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Abstract

Biopolymers and in particular polysaccharides, of which chitosan is one, are of
increasing interest to researchers. Biopolymer materials are used as biomaterials in medical
applications and in the wider chemical industry. They are characterised by their high

biocompatibility, lack of toxicity and biodegradability.

Doctoral thesis presents a comparative study of chitosan degradation in organic acid
solutions. The aim of the study was to determine the dependence of chitosan degradation
kinetics on acid strength and to determine selected physicochemical and biological

properties of chitosan-acid systems.

Researchers working on chitosan have to date mainly focused on its solutions in
acetic acid. In the present study, the possibility of using other organic acids such as lactic

acid, acetic acid, malic acid and formic acid to prepare chitosan solutions was investigated.

The results of these studies can be considered very important in terms of further
utilitarian applications of these solutions. An important issue was to verify their stability
over time, which is important in terms of their further processing. The selection of a
suitable chitosan dissolution medium is influenced by the value of the acid dissociation

constant, which affects their degradation kinetics.

The emphasis is on antimicrobial properties with an emphasis on bacteriostaticity.
Chitosan achieves its bacteriostatic properties by protonating the amino groups. In the
literature, it is assumed that chitosan alone inhibits bacterial growth. A comparative study
of chitosan nonwovens modified with different acids, including acetic acid, propionic acid,
butyric acid, valerian acid and hydrochloric acid, is presented. The aim of the study was to
determine which acid salts affect the antibacterial and additionally antifungal activity of
chitosan-based materials. For the modification (formation of ammonium salts) of chitosan
nonwovens, treatment in a saturated vapour environment over an acid solution and

modification in a solution of the corresponding acid, ethanol, were used. Acetic acid and



hydrochloric acid proved to be the most effective modifiers of the surface layers of chitosan

forms.

The effects of the concentration of the acid solution in ethanol, the treatment time of
the chitosan materials with solutions of the respective acids and the effect of the final

rinsing process of the modified nonwovens on the antimicrobial activity were investigated.

The results of a study on the preparation of a chitosan film as a model structure
containing ciprofloxacin on its surface for use as a model drug are presented. A unique
ciprofloxacin structure was obtained, which not only imparts new biocidal properties to

chitosan films, but also changes their surface structure.

The form in which the drug binds to the surface of the chitin film was confirmed.
Spectroscopic studies showed that in the process of applying ciprofloxacin to the surface of
the chitosan film, ciprofloxacin was transformed from a crystalline to an amorphous form,

thus improving its bioavailability and range of microbial activity.



Streszczenie

Biopolimery, a w szczeg6lnos$ci polisacharydy, do ktorych nalezy chitozan
sa przedmiotem wzrastajacego zainteresowania naukowcow. Materiaty biopolimerowe sa
wykorzystywane jako biomaterialy w zastosowaniach medycznych oraz w szeroko pojetym
przemysle chemicznym. Charakteryzuja si¢ wysoka biozgodnos$cia, brakiem toksycznosci

oraz biodegradowalnoscia.

W pracy przedstawiono badania poréwnawcze degradacji chitozanu w roztworach
kwaséw organicznych. Celem badan byto okreslenie zaleznosci kinetyki procesu degradacji
chitozanu od mocy kwasu oraz okre§lnie wybranych cech fizykochemicznych

1 biologicznych uktadow chitozan - kwas.

Naukowcy zajmujacy si¢ chitozanem do chwili obecnej skupiali si¢ w glownej mierze
na jego roztworach w kwasie octowym. W niniejszej pracy badano mozliwo$¢ wykorzystania
innych kwaséw organicznych, takich jak kwas mlekowy, octowy, jabtkowy i mréwkowy do

sporzadzania roztworow chitozanu.

Wyniki tych badan mozna uzna¢ za bardzo wazne w aspekcie dalszych utylitarnych
zastosowan tych roztwordéw. Istotnym zagadnieniem byto zweryfikowanie ich stabilno$ci w
czasie co jest istotne w punktu widzenia ich dalszego przetworstwa. Na dobor
odpowiedniego medium rozpuszczajacego chitozan ma warto$¢ stalej dysocjacji kwasow,

ktéra wptywa na ich kinetyke degradacji.

Skupiono si¢ na wlasciwosciach przeciw drobnoustrojowych z naciskiem na
bakteriostatyczno§¢.  Chitozan uzyskuje wlasciwosci  bakteriostatyczne  poprzez
protonowanie swoich grup aminowych. W literaturze przyjmuje si¢, ze sam chitozan hamuje
wzrost bakterii. Przedstawiono badania poréwnawcze wioknin chitozanowych
modyfikowanych réznymi kwasami, w tym kwasem octowym, propionowym, mastowym,
walerianowym jak i kwasem solnym. Celem pracy byto okre$lenie, ktore sole kwasow
wplywaja na aktywnos¢ przeciwbakteryjng i dodatkowo przeciwgrzybicza materiatéw na

bazie chitozanu. Do modyfikacji (tworzenia soli amonowych) wtoknin chitozanowych



zastosowano obrobke w $rodowisku gazowym nasyconej pary nad roztworem kwasu
1 modyfikacje w roztworze odpowiedni kwas - etanol. Najskuteczniejszymi modyfikatorami
warstw powierzchniowych form chitozanu okazaty si¢ kwas octowy 1 kwas

chlorowodorowy.

Zbadano wpltyw stezenia roztworu kwasu w etanolu, czasu obrobki materialow
chitozanowych roztworami poszczegdlnych kwasoéw oraz wplyw procesu koncowego

ptukania modyfikowanych wtoknin na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojows.

Przedstawiono wyniki badan nad otrzymywaniem folii chitozanowej jako struktury
wzorcowej zawierajacej na swojej powierzchni cyprofloksacyne do zastosowania jako lek
modelowy. Uzyskano unikalng struktur¢ cyprofloksacyny, ktora nie tylko nadaje nowe

wlasciwosci biobojcze filmom chitozanu, ale réwniez zmienia ich strukture powierzchni.

Potwierdzono, w jakiej formie lek taczy si¢ z powierzchnig folii chitynowej. Badania
spektroskopowe wykazaty, ze w procesie nanoszenia ciprofloksacyny na powierzchnie folii
chitozanowej, ciprofloksacyna zostata przeksztatcona z formy krystalicznej w amorficzna,

poprawiajac tym samym jej biodostgpnoséi i zakres dzialania mikrobiologicznego.
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I. WPROWADZENIE

Biomateriaty sa wykorzystywane w wielu waznych dziedzinach nauki takich jak
medycyna (inzynieria tkankowa, medycyna regeneracyjna) oraz nanotechnologia.
Wykorzystuje si¢ je jako opatrunki, czesci implantéw, czy nosniki lekéw. Zwazywszy na
duze zainteresowanie $wiata nauki oraz rosngce zapotrzebowanie przemystowe, badacze
koncentruja swoja uwage na opracowaniu nowatorskich, tanich i szybkich technologii

wytwarzania biomateriatow.

InZynieria biomateriatlowa to jedna z najszybciej rozwijajacych si¢ galezi inzynierii
materiatowej. W jej kregu zainteresowania znajduja si¢ metale, ceramika, szklo oraz
polimery, zar6wno sztuczne jak réwniez naturalne. Ws$rdd tych ostatnich najwigksze
zainteresowania wzbudza chitozan. Chitozan to polimer otrzymywany z chityny, ktora
stanowi budulec pancerzy skorupiakéw, owadéw, mieczakéw jak i tkanek grzybow.
Wyrdznikiem tego polimeru jest bardzo dobra biozgodno$¢ oraz bakteriobdjczos¢ a takze
niski koszt wytwarzania. Wazng zaletg jest rOwniez tatwa dostgpnos$¢ i rozpowszechnienie w
przyrodzie. Pozwala to na pozyskanie cennego materialu bez nadmiernej eksploatacji
ekosystemow i1 obcigzania srodowiska naturalnego, poniewaz znaczne ilo$ci biopolimeru sa

pozyskiwane z odpadow poprodukcyjnych z przetworstwa owocoOw morza.

Majac na uwadze wykorzystanie chitozanu w medycynie, stomatologii i farmacji
konieczna jest dobra znajomos$¢ zalezno$ci jego struktury i wilasciwosci fizycznych od
sposobu pozyskiwania omawianego biopolimeru. Pochodzenie surowca oraz sposob
przetwarzania chitozanu wptywaja bowiem na jego charakterystyke, w tym na stopien
deacetylacji. Stopien deacetylacji decyduje o rozpuszczalnos$ci chitozanu w kwasach oraz
zdolnosci do tworzenia folii 1 widkien. Zdolno$¢ do tworzenia folii 1 wioknin jest waznym
parametrem, jezeli material jest rozpatrywany jako surowiec do wytwarzania
antybakteryjnych materiatow opatrunkowych. Wprowadzenie do matrycy jak i zmiana

struktury powierzchni materiatu wykonanego z chitozanu, wzmaga jego bakteriostatycznos¢
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oraz bakteriobdjczos¢. Modyfikowane struktury chitozanowe moga wigc przyspieszac

procesy naprawcze i gojenie ran.

