produktami reakcji sg polinadtlenki (ozonidy
oligomeryczne), wystepujgce takze w literaturze pod nazwag
ozonidy Criegee’a. Reakcje te dotyczg zaréwno nienasyco-
nych tréjglicerydéw, wolnych kwaséw ttuszczowych, jak iich
estrow, wystepujgcych miedzy innymi w olejach jadalnych.
Przyktadowy mechanizm syntezy ozoniddw oligomerycznych
wg. reakcji Criegee’a przedstawiono na Rys. 1.

Ozonidy oligomeryczne sg zwigzkami stabilnymi. Po-
twierdzono to poprzez poréwnanie witasnosci zwigzkow
bezposrednio po ich syntezie z tymi, ktére przechowywano
w temp. pokojowej (18—24 °C) przez okres co najmniej 6 mie-
siecy. Wyniki badan wskazujg, ze w okresie tym nie nastepujg
zmiany w strukturze zwigzkdw powodujgce pogorszenie ich
dziatan biologicznych. Pozwala to na ich stosowanie bez
przechowywania w warunkach obnizonej temperatury.

2. Czes$¢ eksperymentalna

2.1. Synteza ozonidow oligomerycznych
z nienasyconych kwasow tfuszczowych

Do syntezy zastosowano olej pochodzenia roslinnego
— olej z oliwek ttoczony na zimno, bedacy zrédiem niena-
syconych kwasow ttuszczowych. Sktad chemiczny oleju z
oliwek jest zmienny i zalezy od regionu, z ktérego pochodzg
oliwki oraz od zastosowanej metody ekstrakcji, niemniej
jednak zawarto$¢ poszczegolnych sktadnikow miesci sie w
zakresach podanych w Tabeli 1 [15, 16].

Tabela 1. Skfad chemiczny oleju z oliwek.
Table 1. Chemical composition of the olive oil.

L.p. Kwas ttuszczowy Zawartosé [% wag.]
1. oleinowy 55-83
2. linoleinowy 35-21
3. palmitynowy 7,5-20
4. stearynowy 0,5-5,0
5. a-linoleinowy 0-15

Uzyty do badan olej (producent Basso Fedele & Figli,
Srl, Wtochy) jest mieszaning kwasow jednonienasyconych
(69,6% wag.), wielonienasyconych (9% wag.), hasyconych
(13% wag.), a takze wody i innych sktadnikéw (0,4% wag.).
Prébki oleju w ilosci 10 ml poddawano saturacji ozonem
o stezeniu 5 mg/l przez 40 h.

W prowadzonych badaniach jako zrédta wysokiego
napiecia uzyto transformatora Tesli SSTC (ang. solid state
Tesla coil) z pétprzewodnikowymi elementami kluczujgcymi
oraz sprzezeniem zwrotnym synchronizujgcym prace uktadu
sterujgcego tak, aby uzyskac rezonans w obwodzie transfor-
matora. Umozliwito to zasilanie elektrody ulotowej komory
wytadowczej wysokim napieciem o stosunkowo wysokiej
czestotliwosci f = 140 kHz. Napiecie elektrody ulotowej
utrzymywano na poziomie u = 15 kV.

Ozon wytwarzano przy statym przeptywie powietrza przez
komore wytadowczg v = 10 I/min. Uproszczony schemat in-
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Rys. 2. Schemat instalacji laboratoryjnej do ozonowania oleju:1 — osuszacz powietrza, 2 — pompa, 3 — rotametr, 4 — generator ozonu,
5 — elektroda ulotowa, 6 — pfuczka wodna, 7 — zbiornik, 8 — olej roslinny, HV — podfgczenie wysokiego napiecia.

Fig. 2. Diagram of a laboratory equipment for ozonation oil:1 — dehumidifier, 2 — pump, 3 — rotameter, 4 — ozone generator, 5 — discharge
electrode, 6 — scrubber water, 7 — tank, 8 — vegetable oil, HV — high voltage connection

stalacji laboratoryjnej do syntezy ozonidéw oligomerycznych
przedstawiono na Rys. 2.

2.2. Stosowane metody badawcze

Badania strukturalne przeprowadzono za pomocg
spektrometru IR Specord M80 Carl Zeiss Jena. Analizy
wykonywane byty technikg absorpcyjna, przy czym olej byt
naktadany na powierzchnie okienka KBr w postaci cienkiej
warstwy bez dodatkéw rozpuszczalnika. Pomiary wykonano
z rozdzielczoscig 4 cm™ w zakresie 300-4000 cm™.