II. CZESC LITERATUROWA

1. Polimery

Nazwa polimer, wywodzi si¢ z jezyka greckiego, sktada si¢ z dwoch wyrazow ,,poly”
wyraza "wiele" a ,meres” oznacza '"czgéci". Synonimem wyrazenia polimer jest
makroczasteczka. Inaczej mowigc, polimery, zbudowane s3 z powtarzajacych sig
wielokrotnie segmentow o identycznej budowie chemicznej nazywanych merami. Polimery
powstaja w wyniku reakcji chemicznej czasteczek zwanych monomerami, ktore taczac sie
ze soba tworza dtugie tancuchy. Taka molekuta charakteryzuje si¢ duza masa czasteczkowsa
w przedziale (od 10000 g/mol do kilku kilkudziesieciu milionow g/mol) i sktada sie¢
z powtarzajacych sie jednostek strukturalnych polaczonych kazdorazowo wigzaniami

kowalencyjnymi*(1).
2. Polisacharydy

Polisacharydy to polimery naturalne, szeroko rozpowszechnione w $rodowisku
przyrodniczym. Do najpopularniejszych polisacharydow naleza miedzy innymi: celuloza,
hemiceluloza, skrobia, chityna oraz alginiany. W zalezno$ci od Zrddla pozyskania,
polisacharydy rdéznig si¢ migdzy soba budowa chemiczng elementarnej jednostki
monosacharydowej, potaczonej za pomoca wiagzn glikozydowych. Utworzone w tak
réznorodny sposob czasteczki nadaja im unikalne wlasciwosci fizykochemiczne oraz
aktywno$¢ biologiczng. Kazdy polisacharyd cechuje si¢ odmiennymi cechami ze wzglgdu na
budowe¢ chemiczng czasteczki jak i wlasciwosci wynikajace z funkcji pelnionej w §wiecie
przyrody. Przykladowo, grupy aminowe chitozanu sa odpowiedzialne za jego wlasciwosci
antybakteryjne (2). Polisacharydy petnig rowniez inne funkcje, s3 mi¢dzy innymi materiatem

budulcowym komorek oraz stuzg jako magazyn energii (3).
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Nadrzedng grupa dla polisacharydéw sa weglowodany. Weglowodany z uwagi na
sktad czasteczek dzielimy na monosacharydy (cukry proste) i polisacharydy (cukry ztozone)

co pokazuje rysunek 1.

Ze wzgledu na budowe, cukry zlozone podzielone sg na oligosacharydy (od dwéch
do dziesigciu czasteczek monosacharydow) i polisacharydy (gdzie liczba monosacharydow

przekracza dziesig¢ i moze wynosi¢ nawet wiele tysiecy) (4,5).

WEGLOWODANY

CUKRY PROSTE CUKRY ZtOZONE

MONOSACHARYDY OLIGOSACHARYDY POLISACHARYDY

Rysunek 1. Podziat weglowodanow (4,5)

Schemat podziatu polisacharydow ze wzglgdu na budowe chemiczng jednostek
strukturalnych tancucha polimerowego oraz funkcji, ktore pelnia w organizmach przedstawia
rysunek 2. Homopolisacharydy (np. celuloza, chityna) zbudowane sg z jednego rodzaju
menoz pehigcych funkcje meréow (6—8). Heteropolisacharydy (np. siarczan chondroityny)
sktadaja si¢ z kilku réznych rodzajow menoz, ktére peilnig role meréw w tancuchu

polimerowym (9,10).
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POLISACHARYDY

HOMOPOLISACHARYDY HETEROPOLISACHARYDY

Rysunek 2. Podzial polisacharydow ze wzglegdu na budowe i funkcje pelnione

w organizmach (11)
3. Biopolimery

Termin biopolimer nawigzuje do dwdch greckich stow bio i polimer, odnoszacych si¢
do natury i zywych organizméw. Biopolimery, sg to substancje organiczne, produkowane
przez organizmy zywe (12,13). Z definicji: ,,Biopolimery to czasteczki organiczne, ktore
sktadajg si¢ z powtarzajacych si¢ merdw (cukrow) i s3 wytwarzane przez organizmy zywe.
Homopolimery to takie czasteczki, ktore sktadaja si¢ z jednego rodzaju meru, podczas gdy

heteropolimery sktadaja si¢ z wigcej niz jednego rodzaju meru” (14).

Biopolimery charakteryzuja si¢ biokompatybilnoscig oraz biodegradowalnoscia.
Wilasciwosci te umozliwiaja wykorzystanie polimeréw w roznych obszarach zycia
codziennego, poczawszy od ochrony ro$lin do tak skomplikowanych dziedzin jak biosensory
oraz szeroko pojete aplikacje medyczne czy farmaceutyczne. Moga by¢ stosowane jako folie,
emulsje, materialy do opakowan w przemyS$le spozywczym, implanty medyczne
(rusztowania tkankowe, organy medyczne), materiaty opatrunkowe przyspieszajace gojenie
ran, jak rébwniez w przemysle farmaceutycznym, gdzie wykorzystywane s3 do wytwarzania
nowych materiatéw przy kapsutkowaniu lekéw jako nosniki do transportu lekow (15). Do
najwazniejszych grup biopolimerdéw zaliczamy: polinukleotydy, polipeptydy (biatka ztoZzone
z peptydow) 1 polisacharydy (rysunek 3). Rozpowszechnionymi najbardziej

makroczasteczkami jednak sg kwasy nukleinowe, biatka, weglowodany oraz lipidy (16).
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~ Biopolimery

Polipeptydy Kwasy
biatka nukleinowe
KOLAGEN
KERATYNA 2::
ELASTYNA

Rysunek 3. Podziat biopolimeréw na podstawie podjednostek meru (16).
4. Chityna

Jednym z globalnie wystgpujacych polisacharydéw w §rodowisku jest chityna. Jest to drugi
po celulozie polimer nalezacy do polisacharydow, ktéry wystepuje licznie w §rodowisku
naturalnym (17). Roczna szacunkowa produkcja chityny wynosi okoto 1000 miliardow kg

(101,

Jako pierwszy badania nad tym polimerem rozpoczat francuski chemik Henri Braconnot
w 1811 r. Wspdtczesng nazwe tego polimeru zawdzigczamy Antoine Odier, ktory w 1823 r.
odkryt ten sam zwigzek chemiczny u owadow (18). Jego budowe¢ chemiczng na podstawie

przeprowadzonych badan opisat Albert Hofmann (19).
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4.1. Chityna - zrodla pozyskania

Chityna jest biopolimerem pozyskiwanym z wielu organizmow. Wystepuje
egzoszkieletach skorupiakéw (homarow, krewetek, kryla, pakli, rakéw), mieczakow
(o$miornice, matwy, matze, ostrygi, kalmary, §limaki), glondw (okrzemki, brunatnice,
zielenice), owadow (muchy domowe, jedwabniki, mrowki, karaluchy, pajaki, chrzaszcze,
skorpiony, pszczoty miodne) oraz w S$cianach komoérkowych grzybow (Ascomycetes,
Basidiomycetes, Phycomycetes - Aspergillus niger, Mucor rouxii, Penicillium notatum,
Trichoderma reesi (20-26). Procentowa zwarto$¢ chityny u poszczegdlnych skorupiakow

przedstawiono na rysunku 4.

Skorupiaki % chityny
Kraby 35-72
Krewetki 17-40
Homary 60-75

Rysunek 4. Zwarto$ci procentowa chityny u skorupiakow (27)

Obecnie gldéwnym komercyjnym zrodtem chityny sa odpady z morskiego przemystu
spozywczego (27). W 2016 roku roczna §wiatowa produkcja chityny z organizmow morskich
przeznaczonych do spozycia wynosila okoto 8 milionow ton (28). Pozyskano z nich 40%
odpadéw zwierajacych chityne (29). Srednia zawarto$é chityny w odpadach przemystu
spozywczego z produkcji owocow morza wynosi od 20% do 30%. Niektére gatunki
skorupiakéw moga zawiera¢ znacznie wiecej chityny, jak na przyktad skorupy homaréw
z gatunku Nephro i Homarus zawieraja 60-75% chityny, a krabéw Cancer i Carcinus od 72%
do 64% (30). Nie wszystkie jednak skorupiaki posiadajg duze zawartosci chityny, niektore
skorupiaki w catkowitej masie ciala zawieraja jedynie od 2 do 12% (31). Kryl wystepujacy
w wodach Antarktydy posiada od 34 do 49% chityny (32). Katamarnice w swojej budowie
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zawieraja wagowo okolo 25-49% chityny (33,34). Procentowa zwartos¢ chityny u

poszczego6lnych migczakow przedstawiono na rysunku 5.

Mieczaki % chityny
Katamarnica 41
Ostryga 3,6
Matze 3,6-6,1

Rysunek 5. Zwarto$ci procentowa chityny u migczakow (27)

W roku 2021 oczekiwano, ze globalny rynek chityny i chitozanu moze osiagnac¢
wartos¢ dochodzaca do 4,2 mld USD (35). Zwigkszenie nacisku na poszukiwanie innych
zroédet chityny, w celu zaspokojenia ogromnego zapotrzebowania rynku, wynika
z ograniczenia dostepnosci do odpadow pochodzacych z morza. Komercyjne potowy
skorupiakéw s3 sezonowe, rozpoczynaja si¢ wiosng, tuz po okresie godowym i s3

ograniczone normami potowowymi ustanawianych w danych regionach §wiata (36).

Kolejnym zZrédlem pozyskiwana chityny sg grzyby. Stanowig one, wedlug (Abdel
1inni 2017) alternatywne zrodto chityny i chitozanu (37). W strukturze §ciany komoérkowej
grzybow, chityna stanowi od 1% do 15% masy catego grzyba (38). Jednak, nie wszystkie
gatunki grzybow zawieraja ten polimer w swojej strukturze. Najwigkszg ilo$¢ chityny
w swojej budowie posiadaja rowniez grzyby: Basidiomycota, Ascomycota, i Zygomycota
(39-41). Procentowa zwarto$¢ chityny u poszczegolnych gatunkow grzybow przedstawiono

na rysunku 6.
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Grzyby

Aspergillus Niger

Mucor Rouxii

Saccharomyces
cerevisiae

% chityny
42
44,5

2.9

Rysunek 6. Zwarto$ci procentowa chityny w grzybach(27)

Nastgpnym obiecujacym i jedoczesnie zrownowazonym zroédtem pozyskania chityny

sa owady (42). Owady moga by¢ wykorzystywane dla wigkszej rownowagi ekologicznej

i ekonomicznej jako wazna alternatywa dla skorupiakow. W przeciwienstwie do

skorupiakéw sa tatwiej dostepne, nie podlegaja sezonowemu odtawianiu i mozna je w prosty

sposob hodowac. Szczegdlnie w krajach bez dostgpu do morza oraz niskim spozyciu owocow

morza uruchamiane sg os$rodki hodowli owadow. Wykorzystuje si¢ je réwniez do produkcji

pasz (biatko) i utylizacji odpadow (plastik) (43—45). Procentowa zwarto$¢ chityny u owadow

przedstawiono na rysunku 7.