Do analizy w zakresie UV-VIS zastosowano spektrofo-
tometr Jasco V650.

Wiasciwosci reologiczne oleju analizowano za pomocg
reometru. Pomiary lepkosci przeprowadzono przy uzyciu
lepkosciomierza cyfrowego RVDV-II+ Pro firmy Brookfield
z przystawkg do matych préb Brookfield SSA z wrzecionem
SC4-21. Zastosowanie przystawki do matych prob (SSA)
i wrzeciona typu SC4-21 umozliwia wykonanie pomiaréw
w zakresie lepkosci 25-500000 cP. Badania wykonano
przy uzyciu programu sterujgcego Brookfield Rheocalc 32.
Zgodnie ze specyfikacjg RVDV-II+ Pro doktadno$é pomiaru
lepkosci wynosita 1%, za$ powtarzalnos¢ pomiaru lepko-
$ci - 0,2%. Badania wykonano na pobieranych w statych
odstepach czasu prébkach oleju, w trakcie procesu jego
saturacji ozonem.

Badania bioaktywnosci ozonidéw oligomerycznych prze-
prowadzono poprzez poréwnanie ich wptywu na rozwoj kultur
wybranych szczepow grzybow chorobotwérczych. Probe
kontrolng stanowity hodowle tych samych szczepow z dodat-
kiem oleju nie poddanego ozonowaniu. Zawiesine szczepu
wzorcowego w soli fizjologicznej, o stezeniu ok. 3-108 CFU/
ml (1° McFarlanda), nanoszono za pomocg wymazu na
podtoze Sabourauda. Po wyschnieciu na ten sam obszar
podtoza naktadano 0,5 ml niemodyfikowanego oleju lub oleju
ozonowanego i rozprowadzano za pomocg szklanej bagietki.
Hodowle inkubowano w temperaturze 37 °C przez okres 72 h.
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3. Wyniki badan
3.1. Badania IR

Wiasciwosci fizykochemiczne i aktywnos¢ biologiczna
ozonowanego oleju jest wynikiem zmian strukturalnych
jego sktadnikéw. Zmiany struktury oleju w wyniku dziatania
ozonu analizowane byly za pomocg spektroskopii IR. Na
Rys. 3 pokazano poréwnanie widm IR oleju wyjsciowe-
go (nieozonowanego) z widmem oleju po 40-godzinnym
dziataniu ozonu. Szerokie pasmo o matej intensywnosci
z maksimum przy 3468 cm™ $wiadczy o obecnosci w oleju
wyjsciowym wody. Intensywne piki przy 2936 cm™ i 2869
cm* zwigzane sg z drganiami rozciggajgcymi wigzan C—H,
odpowiednio asymetrycznych i symetrycznych. Drgania
deformacyjne tych wigzan widoczne sg w postaci pasm
absorpcyjnych 1452 cm? i 1372 cm. Szerokie pasmo ab-
sorpcyjne z maksimum przy 1160 cm? pochodzi od drgan
rozciggajgcych symetrycznych i niesymetrycznych wigzan
C-C oraz wigzan C-0 [17, 18]. Drgania wigzan C=C i C=0
dajg pasmo absorpcyjne 1740 cm [18], natomiast pasmo
przy ~720 cm pochodzi od drgan szkieletowych tancuchéw
weglowodorowych. Z poréwnania widm oleju wyjsciowego
i po 40-godzinnym ozonowaniu wida¢ wzrost intensywnosci
pasm gtéwnie w zakresie 1800—800 cm™. Istotnie wzrosta in-
tensywnos$¢ pasma przy ~3460 cm?, Swiadczgca o wzroscie
ilosci grup OH w oleju. W celu szczegbtowego przesledzenia
zmian intensywnosci poszczegélnych pasm zastosowano
procedure polegajaca na odjeciu widma oleju wyjsciowego
od widma oleju po 40-godzinnym ozonowaniu. Przyjeto
przy tym, ze intensywnos$¢ pasm pochodzgcych od wigzan
rozciggajgcych C—H w obu olejach powinna by¢ zblizona.
Wyniki tej analizy przedstawiono na Rys. 4.

Najwiekszy wzrost intensywnosci obserwuje sie dla pa-
sma 1109 cm* zwigzanego z drganiami rozciggajgcymi C-O
w ozonidach [19-21]. Wzrost intensywnosci pasma 1376 cm
wigzac nalezy z tworzeniem sie wigzan C—N. W procesie wy-
twarzania ozonu z powietrza tworzy sie pewna ilos¢ tlenkéw
azotu, ktére w potgczeniu z para wodng dajg kwas azotowy
(V)i (11). W wyniku reakcji kwasu z olejem moga tworzy¢ sie
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Rys. 3. Poréwnanie widm IR oleju wyjsciowego (h0) i oleju po 40
godzinach saturacji ozonem (h40).

Fig. 3. Comparison of IR spectra of pure oil (hO) and oil after 40
hours of ozone saturation (h40).
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Rys. 4. Wynik odjecia widma oleju wyjsciowego od widma oleju po
40 godzinach ozonowania.

Fig. 4. The result of subtracting the IR spectrum of original oil from
one of oil after 40 h ozonation.
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Rys. 5. Widmo UV-VIS oleju z oliwek dla r6znych czaséw ozono-
wania: h0 — olej wyjsciowy, h10, h20, h30, h40 — czasy odpowiednio
10 h,20 h, 30 hi40 h.

Fig. 5. UV-VIS spectrum of olive oil for different ozonation times:
hO — original oil, h10, h20, h30, h40 — times of 10 h, 20 h, 30 h, and
40 h, respectively.

wigzania C—N [17]. Pasmo 1720 cm™* swiadczy o obecnosci
wigzan podwadjnych C=0. Obecno$¢ oligomerycznych nad-
tlenkéw C—O-0O-C potwierdza pasmo 880 cm™ [17]. Pasma
2968 cm i 2888 cm™ zwigzane z drganiami C—H, wynikajg
z poszerzenia tych pikow w przypadku oleju ozonowanego,
co $wiadczy o zmianie kata i dtugosci tych wigzan w wyniku
ozonowania.

3.2. Badania UV-VIS

Pierwotna barwa oleju z oliwek pochodzi od zwigzkéw
barwnych i chlorofilu obecnego w oliwkach (chlorofil A -
432 nm i 465 nm, chlorofil B - 466 nm i 650 nm, neoksantyna
- 412 nm, 437nm i 466 nm, feofityna - 409 nm i 665 nm).
Olej poddany dziataniu ozonu o silnych wtasciwosciach utle-
niajgcych zmienia barwe z jasno zéttozielonej na stomkowa

360 lub ulega catkowitemu odbarwieniu. Widmo
340 UV-VIS wyjsciowego oleju charakteryzuje
320 sie pikami absorpcyjnymi o maksimach przy
300 —=—h0 dtugosciach fali wynoszacych 353, 407, 438,

g 280 —e—h5 465, 516, 592 i 650 nm (Rys. 5). Podczas
5 328: :mg ozonowania nastepuje zanik intensywnych
@ 2901 h20 pasm 438, 465 i 516 nm oraz obnizenie in-
& 200 ] —<4—h30 tensywnosci pasm 407 nm, 592 nm i 650 nm.
_E 180 h40 Po 20 godzinach saturacji oleju ozonem
B 160 obserwuje sie juz tylko obecnos¢ jednego
-g 140 / pasma — 353 nm. Pasmo to jest stabilne
2 120—: / i nie ulega zmianie do zakornczenia procesu
=g 100 ozonowania oleju. Po 40 godzinach ozono-
§- 28: 4/‘ wan.ia Qlej jest transparent'n'y z I_ekko ié%tym
20 /; 9dmemern. Transparehtnogc oleju_wskaZUJe,

20 /}2‘? ze woda jest chemicznie zwigzana i nie tworzy

T T T T T T T T T T T emulsji z lejem.
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3.3. Badania reologiczne

Rys. 6. Charakterystyka reologiczna oleju po réznych czasach ozonowania: hO - olej

wyjsciowy, h10, h20, h30, h40 — czasy odpowiednio 10 h, 20 h, 30 hi 40 h.
Fig. 6. Rheological characteristic of the oil after different ozonation times: hO — original
oil, h10, h20, h30, h40 — times of 10 h, 20 h, 30 h, and 40 h, respectively.

Charakterystyka reologiczna oleju pod-
danego dziataniu ozonu zostata pokazana
na Rys. 6.