Owady
Motyl (Pieris)
Muchdwki

Karaczany

% chityny
64
54,8

2-18,4

Rysunek 7. Zwartosci procentowa chityny u owadoéw(27)
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4.2. Budowa chemiczna chityny

Chityna ma posta¢ liniowego polisacharydu skladajacego si¢ gtoéwnie z reszt 2-
acetamido-2-deoksy-B-D-glukopiranozy (GlcNAc) i czgsciowo z reszt 2-amino-2-deoksy-f-
D-glukopiranozy (GlcN), polaczonego wigzaniem - (1—4) glikozydowym (rysunek 8).
Jednostki cukrowe w jej strukturze sa obrocone wzgledem siebie o 180°, a kazda para tworzy
disacharyd N,N’-diacetylochitobioze. Zawiera helisy w tancuchu polimerowym, gdzie
poszczegolna jednostka cukrowa jest odwrocona w stosunku do swoich sgsiadow. Powstata
tak struktura, z wuwagi na wystegpujace w niej liczne wigzania wodorowe

03-H—05 1 06- H—07 ma wysoka stabilno$¢ chemiczng oraz termiczng (46—48).

CHj
OH O
N NH
HO 0 o
NH
o) OH
GlcNAC GIcNACc

Rysunek 8. Schemat tancucha chityny (49)

Chityna w naturze wystepuje w elementach strukturalnych egzoszkieletéw jako
uporzadkowana struktura mikrofibryli. W zaleznosci od ulozenia tancucha bocznego
szkieletu przyjmuje jedng z trzech mozliwych form krystalicznych, allomorficzne formy: o,
B, v (50,51). co przestawiono na rysunku 9. Odmiany te, r6znig si¢ sposobem utozenia
tahcuchow w przestrzeniach krystalicznych. Wptywa to na stopien uwodnienia chityny
(pecznienie), wielkos¢ komorek elementarnych tworzacych sieci krystaliczne, ilos¢

tancuchow polimerowych zaangazowanych w tworzenie elementarnej komorki (52).
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. Chityna __ /

I
I
NH OH  nHo_  NH ot
CH,OH
1"HOH,C HO CNH . o

u- chityna - chityna v- chityna

Rysunek 9. Formy alfa, beta i gama chityny (53)

W a-chitynie grupy boczne ulozone sg w strukturze réwnolegle i silnie przylegaja
poprzez oddziatywania wigzan wodorowych. Struktura [-chityny jest antyréwnolegta z
mniejszg iloscig wigzan wodorowych. Utozenie y-chityny jest natomiast mieszaning formy
a- 1 [f-chityny (54-56). Chityna typu a posiada niska hydrofilowo$¢ co wigze si¢ z mala
dostepnoscia do niej czasteczek wody. Chityna typu f ze wzgledu na rozluzniong strukture
w poréwnaniu do struktury typu @, tatwiej pgcznieje w srodowisku wodnym (57). B-chityne
mozna w prosty sposob przeksztatci¢ w a-chityne poprzez obrobke alkaliczna, a nastgpnie
wielokrotne ptukanie w wodzie (58). Natomiast a-chityna odpowiada za sztywnos¢ polimeru
w szkielecie, jest najbardziej stabilng i rozpowszechniong formg w przyrodzie. Struktura o.-
chityny wystepuje w szkieletach owadow i grzybow(59,60). Najwigksze jej poktady
wystepuja w egzoszkielecie stawonogdw, takich jak homary, kraby i krewetki, a takze w
$cianach komorkowych grzybow (61,62). f-chityne pozyskuje si¢ gldwnie z okrzemek
morskich, katamarnic (63—65). Z kolei y-chityna pozyskiwana jest z wtokien kokonu ¢my

Orgyia Dubia, chrzgszcza Ptinus i zotadkéw katamarnic Loligo(66,67).
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4.3. Ekstrakcja chityny

Chityna ze wzgledu na jej wysoce wydluzong potkrystaliczng —strukture
z wystepujacymi  licznymi  wigzaniami  wodorowymi jest slabo rozpuszczalna
w podstawowych rozpuszczalnikach organicznych. Stanowi to przeszkode w jej
przetworstwie w formy uzytkowe (68—70). Ekstrakcja chityny obejmuje nastgpujace etapy:
demineralizacje (rozpuszczenie soli nieorganicznych), usunigcie biatek (deproteinizacja)
oraz usunigcie pigmentow. Procesy te, maja za zadanie gldwnie eliminacj¢ weglanu wapnia,
biatek i pigmentéw zawartych w matrycy. Ekstrakcja chityny wymaga usunig¢cia dwoch
podstawowych sktadnikéw muszli - nieorganicznego weglanu wapnia (CaCQOs) 1 bialek.

Procesy oczyszczania chityny mozna podzieli¢ na: fizyczne, biotechnologiczne,
chemiczne oraz laczone. Metody fizyczne to kruszenie i wprowadzanie rownolegle
katalizatorow reakcji deacetylacji jak i innych odczynnikowi chemicznych np. denaturyzacji
biatek. Z uwagi na ochrone¢ §rodowiska biotechnologiczna ekstrakcja i deacetylacja chityny
zyskuje coraz wigkszg popularno$¢ w stosunku do procesOw z uzyciem odczynnikow
chemicznych. Wada metod biotechnologicznych jednak jest nizsza wydajnos$¢, wigkszy
naktad czasu i niska czysto§¢ produktu. Metody biotechnologiczne wykorzystuja enzymy
takie jak proteazy mikrobiologiczne, czy tez cale mikroorganizmy do usunigcia biatek.
Natomiast rownolegle zastosowanie deacetylazy w $rodowisku reakcji, w celu
przeprowadzenia procesu deacetylacji chityny, wykazaly brak mozliwosci bezposredniego

wytworzenia tg procedurg chitozanu (71-77).

Metoda z zastosowaniem odczynnikéw chemicznych jest najbardziej powszechna
w przemysle przetwarzajacym chityng. Wada tej metody jest kwestia uszkodzenia biatka
zawartego w muszlach i skorupach organizmoéw morskich. Tak pozyskany materiat biatkowy
nie moze, by¢ juz wykorzystany jako dodatek do paszy dla zwierzat. Powstajace przy
procesie produkcyjnym $cieki wymagaja dodatkowo poddania ich procesowi neutralizacji
1 oczyszczania (78-80). W ostatnich latach dopracowano i usprawniono chemicznie procesy
technologiczne tak, ze udaje si¢ wytworzy¢ na skal¢ komercyjng produkt koncowy w postaci

ultra czystej chityny, przeznaczonej dla przemystu farmaceutycznego i medycznego (81).
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4.3.1. Demineralizacja

Demineralizacja najpopularniejszego zrodta chityny - odpadéw muszli skorupiakow
na drodze chemicznej wykorzystuje kwasy organiczne i nieorganiczne w celu usunigcia
sktadnikéw mineralnych przede wszystkim weglanu wapnia 1 fosforanu wapnia.
Preferowanymi odczynnikami do usuwania wyzej wymienionych sktadnikéw mineralnych
sa HCI, HNOs3, H>SO4, CH3COOH i HCOOH (82,83). Po procesie demineralizacji materiat

poddany jest filtracji, neutralizowany woda destylowana a nast¢pnie suszony.
4.3.2. Odbialczanie

W procesach odbiatczania (deproteinizacji) stosuje si¢ najczesciej rozcienczony
roztwor wodorotlenku sodu NaOH (1mol/dm?) w celu denaturyzacji biatek. Tak otrzymang
mieszaning, dwukrotnie przesacza si¢, przemywa woda dejonizowang w celu usunigcia
nadmiaru NaOH, po czym poddaje si¢ ja procesowi suszenia w suszarce. Produktem
otrzymanym w tak przeprowadzonym procesie jest oczyszczona od mineralow i biatek
chityna zawierajaca pigmenty (84).

Podczas procesu demineralizacji oraz deproteinizacji usuwana jest niewielka ilo$¢
pigmentu i lipidow, dlatego tez najczesciej chityna zachowuje kolor w odcieniu brazowym.
Do celow komercyjnych przyjeto, ze kolor chityny i chitozanu powinien by¢ w kolorze
biatym. W celu usunigcia pozostato$ci pigmentdw i poprawy koloru chityny 1 chitozanu
stosuje si¢ dodatkowy etap bielenia. Do usunigcia pigmentu najczesciej wykorzystywane sg
utleniacze, do ktérych nalezy migdzy innymi nadmanganian potasu (KMnOs), nadtlenek
wodoru (H202), podchloryn sodu (NaClO), pieciotlenek fosforu (P2Os), dwutlenek siarki
(IV) (S0O2) i weglan sodu (Na;CO3). Czgsto stosowane sg rOwniez rozpuszczalniki takie jak
aceton, chloroform, octan etylu i etanol (85,86). Na rysunku 10 przedstawiono metode

oczyszczania chityny.
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Odpady ze skorupiakéw

J Demineralizacja
Odbiatczanie

v

J Usuwanie pigmentu

Chityna
J Deacetylacia

Chitozan

Rysunek 10. Proces przetwarzania chityny (86)

Ostatnim procesem przetwarzania chityny prowadzacej do konwersji w chitozan jest

alkaliczna hydroliza (deacetylacja).

CH,y CH, CH3

NH
© e e %f %f

CHITIN CHITOSAN

Rysunek 11. Schemat konwersji chityny do chitozanu (87)

Chitozan nalezy do grupy polisacharydow 1 jest szczegdlnym biopolimerem ze
wzgledu na jego zdolno$¢ do tworzenia réoznorodnych struktur morfologicznych, takich jak

btony, widkna, hydrozele, membrany, nanoczastki i mikrosfery.
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4.3.3. Deacetylacja chityny (synteza chitozanu)

Chitozan otrzymuje si¢ na drodze reakcji deacetylacji (DDA) chityny. Chityna moze
by¢ przeksztalcana w chitozan w procesach chemicznych, biologicznych lub
enzymatycznych(72,88). Procesy te prowadza do hydrolizy grup acetylamindowych
NH-C(=0)-CH3 z wytworzeniem funkcyjnych grup aminowych -NH,. Z chemicznego
punktu widzenia, chitozan mozna zdefiniowa¢ jako deacetylowanag chityne, a proces
deacetylacji chityny polega na alkalicznej hydrolizie grup amidowych w fancuchu
poli[-(1,4)-2-acetamido-2-deoksy-D-glukopiranozy] i usunigciu grup acetylowych z grup
acetyloaminowych w tancuchu chityny, ktore sa przeksztalcane w grupy aminowe.
W wyniku procesu deacetylacji koncowy polimer zawiera dwie reszty: N-acetylo-
glukozaminy oraz glukozaminy. Warto$¢ stopnia acetylacji (DA) chityny determinuje czy
otrzymany polimer mozna okre$li¢ chitozanem czy chityng. W literaturze przyjeto, ze jezeli
w wyniku deacetylacji polimer zawiera wigcej niz 50% reszt N-acetylo-glukozaminy, jest on
w dalszym ciggu chityng, natomiast jesli jest nizszy niz 50%, to jest okreslany jako chitozan
(88). Otrzymany chitozan ma wysoki stopien wolnych grup aminowych (NHz), ktore
zapewniaja centrum funkcyjne zdolne do dalszych reakcji chemicznych. Autorzy (Rehman
1inni) opisuja mozliwo$¢ wykorzystania reaktywnych grup aminowych chitozanu do
przeprowadzenia modyfikacji chemicznych prowadzacych do uzyskania nowych
pochodnych o szerokim spektrum zastosowania (89). W literaturze naukowej wskazane jest,
ze stopien deacetylacji chityny jest powigzany z jej wlasciwosciami biologicznymi,
fizykochemicznymi oraz mechanicznymi. Deacetylacja wplywa na charakter kwasowo-
zasadowy, wlasciwosci elektrostatyczne, biodegradowalno$é, zdolnos¢ do agregacji,
rozpuszczalnos¢, wilasciwosci sorpcyjne, zdolno$¢ do chelatowania jonéw metali (90).
Nastepczy proces deacetylacji pozwala pozyskac chitozan o wyzszym stopniu deacetylacji.
W procesach pozyskiwania chitozanu z chityny najczgéciej stosowana jest alkaliczna
hydroliza z zastosowaniem wysoko stezonych roztworéw NaOH lub KOH (40-50%) oraz

wysokiej temperatury (100-140 °C) (91-94).
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4.4. Wplyw stopnia deacetylacji chitozanu i masy molowej na jego wlasciwosci

Wiasciwosci chitozanu zalezne sg zarowno od stopnia rozktadu mas molowych to jest
od stosunku $rednio wagowej masy molowej (Mw) i §rednio liczbowej masy molowej (Mn)
chitozanu (polidyspersyjnos$¢) jak i réwniez jego stopnia deacetylacji (DDA). Sa to
najwazniejsze parametry wplywajace na wilasciwosci biologiczne, fizykochemiczne
i mechaniczne form chitozanu, co ma wplyw i1 przekltada si¢ na jego bezposrednie
zastosowanie. DDA wplywa na rozpuszczalnos¢, reaktywnos¢, wilasciwosci kwasowo-
zasadowe, elektrostatyczne, elastycznos¢, konformacje polimeru, lepko$¢, krystaliczno$é,
porowato$¢, wytrzymato§¢ na rozcigganie, zdolnos¢ do chelatowania metali
i fotoluminescencje. Wiasciwosci te zalezne sg rowniez od wyznaczonej srednio wagowej
masy molowej (Mw) polimeru. Wymienione parametry wplywaja, tez na wilasciwosci
biologiczne, takie jak: resorbowalno$¢, biokompatybilno$¢, mukoadhezj¢, hemostatycznose,

adsorpcje¢, wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutleniajace 1 wiele innych (95).

Masa molowa chitozanu ze wzgledu na wystgpowanie w czasteczce grup aminowych
ma réwniez wplyw na jego rozpuszczalnos$¢. Chitozan o masie ponizej 30 kDa jest fatwo
rozpuszczalny w wodzie bez dodatku kwasu. Natomiast hydroliza kwasowa prowadzi do
zmniejszenia $redniej masy molowej chitozanu, jednoczes$nie zwigkszajac jego
rozpuszczalnos¢. Protonowanie grup aminowych jest warunkiem wstgpnym do
rozpuszczenia chitozanu w wodzie. Im wyzsza masa molowa, tym polimer ten ma tendencj¢
do zwigkszania udzialu migdzyczasteczkowych 1 wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych pomiedzy lancuchami cukrowymi co prowadzi to do zmniejszenia jego
rozpuszczalno$ci w roztworach wodnych. Dlatego chitozan o udziale masy molowej nizszej
niz 2 x 103 kDa znajduje zastosowanie do produkcji materiatow tekstylnych, medycznych

oraz spozywczych (96—100).
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5. Przeciwdrobnoustrojowe dzialanie chitozanu i chityny

W literaturze naukowej przedstawione sg informacje, ze chitozan charakteryzuje si¢
aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowa wobec szerokiego zakresu mikroorganizmow: bakterii

Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, grzybow i drozdzy (101,102).

Wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe chitozanu mozna zmieni¢ poprzez chemiczng
modyfikacje jego struktury. Dwie reaktywne grupy wystepujace w czasteczce chitozanu
- NH: i -OH oferuja szerokie mozliwosci modyfikacji chemicznej. Grupy te umozliwiaja
tworzenie kilku funkcjonalnych pochodnych np. przez reakcje takie jak sulfonowanie,
aminowanie 1 karboksymetylowanie (103—105). Hydrofilowe, dodatnio natadowane grupy
(NH3") uzyskane za pomoca oddzialywania z czasteczkami kwasu, wywoluja $mieré
komorek bakteryjnych poprzez interakcje i penetracj¢ grup amoniowych przez blong
cytoplazmatyczng bakterii (106). Czwartorzedowanie poprawia gestos¢ tadunku dodatniego
chitozanu, a takze wplywa na jego skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa w wyniku
wzmocnienia jego polikationowego charakteru (107). Stopien N-acetylacji chityny
i chitozanu jest waznym parametrem okreslajacym ich wlasciwosci fizykochemiczne.
Modyfikacja chitozanu jest zwigzana ze stopniem acetylacji, ktory z kolei jest zwigzany
z liczba grup N-acetyloaminowych w czasteczkach (108). Dodatkowym czynnikiem moze
by¢ tez metoda pozyskania chitozanu, gdzie w zaleznosci od zastosowania okreslonej
metody: enzymatycznej lub chemicznej, ma ona wplyw na jego charakter zwigzany

z bakteriobdjczoscig (109).
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Rysunek 12. Schemt mechanizmu dziatania chitozanu na bakterie Gram-dodatnie oraz

Gram-ujemnie (110)

5.1. Dzialanie biobojcze chitozanu wzgledem bakterii poprzez zakldocenie

funkcjonowania blony oraz Sciany komorkowej

Bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne maja $ciany o zréznicowanej strukturze.
Sciana komérkowa bakterii Gram-dodatnich sklada sie gloéwnie z grubej warstwy
peptydoglikanu zawierajacej kwasy teichojowe, ktore nadaja ujemny tadunek powierzchni
bakterii, podczas gdy $ciana komoérkowa bakterii Gram-ujemnych jest silnie natadowana
ujemnie z powodu lipopolisacharydow zawartych w zewngtrznej warstwie btony. Bakterie
Gram-dodatnie maja wigcej peptydoglikandow, podczas gdy bakterie Gram-ujemne sa
bogatsze w lipopolisacharydy. Roznice w budowie $cian komoérkowych bakterii moga
wptywaé dodatkowo na ich przyleganie do powierzchni materiatéw o wlasciwosciach

biobdjezych (111,112).

Przeciwdrobnoustrojowe dzialanie chitozanu polega gléwnie na oddziatywaniach
elektrostatycznych migdzy grupami kationowymi chtozanu, a ujemnie naladowanymi
$cianami komorkowymi bakterii. Obecno$¢ dodatnio naladowanej grupy amoniowej, ktora
oddzialuje z ujemnie naladowanag btong bakterii, zalezy od stezenia wolnych grup
reaktywnych znajdujgcych si¢ na chitozanie -NH3". Grupy -NH3" zmieniajg morfologi¢
powierzchni bakterii, co skutkuje zwigkszona przepuszczalno$cig btony i utratg substancji

wewnatrzkomérkowych (113-115).
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5.2. Wplyw stopnia deacetylacji na dzialanie biobdjcze wzgledem bakterii

W zalezno$ci od zrodta pochodzenia jak i stopnia acetylacji, chitozan w rézny sposob
oddziatuje na mikroorganizmy (116,117). Chitozan jest polisacharydem zlozonym
z jednostek glukozaminy i acetyloglukozaminy, ktoére nadaja mu unikalne wilasciwosci
fizykochemiczne. Ilo$¢ reszt glukozaminowych w chitozanie jest zalezna od stopnia
deacetylacji chityny, co przektada si¢ na wyzsza gestos¢ tadunku dodatniego prowadzac do
silnych oddzialywan elektrostatycznych migdzy bakteria a polimerem. Chitozan moze
wystepowaé w postaci réznych soli amoniowych, ktére wplywaja na gesto$¢ ladunku
dodatniego wystepujacego w molekule. Literatura potwierdza istotne znaczenie struktury
polikationowej w aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Chitozan o wysokim stopniu
deacetylowania dochodzacym do 97,5% posiada duzo wigksza gestos¢ tadunku dodatniego,
co nadaje mu silniejsze dzialanie przeciwbakteryjne niz chitozan o stopniu deacetylowania
wynoszacym 83,7%, zawierajacy mniej podstawionych grup funkcyjnych (118). Badania
wykazaly, ze wyzszy stopnien deacetylowania z wigkszym tadunkiem dodatnim byt
skuteczniejszy w hamowaniu wzrostu bakterii S. aureus. Wyniki zaprezentowane przez inne
zespoty badawcze takze prowadza do wniosku, ze aktywno$¢ przeciwbakteryjna chitozanu
wobec bakterii S. aureus zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem stopnia deacetylacji chitozanu

(119).