MATERIALY CERAMICZNE /CERAMIC MATERIALS/, 68, 2, (2016)

12%



M. NocuN, J. Niepzwiepzki, P. Krzvsciak, E. NIEDZWIEDZKA

124

Zaroéwno olej wyjsciowy, jak i oleje ozo-
nowane do 30 godz. wykazujg prostoliniowg
zaleznos¢ naprezenia $cinajgcego w funkcji
szybkosci $cinania, przy czym funkcja ta nie
przechodzi przez poczatek uktadu wspot-
rzednych, a wiec oleje wykazujg cechy ciata
plastycznego Binghama. Wzrost naprezen
$cinajgcych oleju ozonowanego do 15 godzin
jest nieduzy, natomiast dalsze ozonowanie
prowadzi do znacznego wzrostu naprezen
$cinajgcych. Ponadto charakterystyka oleju
ozonowanego 40 godzin wykazuje odchyiki
od liniowosci. Dobrze obrazuje to Rys. 7,
na ktorym pokazano zmiane lepkosci oleju
w funkcji czasu ozonowania.

Lepkos$¢ oleju wyjsciowego wynosita 67
cp, natomiast po 40 godzinnym ozonowaniu
wzrosta do wartosci 860 cp, a wiec niemal
13-krotnie. Zmiana charakterystyki reologicz-
nej, a zwlaszcza wzrost lepkosci z czasem
ozonowania zwigzana jest poczatkowo ze
wzrostem dtugosci tancuchéw weglowodoro-
wych, a przy dtuzszym ozonowaniu nastepuje
tworzenie struktury przestrzennej —rozgatezio-
ne struktury polimeryczne.

3.4. Badania bioaktywnosci
ozonidéw oligomerycznych

Na Rys. 8 przestawiono wynik badania
wzrostu grzybéw chorobotwérczych na pod-
tozu staltym, obejmujgcego hodowle wzor-
cowg z dodatkiem nienasyconych kwasow
ttuszczowych oraz ich pochodnych (ozonidéw
oligomerycznych) powstatych w wyniku reakcji
z ozonem.

Badania wptywu ozonidéw oligomerycz-
nych na wzrost grzybéw chorobotworczych
przeprowadzono na hodowlach szczepow
Candida albicans ATCC 90028, Trichphyton
rubrum oraz plesni srodowiskowych. Poréw-
nano wzrost szczepOw po dodaniu na podtoze
probek ozonowanego oleju z oliwek z probg
kontrolng (olej nieozonowany).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty
catkowite zahamowanie wzrostu grzybow
chorobotwdrczych pod wplywem dziatania
ozonidow oligomerycznych syntetyzowanych
z tréjglicerydéw nienasyconych.

4. Wnioski

Olej z oliwek poddany ozonowaniu zwigk-
sza swojg lepkosé na skutek tworzenia sie
przestrzennej sieci polimerowej. Pod wpty-
wem dziatania ozonu dochodzi do zerwania
wigzan podwojnych C=C z jednoczesnym
wbudowaniem tlenu pochodzgcego z ozonu.
Prowadzi to do wytworzenia struktur oligome-
rycznych, ktére przy dtuzszym dziataniu ozonu

Lepkos$é [cp]
:

Czas ozonowania [godz.]

Rys. 7. Lepko$c¢ oleju w funkcji czasu ozonowania.
Fig. 7. Viscosity of the oil as a function of ozonation time.

3B

Rys. 8. Wplyw ozoniddw oligomerycznych na rozwdj kultur wybranych szczepéw grzybow
chorobotwérczych: 1 - Candida albicans, 2 - Aspergillus fumigatus, 3 - Trichphyton
rubrum, A - préba kontrolna, B - olej po 40 h ozonowania

Fig. 8. Effect of oligomeric ozonides on growth of selected pathogenic fungi cultures;
1 - Candida albicans, 2 - Aspergillus fumigatus, 3 - Trichphyton rubrum, A - control
probe, B - oil after 40 h ozonation.
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przechodzg w polimeryczne rozgatezione. Procesowi temu
towarzyszy znaczny wzrost lepkosci powstajgcych zwigzkow.
Badania mykologiczne, przeprowadzone na wybranych
szczepach grzybdéw chorobotwérczych, wykazaly silne
dziatanie przeciwgrzybicze zsyntetyzowanych ozonidéw
oligomerycznych.
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