5.3. Wplyw parametrow pKa i pH kwasu uzytego do rozpuszczenia chitozanu na jego

dzialanie przeciw bakteryjne

Chitozan w $rodowisku kwasowym posiada zdolno$¢ do uzyskania duzej liczby
wolnych grup jonowych NH3", co ma wplyw na jego aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Chitozan jest rozpuszczalny w $rodowisku wodnym o odczynie kwasnym a na jego

wiasciwos$ci wptywa rodzaj kwasu (pKa, pH) uzytego do sporzadzenia roztworu.

Czasteczka chitozanu staje si¢ polikationowa w $rodowisku o pH 6-6,5 ktora jest
nizsza niz pKa polimeru (115). Chitozan wykazuje silniejsze hamujace dziatanie na wzrost
bakterii w mediach o nizszych pH a aktywno$¢ hamujgca stabnie wraz ze wzrostem pH

roztworu. Brak utrzymania dzialania bakteriobojczego form chitozanu uzyskanych
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z roztworow o pH 7 jest prawdopodobnie spowodowany jest obecnoscig wickszej ilosci

niezjonizowanych grup aminowych oraz stabg rozpuszczalnoscia chitozanu (120).

W badaniach Takahashiego (119) wykazano, ze bakteriobdjcze dzialanie chitozanu
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim i1 Gram-ujemnym wzrosto przy zastosowaniu
rozpuszczalnikdw o niskim pH (121), jednocze$nie aktywno$¢ przeciwbakteryjna chitozanu
przeciwko patogenom S. aureus, E. coli, Y. enterocolitica, L. monocytogenes,
S. typhimurium, byla wyzsza przy zastosowaniu rozpuszczalnika o pH 5,5 w poréwnaniu

z roztworem o pH 6,5 (122).

5.4. Chelatowanie metali przez struktury chitozanowe

Chitozan posiada wysoka zdolnos$¢ chelatowania réznych jondw metali (w tym Ni2+,
Zn2+, Co2+, Fe2+, Mg2+ i Cu2+) (123). Czasteczki chitozanu w otoczeniu bakterii moga
kompleksowa¢ metale poprzez chalatowanie i1 blokowa¢ przeptyw niektdrych niezbednych
sktadnikéw odzywczych, powodujac obumieranie komorki. Szybko$¢ kompleksowania
jonow metali zalezy od ich stezenia w §rodowisku (124). Budowa chemiczna chitozanu daje
mozliwosci nie tylko do chelatowania, ale rowniez do immobilizacji enzymow (125). Proces
ten zachodzi najszybciej przy wysokim pH $rodowiska, w ktérym jony dodatnie metalu

oddziatuja z wolna para elektronow na atomie azotu grupy -NHo -

W uktadzie chitozan-metal, wida¢ zaleznos¢ ilo$ci dostgpnych miejsc oddziatywania
grupy NH: z jonem metalu od pH $rodowiska. Dla pH < 6 kompleksowaniu ulega tylko jedna
grupa -NHo> i trzy hydroksylowe, przy pH w zakresie 6-7 w tworzeniu komplekséw biorg
udziat tylko dwie grupy -NH.. Dla wyzszych warto$ci pH, takich jak 7-9, nastgpuje
deprotonacja grup hydroksylowych w wyniku czego w kompleksowaniu jonu metalu biorg
udzial dwie grupy -NH» i dwie zdysocjowane grupy hydroksylowe. Metal peini funkcje
akceptora elektrondw polaczony z jednym lub kilkoma tanicuchami chitozanu poprzez grupy

-NH> tworzac mostki wodorowe dla grup hydroksylowych (126,127).
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5.5. Wplyw masy czasteczkowej chitozanu na wlasciwosci biobdjcze

W literaturze naukowej podawane s3 informacje o aktywnosci bakteriobojczej
chitozanu zaleznej od wielkosci jego makroczasteczki. Potencjalne dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe chitozanu wynika z jego wlasciwosci blokowania wchlaniania
sktadnikéw odzywczych przez komorke bakterii poprzez zmiang przepuszczalnosci btony
komorkowej (128). Chitozan o wysokiej masie czasteczkowej nie ma mozliwosci przeniknaé
przez $ciang i btone komorkowa bakterii. Osadza si¢ na powierzchni bakterii i tworzy
nieprzepuszczalng warstwe¢. Komorki, poddane dziataniu chitozanu o wysokiej masie
czasteczkowej wykazywaty zmiany struktury zewnetrznej. Powierzchnia tych komorek
pokryta si¢ licznymi strukturami pgcherzykowatymi oraz dodatkowg warstwa polimeru.
Nastgpito widoczne zwigkszenie grubosci warstwy zewngtrznej komorki poprzez
zaadsorbowany polimer (129). Pogrubiona otoczka komorkowa blokuje transport
sktadnikéw odzywczych do wnetrza komorki, a takze uniemozliwia wydalanie metabolitow
przez komorki. Natomiast oligomery chitozanu spetniaja wazng rol¢ w blokowaniu
transportu sktadnikéw odzywczych do wnegtrza komorki, powodujac lize¢ komodrek
i hamowanie jej wzrostu (130) Chitozan o niskiej masie czasteczkowej wykazuje zarowno
zewnatrzkomorkowa, jak 1 wewnatrzkomorkowa aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
(120,131-134). Masa czasteczkowa chitozanu wplywa na jego zdolno$¢ do rozpuszczania
w wodzie i1 roztworach kwaséw. Wraz ze wzrostem masy czasteczkowej chitozanu maleje
jego zdolnos$¢ do rozpuszczania w wodzie przy zachowaniu rozpuszczalno$ci w wodnych

roztworach kwasow (135).

Podsumowujgc dziatanie przeciwdrobnoustrojowe chitozanu zwigzane jest
z wystgpowaniem pewnych cech fizykochemicznych. Makroczasteczki chitozanu musza
mie¢ wysoki potencjat tadunku jonowego, aby przenika¢ przez bton¢ komodrkowa. Ma to
zwigzek z ich stopniem deacetylacji, masag molowa oraz §rodowiskiem wodnym w jakim
znajduje si¢ chitozan (pH). Waznym czynnikiem jest rowniez, pochodzenie chitozanu jak
irodzaj obrébki, ktorej zostat poddany podczas procesu deacetylacji. Protonowanie grup
aminowych w chitozanie ma istotny wplyw na mozliwo$¢ uzyskania lipofilowo-
hydrofilowych wlasciwosci chitozanu (czg¢$¢ polarna sktada si¢ z grup -NH3* i OH, a takze

hydrofilowej czes$ci gltéwnego lancucha biopolimeru). Niska gestos¢ tadunku przy
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neutralnym i zasadowym pH prowadzi do niskiej rozpuszczalno$ci, agregacji i niskiej

stabilnosci chitozanu (136—146).

6. Ciprofloxacyna jako substancja wspomagajaca dzialanie przeciwbakteryjne

chitozanu

Ciprofloksacyna jest antybiotykiem fluorochinolonowym, ktory dziata w szerokim
spektrum bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Hamuje aktywno$¢ gyrazy DNA
itopoizomerazy 1V, co skutkuje degradacja chromosomalnego DNA 1 zmniejszeniem
ekspresji genow(147). Moze by¢ stosowana jako dodatek do materialéw opatrunkowych

otrzymywanych metoda elektroprzgdzenia (148).

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa chitozanu, jak réwniez jego pochodnych, moze
by¢ zwigkszana poprzez addycje innych zwigzkéw, w tym aktywnych substancji
farmaceutycznych. Jednym z takich zwigzkéw jest cyprofloksacyna, ktora dzigki grupie
karboksylowej zawartej w jej strukturze, moze by¢ sprzegana z pierwszorzedowa grupa
aminowg chitozanu -NH,. Konwencjonalna metoda addycji cyprofloksacyny do chitozanu
poprzez proces karbodiimidowania jest stosowana do tworzenia wigzan amidowych poprzez
koniugacje grupy karboksylowej ciprofloksacyny i pierwszorzegdowej grupy aminowej

chitozanu (149).

Arauzo wraz z zespotem, uzyskat w badaniach nanowtokna chitozanu zawierajace
ciprofloksacyne, ktore zostaly wytworzone metoda elektroprzgdzenia. Cui i inni przedstawit
nanowtokniste membrany otoczone ciprofloksacyng wytworzone metoda elektrorozpylania
z wykorzystaniem wiokien o strukturze rdzen-powloka (150,151). Kolejny badacz,
Pignatello, opracowat metod¢ wytwarzania mikroczastek z wykorzystaniem metody iniekcji
strzykawka z roztworu chitozanu do uktadu koagulacyjnego ztozonego z fazy wodnej,
sktadajacej si¢ z wody i Tween 80 oraz oddzielnej fazy organicznej, sktadajacej si¢ z Softisan
S100, trimetyloaminy, bromku didecylodimetyloamoniowego 1 chlorowodorku
cyprofloksacyny w acetonie (147). Znane sa rowniez prace ktorych autorzy wykorzystywali
hydrozele do wydzielania ciprofloksacyny a takze polimerowe uktady kompozytowe (152—

156).
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7. Zastosowanie chityny i chitozanu

Wiasciwosci  chityny 1 chitozanu takie jak wysoka biokompatybilnos¢,
biodegradowalno$¢, dziatanie przeciwbakteryjne 1 przeciwnowotworowe umozliwiaja
zastosowane ich jako naturalne polimery funkcjonalne (157-161). Atrybutem tych
polimeréw jest mozliwos¢ przeksztalcania ich we widkna (162,163), blony (164-166),
hydrozele (167-169) jak i mikrokapsuty (170-172). Dzi¢ki takim mozliwo$ciom formownia
oraz sposobom ich licznej modyfikacji znajduja one zastosowanie w przemysSle
farmaceutycznym i medycynie (173-175). W przypadku zastosowania ich jako no$niki
lekow istotne jest do$¢ szybkie zdezintegrowanie ich tuz po dostarczeniu do organizmu. Nie
moze on by¢ cytotoksyczny oraz kumulowac¢ si¢ w organizmie. Wykazano, ze pochodne
chityny, takie jak N-sukcynylo-chitozan, karboksymetylochityna, hydrozel chitozanowy
1 hydroksyetylochityna wykazuja takie wlasciwosci (176—179).

Chitozan zwigksza efekt w procesie epitelizacji ran (180—182), sprzyja odbudowie
tkanek kostnych(183—186) i jest rowniez wykorzystywany w inzynierii tkankowej (187—
189). Dodatek nanorurek weglowych do rusztowania wykonanego z chitozanu wykazatl
poprawe przeplywu sygnatu miedzy synapsami. Tak wykonane rusztowania mogg byc¢
wykorzystane jako narzgdzie do stymulacji i naprawy neurondéw (190). Jako materiat
wzmacniajacy rusztowania w inzynierii tankowej, stosuje si¢ nanofirbyle chitzanowe
(191,192).

Bioaktywne materialy opatrunkowe oparte na osnowie chitoznowej przeznaczone sg
do gojenia ran i oparzen (192). Wykorzystywane sg rowniez jako pestycydy w uprawach do
ochrony ro$lin (193,194) oraz substancje konserwujace zywnos¢ (195,196). Znajduja
zastosowanie jako przeciwutleniacze w szeroko pojetym przysle spozywczym jak
i kosmetycznym (197-199). Produkowane sa z nich zarowno opakowania dla wyboréw
medycznych jak i zywnosci (200-202). Chityna i chitozan uzywane sag w adsorpcji metali

cigzkich w oczyszczalniach $ciekow (203,204).
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8. Chitozan i chityna jako prekursory hemostazy i gojenia si¢ ran

Hemostaza jest ogdétem mechanizméw, ktére przeciwdziataja wyptywowi krwi
znaczyn 1 jest waznym etapem gojenia ran. Podstawowym elementem w procesie
krzepnigcia sg plytki krwi. Chityna i chitozan z uwagi na zawarte w nich grupy aminowe
moga stuzy¢ do utrzymania hemostazy poprzez wzmocnienie efektu agregacji plytek krwi
(205)—(206). Skutecznos¢ chityny i chitozanu wynika réwniez z ich wlasciwosci
oddziatywania na ptytki krwi poprzez uwalnianie ich plytkowego czynnika wzrostu-AB

(PDGF-AB) i transformujacego czynnika wzrostu-bl (TGF-b1) (207).

Wplyw na wlasciwosci hemostatyczne chitozanu ma réwniez jego masa
czasteczkowa 1 stopien deacetylacji, Wyzszy poziom deacetylacji czasteczek chitozanu
poprawia agregacj¢ erytrocytow i plytek krwi, co stanowi istot¢ w inicjowaniu hemostazy
(208). Z uwagi na wystepowanie fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy i grup kwasu
sialowego, erytrocyty oraz plytki krwi zawieraja na powierzchni ujemny fadunek. Utrudnia
to proces ich agregacji poprzez odpychanie elektrostatyczne. Zastosowanie chitozanu
pozwala na agregacje erytrocytow poprzez ich odziatywanie na powierzchni¢ krwinek

czerwonych (209).

Jednym z rozwigzan wykorzystywanym jako srodek ulatwiajacy gojenie ran, jest folia
kompozytowa zawierajaca nanowtokna z chitozanu i chityny o zwigkszonej wytrzymatos$ci
na rozcigganie i dobrej elastycznosci (210). Zaprojektowano roéwniez asymetryczng
membrang chitozanowa laczaca mozliwo$¢ ochrony skory wraz z aktywnoscig przeciw
osadzaniu si¢ na niej bakterii. Zapobiega ona rowniez nadmiernemu parowaniu wody ze
skory (211,212). Wykazano, Ze opatrunek tekstylny zastosowany na poparzonej skorze
w postaci soli octanu chitozanu ma wysokg aktywno$¢ przeciwbakteryjng dla Pseudomonasa
aeruginosa (213). Ze wzglgdu na biokompatybilno$¢, czas degradacji oraz dzialanie
antybakteryjne, opatrunki na bazie chitozanu sg stosowane w leczeniu trudno gojacych si¢

ran (214).
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III. CEL I ZAKRES PRACY

Chitozan jest drugim naturalnym polimerem wyst¢epujacym w Srodowisku
naturalnym po celulozie. Dzigki swoim wlasciwosciom fizykochemicznym 1 aktywnosci
biologicznej cieszy si¢ duzym zainteresowaniem ws$rod badaczy. Jest polimerem
biodegradowalnym, bioaktywnym, nietoksycznym, bakteriostatycznym, biozgodnym.
Dysponuje zdolno$ciami witoknotworczymi 1 tworzenia membran. Znajduje szerokie
zastosowanie w medycynie, przemysle farmaceutycznym, kosmetologii, rolnictwie,

weterynarii jak i rowniez szeroko pojetej ochronie srodowiska.

W zwigzku z analizowanymi doniesieniami literaturowymi postawiono nastepujaca

hipoteze¢ badawcza.

Zaktada sig, iz istnieje mozliwos¢ modyfikacji powierzchni réznych form chitozanu,
za pomocg wytypowanych kwasow przy zachowaniu niezmienionej struktury fizycznej

ukierunkowanej na zwigkszenie wiasciwosci bakteriostatycznych.

W celu potwierdzenia zatozonej hipotezy badawczej zaplanowano i przeprowadzono
szereg eksperymentow. Z tak przedstawiong hipoteza badawczg sprecyzowano cel rozprawy
naukowej, ktorym jest wykazanie skutecznosci metod modyfikacji chemicznych wtdknin
oraz folii chitozanowych jak i okreslenie wplywu wytypowanych modyfikacji na dziatanie

przeciwdrobnoustrojowe opracowanych materiatow.

Dodatkowo w niniejszej pracy podjeto probe analizy sposobu i formy przytaczenia

ciprfloksacyny do powierzchni folii wykonanej z chitozanu.
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Cele szczegbdtowe badan:

e Wytworzenie form strukturalnych chitozanu (wtdknina, folia jako uktad modelowy
do badan zmian powierzchni).

e Modyfikacje form chitozanu poprzez osadzanie par kwaséw na widkninie w celu
nadani im wlasciwos$ci przeciwbakteryjnym i dodatkowo przeciwgrzybiczym.

e Modyfikacje warstw powierzchniowych folii chitozanowej poprzez przytaczenie
adduktu ciprofloksacyny jako czynnika o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.

e Potwierdzenie struktury i sposobu przylaczenia si¢ ciprofloksacyny do powierzchni

materialu chitozanowego.

W pierwszym etapie pracy wytworzono widkniny oraz folie chitozanowe. Widkniny
otrzymano technika zgrzeblarkowa. Foli¢ wykonano metoda odlewania z roztworu.
Okreslono, ktéry z uzytych roztwordow kwasow jest najdogodniejszym rozpuszczalnikiem do
formowania folii chitozanowe;.

W drugim etapie zmodyfikowano wtdkning¢ chitozanowg poprzez chemiczny proces
kondycjonowania uktadu w oparach ré6znych kwasow organicznych i nieorganicznych.

W kolejnym etapie pracy poddano modyfikacji modelowy uktad powierzchni
w postaci folii chitozanu przy - ciprofloksacyny.

Nastepnie zastosowano dodatkowy proces, kondycjonowania uzyskanych uktadow
w nasyconych parach kwasu organicznego celem zwigkszenia efektu bakteriostatycznego i
zwigkszenia efektu antybakteryjnosci w procesie przeksztalcenia wolnych grup aminowych
do grup amoniowych soli chitozanu.

Dodatkowo okreslono metodg 19F MAS NMR w jakiej postaci krystalicznej na

powierzchni chitozanu przylacza si¢ lek ciprofloksacyna.
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Metody wytwarzania materiatdw chitoznowych oraz metody badawcze zastosowane

W pracy:

Metoda zgrzeblenia do wytworzenia struktury wioknistej przy pomocy maszyny
wtokienniczej] BEFAMA.

Metoda odlewania z roztworu polimeru w celu otrzymania folii chitozanowe;.
Dokonano charakterystyki powierzchni przy pomocy: skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM), mikroskopii sit atomowych (AFM).

Dokonano potwierdzenia modyfikacji chemicznej chitozanu za pomoca:
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (1H-NMR, 13C CP/MAS,19F
MAS NMR), spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni z catkowitym odbiciem
promieniowania podczerwonego (FTIR ATR).

Dokonano sprawdzenia sorpcji ciprofloksacyny na powierzchni form chitozanu za
pomocga chromatografii cieczowej (RP-HPLC).

Dokonano Pomiaru degradacji roztworéw chitozanu przy uzyciu wiskozymetru
Ubbelohdea oraz chromatografii zelowej (GPC/SEC).

Dokonano oznaczenia dziatania przeciwdrobnoustrojowego wobec bakterii Gram-
dodatnich 1 Gram-ujemnych metodami mikrobiologicznymi.

Przeprowadzono oceng¢ aktywnosci cytotoksycznej materialu badawczego za pomoca

testu na % hemolizy przy uzyciu ludzkich czerwonych krwinek.
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IV. CZESC EKSPERYMETALNA

4. Materialy i metody badawcze
4.1. Materialy

Do badan kinetyki degradacji chitozanu wykorzystano:
e chitozan produkt handlowy Primex-ChitoClear HGQ 110 Iceland o stopniu

deacetylacji 95% (dane producenta) i masie molowej 200 kDa.

Wykorzystano kwasy organiczne:
e kwas octowy (pKa =4,76), kwas jabtkowy (pKa =3,51; 5,03), kwas mrowkowy (pKa
= 3,75), ktore byly produktem handlowym POCH Gliwice, Polska,
e kwas mlekowy 80% (pKa = 3,86) byt produktem handlowym CHEMPUR, Polska.

Wszystkie kwasy byly odczynnikami czystymi do analizy i posiadaly 99,9-99,99%
substancji w swoim skladzie.
Do przygotowania rozcienczonych roztworow kwasOw organicznych uzyto wody

destylowane;.
Materiat uzyty do wytworzenia widkniny chitozanowe;j:
e wilokna chitozanowe klasy medycznej, produkt handlowym firmy Hismer Biotech-
nology Co. Ltd, Chiny. Stopien deacetylacji uzytego polimeru wynosit 91,8.

Zastosowano witokna 2,02 dtex x 30 mm o wytrzymatosci 12cN/tex i

wydhuizeniu wzglednym 1,5%.
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Materiaty wykorzystane do otrzymania filmow chitozanowych:

Chitozan (CS1), ktory byt produktem handlowym Pol-Aura, Polska, masa
czasteczkowa 890 kDa;

Chitozan (CS2), ktory byt produktem handlowym Pol-Aura, Polska, masa
czasteczkowa 30 kDa;

Chitozan (CS3), ktéry byt produktem handlowym Qingdao Chibo Biotech, Chiny,
masa czasteczkowa 150 kDa;

Chitozan (CS4), ktéry byt produktem handlowym Qingdao Chibo Biotech, Chiny,
masa czasteczkowa 325 kDa,

Chitozan (CS5), ktéry byt produktem handlowym Qingdao Chibo Biotech, Chiny,
masa czasteczkowa 84 kDa;

Chitozan (CS6), ktéry byt produktem handlowym Qingdao Chibo Biotech, Chiny,
masa czasteczkowa 60 kDa.

Wodorotlenek sodu (granulki), PURE P.A., ktéry byl produktem handlowym
POOCH Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Polska

kwas octowy (pKa = 4,76), PURE P.A., ktory byl produktem POCH Polskie

Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Polska,

Modyfikacji widknin chitoznowych dokonano za pomocg kwasow organicznych i kwasu

solnego:

kwas octowy (99,5%-99,9% PURE P.A.),
kwas mrowkowy (98-100% PURE P.A.),
kwas propionowy (99,5% PURE P.A.),
kwas mastowy (99% Thermo Scientific)
kwas walerianowy (99%, Thermo Scientific)
kwas solny (35-38% PURE P.A.),

alkohol etylowy (99,8% CZDA)
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Podstawowymi materiatami w modyfikacji folii chitozanowej byty:

ciprofloksacyna (CIP) o numerze AC58172, produkt handlowy firmy Biosynth Ltd,
Wielka Brytania

wodorotlenek sodu, PURE P.A., produkt handlowy firmy POCH Polskie Odczynniki
Chemiczne, Polska

kwas octowy (pKa = 4,76), PURE P.A., produkt handlowy firmy POCH Polskie

Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Polska,

4.2. Aparatura

W badaniach do$wiadczeniach wykorzystano nastepujacy sprzet:

Spektrometr FTIR, Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA)

Spektrometr Brucker AM 400 (Brucker, Germany)

Spektrometr Bruker Avance 111 400 MHz (Brucker, Germany)

Spektrometr Bruker Avance I1I 600 MHz, (Brucker, Germany)

Mikroskop AFM Multimode 8 firmy Bruker (Bruker Nano Surfaces Division, USA)
Wiskozymetr SI Analytics GMBAh, nr kapilary 532.11/la (Mainz, Germany)
Chromatogaf zelowy system Agilent Technologies GPC / SEC z pompa 1260 ISO i
autosamplerem 1260 ALS wyposazony w detektor refraktometryczny Optilab T-rEX
(Wyatt Technology, USA)

Chromatograf cieczcowy RP-HPLC, Waters €2695 Separations Module, detektor
Waters 2998 PDA

Skaningowy mikroskop elektronowy Nova NanoSem 200 (FEI, Eindhoven,
Holandia) wyposazonego w spektrometr dyspersji energii EDS (EDAX, Tilburg,
Holandia) z detektorem LVD wraz uktadem napylania Leica EM ACE 600

Zestaw wlokninowy wyposazony w zgrzeblarke watkowa BEFAMA, laboratoryjna,
z obiciem elastycznym wyposazong w uktadacz poziomy ASSELIN do formowania

wtoknin o poprzecznym ulozeniu widkien; igtowarka BEFAMA, jednoplytowa, z

gorng plyty ighujacy
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4.3. Wytwarzanie materialow chitozanowych

4.3.1. Badania degradacji chitozanu w wodnych roztworach kwasow

Procedura przygotowania roztwordw chitozanu do kinetyki degradacji w roztworach
kwasow organicznych byla nastepujaca: 194g wody destylowanej, 6g danego kwasu
organicznego i 10g chitozanu umieszczono w kolbie stozkowej. Przygotowane roztwory
mieszano przez 24 godziny za pomocg mieszadla magnetycznego w temperaturze pokojowej,
a nastgpnie probki przechowywano w komorze o kontrolowanej temperaturze rownej 20°C.

Po uptywie zalozonego w eksperymencie czasu degradacji, z probki poddanej
degradacji pobrano cz¢s$¢ roztworu i umieszczono w temperaturze - 18 °C w celu zatrzymania
dalszego procesu degradacji. Nastgpnie probki poddano procesowi liofilizacji w celu
usuni¢cia rozpuszczalnika. Otrzymane porowate struktury soli chitozanu i okreslonego

kwasu rozpuszczono w wodzie. Tak przygotowane roztwory stanowity probki do dalszych
badan.

4.3.2. Wytwarzanie wloknin chitozanowych metoda zgrzeblenia

Proces wytworzenia widknin chitozanowych przeprowadzono wykorzystujac zespot
zgrzeblarek watkowych. Za pomoca metody zgrzeblenia. Podstawowa czynnoscig byto
utworzenie wtoknistego runa w postaci zageszczonego uktadu wtokien. Zasadniczy proces

tworzenia skladat si¢ ze zgrzeblenia widkien i formowania.

Nastgpnie wytworzong strukture widkniny z biodegradowalnych widkien
chitozanowych igtowano. Produkt koncowy uzyskany z wtokien elementarnych miat mase

powierzchniowg 120 g/m?.
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Tabela 1. Parametry zgrzeblenia.

Parametry zgrzeblenia
Zasilanie catkowite 30 g/ na pole szczeblaka zasilajacego
Parametry iglowania odbior 150 Hz, 1,5 cm (nastaw watka
odbierajacego)
Rodzaj igiet 15x18x40x3 2 RB
Gleboko$¢ igtowania, mm 12
Gestos¢ uiglenia 9,5
Liczba przeiglowan, cm™ 30
Krotno$¢ przeigtowan 1

4.3.3. Wytwarzanie folii chitozanowych

Procedura wytwarzania folii chitozanowych obejmowata przygotowanie roztwordéw
chitozanu z: 194 g wody destylowanej, 6 g kwasu organicznego i 10 g okreslonego chitozanu
umieszczonego w kolbie stozkowej. Tak przygotowang zawiesing mieszano przy uzyciu
mieszadla mechanicznego (200 obr./min) przez 24 godziny, do uzyskania jednorodnego
roztworu.

Nastepnie probki odwazono na wadze laboratoryjnej. Kazda o masie 3,5 g wylano
na szalke Petriego (50x12 mm). Szalki umieszczono w suszarce laboratoryjnej. Suszono
w temperaturze 70°C do catkowitego zestalenia polimeru. Suchg foli¢ odklejano od szalki za
pomoca 2% roztworu lugu sodowego. Folie poddano procesowi plukania w wodzie
destylowanej w temperaturze 60°C. Wyptukane mokre folie chitozanowe umieszczono na
folii PET i przykryto bibulg filtracyjng. Prasowano pod obcigzeniem 8 kg/m? do catkowitego

wysuszenia.
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4.4. Modyfikacje wytworzonych materialow chitozanowych

Proces modyfikacji umozliwia poprawe szeregu ich wtasciwosci fizykochemicznych.
Modyfikacja moze mie¢ charakter fizyczny lub chemiczny.

Modyfikacja fizyczna polega na ukierunkowanej zmianie jego wlasciwosci
czynnikami fizycznymi, takimi jak np. energia cieplna, ultradZzwigki, pole elektryczne i
magnetyczne prowadzacych do zmiany kompozycji polimerowej. Modyfikacja chemiczna
polimeru polega na zmianie jego wlasciwosci przez kontrolowana zmiang skladu
chemicznego makroczasteczek. Zachodzi ona najczgséciej podczas wprowadzania nowych

grup funkcyjnych do czasteczek polimeru lub przemiany grup funkcyjnych w polimerze.

Do przeprowadzenia modyfikacji chemicznej uzyto dwoch form chitozanowych:

wioknine igtowang i folig.

4.4.1. Modyfikacja wloknin chitozanowych

Pierwszym sposobem modyfikacji byla obrobka widknin nasyconymi parami
wytypowanych kwaséw. Do modyfikacji uzyto par nasyconych odpowiedniego kwasu
znajdujacego si¢ w komorze eksykatora. Uzyto kwasu solnego, octowego, mréwkowego,
propionowego, mastowego i walerianowego.

Modyfikacji dokonano w nastepujacej procedurze: szalki Petriego o $rednicy 20 cm
zawierajace 20 ml poszczegdlnych kwasow umieszczono w szeSciu eksykatorach
o pojemnosci 3 dm?. Po 24 godzinach wnetrze eksykatora byto nasycone oparami kwasu.
Widkniny chitozanowe umieszczano kolejno w srodowiskach kwasowych. Probki pobierano
w odstepach co 15-minut w czasie 120 min. Probki po obrébce w atmosferze kwasow zostaty
umieszczone w kolejnym eksykatorze na 24 godziny nad statym wodorotlenkiem potasu,
celem usunigcia pozostatosci kwasu skondensowanego na powierzchni widknin. Po wyjeciu
z eksykatora probki odgazowano za pomoca pompy prozniowej. W koncowej fazie
eksperymentu probki witoknin suszono w suszarce laboratoryjnej przy temperaturze

do 40 °C, przez okres do 2 godzin.
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Podczas procesu przechowywania probek w atmosferze kwasow nastgpowata
kondensacja oparéw kwasu na powierzchni wioknin a nastgpnie zachodzila reakcja

chemiczna na granicy faz pomigdzy czasteczkami kwasu i chitozanu.

Drugi spos6éb modyfikacji polegat na poddawaniu widknin chitozanowych dziataniu
roztworu kwasu octowego w etanolu wraz z procedura plukania w czystym etanolu.
Przygotowano kolejne roztwory kwasu octowego rozpuszczonego w etanolu o st¢zeniach:
5%, 10%, 15%. Nastepnie 12 probek widknin o wymiarach 5 x 5 cm? i masie 1 g umieszczono
w zlewkach, do ktérych wlano 200 ml kazdego roztworu. Probki zanurzano w roztworze na
okres od 10 min do 60 min w odstgpach co 10 minut. Po tym czasie, wyj¢to, probki
przeplukano dwukrotnie w czasie 5 minut czystym etanolem, co pozwolito usuna¢ nadmiar
kwasu. Nastgpnie nadmiar cieczy odci$ni¢to, osuszono za pomoca bibuly filtracyjne;.
Pozostawiono na czas 24 godzin w temperaturze 25 °C do uzyskania stalej masy. Dodatkowo
wlokning suszono w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 40 °C przez 2 godziny. Cala

procedur¢ powtdrzono dla kazdego z roztworow.

Trzeci sposéb modyfikacji widknin chitozanowych byl podobny do drugiego,
poniewaz obejmowal poddanie probek dziataniu kwasu octowego w etanolu, ale po
zakonczeniu modyfikacji zrezygnowano z plukania w czystym etanolu. Przygotowano
roztwory kwasu octowego w etanolu o stezeniach: 5%, 10%, 15%. Nastepnie 12 probek
wioknin o wymiarach 5 x 5 cm? i masie 1 g umieszczono w zlewkach, do ktorych wlano 200
ml kazdego roztworu. Kazda z prébek zanurzono na okres od 10 min do 60 min, wydtuzajac
czas o 10 minut dla kolejnych probek. Po tym czasie nadmiar roztworu odci$ni¢to, osuszono
za pomocg bibuly filtracyjnej. Pozostawiono na czas 24 godziny w temperaturze 25 °C do
uzyskania stalej masy. Nastgpnie wiokning suszono w suszarce laboratoryjnej
w temperaturze 40 °C przez 2 godziny. Cata procedur¢ powtdrzono dla kazdego

Z TOZtWOrow.
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4.4.2. Modyfikacja folii chitozanowych

Modyfikacj¢ warstw powierzchniowych folii chitozanowych przeprowadzono
zgodnie z procedurg stosowang dla wioknin modyfikowanych parami nasyconymi kwasu
octowego. Kolejnym etapem modyfikacji folii chitozanu byta reakcja addycji antybiotyku
ciprofloksacyny z roztworu NaOH. Nast¢pnie zastosowano potaczenie tych dwoch metod
w celu uzyskania efektu synergii dziatania biobodjczego soli amoniowych chitozanu
uzyskanych w wyniku dziatania kwas6w oraz adduktu antybiotyku.

W pierwszym przypadku zmodyfikowano folie chitozanowe w $rodowisku par
nasyconych kwasoéw. Podczas modyfikacji szalki Petriego o $rednicy 20 cm zawierajace 20
ml kwasu umieszczono w eksykatorze o pojemnosci 3 dm?. Po 24 godzinach w eksykatorze
uzyskano $rodowisko nasycone parami kwasu octowego. Folie chitozanowe umieszczono
w srodowisku kwasowym na czas 2 godzin. Probki po obrobce w atmosferze kwasu zostaly
umieszczone w kolejnym eksykatorze na 24 godziny nad stalym wodorotlenkiem potasu
celem usunigcia resztek kwasu skondensowanego na powierzchni folii. Nastgpnie folie
odgazowano za pomoca pompy prozniowej. W koncowej fazie eksperymentu probki folii

suszono w suszarce laboratoryjnej przy temperaturze do 40 °C przez 2 godziny.

W drugim przypadku modyfikacja folii chitozanowych dokonana zostata przez
nanoszenie roztworu soli sodowej ciprofloksacyny na powierzchnig¢ folii. Na folie naniesiono
roztwor soli sodowej ciprofloksacyny o stezeniu ¢ = 5 x 10"* mol/dm? o objetosci 10 ml. Jako
rozpuszczalnika uzyto ultraczystej wody. Folie poddano dziataniu roztworu soli
ciprofloksacyny przez 12 godzin. Membrany przemywano trzykrotnie 10 mililitrami
ultraczystej wody, w celu usuni¢cia nadmiaru ciprofloksacyny. Nastepnie probki folii

suszono w suszarce laboratoryjnej przy temperaturze do 40 °C w czasie 2 godzin.

Przed powyzej poddang procedura modyfikacji, folie poddano dziataniu roztworu
NaOH o stezeniu ¢ = 5x102 mol/dm® w czasie 2 godzin celem rozluznienia struktury
polimeru. Po tym czasie folie przemyto ultraczystag woda i poddano dziataniu roztworu soli
sodowej ciprofloksacyny.

W trzecim przypadku modyfikacji folii dokonano w polaczeniu drugiego sposobu

Z pierwszym.
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4.5. Cze¢s¢ analityczna

4.5.1. Oznaczanie iloSci grup amoniowych

Standardowa procedura okreslenia ilosci grup amoniowych na powierzchni form
chtozanowych oparta byla na odwréconym miareczkowaniu zaadsorbowanych reszt
kwasowych 1 przebiegata nastepujaco: do zlewki wprowadzono 50 ml wodorotlenku sodu o
stezeniu 0,1 mol/dm? i dodano 0,1 g modyfikowanej widkniny. Nadmiar wprowadzonego
wodorotlenku sodu miareczkowano konduktometrycznie dodajac pipeta automatyczng
porcjami 1 mL kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/dm® w odstgpach co 2 minuty.
Odczytywano przewodno$¢ roztworu. Nastepnie ilo§¢ obecnego kwasu na powierzchni form
chitozanowych obliczono na podstawie wykresu przewodnosci roztworu. Analogiczng

procedurg powtérzono dla wszystkich probek.

Objetos¢ retencji okreslono przy uzyciu nastepujacych wzoréw:

Liczbe zaadsorbowanych moli kwasu (mol) wyznaczono ze wzoru

Ny = Nygon — Nycr (Mol) (1)

gdzie:

nNaOH = Cnaon*VNaon
nHCL = Cuci*Vual
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Liczbg przytaczonych grup kwasowych (AAG) na widkninie wyznaczano ze wzoru:

Ny

AAG ==
m

gdzie:

nx— liczba zaadsorbowanych moli kwasu (mol/g)
m — masa wldkniny

Pojemnos¢ retencyjng (RV) widkniny wyznaczano przy pomocy wzoru:

Ny

RV = —— x100%

M chitozanu

gdzie:

nx — liczba zaadsorbowanych moli kwasu (mol/g)
m — masa wldkniny
Mchitozan — masa molowa chitozanu

(2)

3)
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4.5.2. Analiza FTIR kwasowej formy soli chitozanu

Analizowano struktury molekularne wtokniny chitozanowej za pomoca spektrometru
FTIR, Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA), w trybie ttumionego catkowitego odbicia
(ATR) z krysztatem diamentowym (kat padania 45°). Warunki pomiaru byty nastepujace:
rozdzielczo$¢ wynosita 2cm!, zakres promieniowania podczerwonego (IR) wynosit 4000-
600cm’!, a w celu uzyskania widm absorpcji przeprowadzono 32 procedury skanowania
kazdej probki promieniowaniem IR. Widma absorpcyjne badanych preparatow witdokien
wykre§lono w uktadzie: A=f(1/1) jako podstaw¢ do interpretacji struktury molekularnej
wiokniny.

Wzory (4), (5) zostaly wykorzystane do okreslenia stopnia acetylacji (DA). Do obliczen
wykorzystano oprogramowanie Thermo Scientific ™ OMNIC ™ Spectra zgodnie z danymi

(215).

DA(%) = fﬁ x 100/1.33 (4)

gdzie:
Aiesss, Azaso- warto$ci pola powierzchni piku absorbancji od odpowiedniej linii bazowej
poszczegolnego pasma dla charakterystycznych grup w chitozanie.

DA(%) = (22— 0.03822)/0.03133 (5)

1410
gdzie:

Ai320, A1410- warto$ci pola powierzchni piku absorbancji od odpowiedniej linii bazowej
poszczegolnego pasma dla charakterystycznych grup w chitozanie.
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4.5.3. Pomiary lepkosci roztworow chitozanowych

Procedura pomiaru lepkos$ci istotnej roztworéw chitozanu po procesie degradacji
w roztworach kwasu byla nastgpujaca: probki chitozanu po procesie degradacji w postaci
liofilizowanych pianek rozpuszczano w kwasie octowym o stezeniu 3%, uzyskujac stezenie
polimeru 0,2 g/100 cm?.

Przeprowadzono pomiar przy uzyciu wiskozymetru firmy SI Analytics GMBAh,
Mainz, Niemcy, nr kapilary 532.11/la w temperaturze 25 °C. Dodano odpowiednig ilos$¢
NaCl, tak aby powstate roztwory zawieraty odpowiednio 0,25 mol/dm?® chitozanu i 0,25 M

chlorku sodu.

Zredukowang lepko$¢ istotng roztworéw chitozanu wyznaczono z zalezno$ci

Salomona-Ciuta (216):

NGl
[77] = 72\/ Nspec — Inn,e (6)

gdzie:

[I]] — zredukowana lepkos¢ istotna
C - stgzenie polimeru
Dspec - lepko$¢ wiasciwg

I)rel - lepkos¢ wzgledna

Wyznaczono $rednig wiskozymetryczng mas¢ molowa chitozanu wedlug wzoru
Marka-Houwink-Sakrura (217) dla parametru K=1.57x10-4 1 a =0.79 zgodnie zdanymi

literaturowymi (218):

[n] = 1.57 x 107*M27° (7)
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4.5.4. Analiza chromatografii zelowej GPC/SEC probek chitozanu po procesie
degradacji

Przeprowadzono badania molekularne chitozanu, w tym wyznaczanie funkcji
rozkladu mas molowych (MMD), S$rednich warto§ci mas molowych (Mn, Mw)
1 polidyspersyjnosci (Mw/Mn), metoda chromatografii zelowej GPC/SEC.

Wykonano analiz¢ GPC/SEC w roztworze buforowym zawierajacym 0,2M octanu
sodu i 0,3M kwasu octowego przy szybkosci przeptywu 0,8 ml/min. System Agilent
Technologies GPC / SEC z pompa 1260 ISO i autosamplerem 1260 ALS byt wyposazony w
detektor refraktometryczny Optilab T-rEX (Wyatt Technology, USA). Separacja
makroczasteczek odbywata si¢ w systemie kolumn (Agilent) 2x PL aquagel OH Mixed,
o dlugosci 300 mm, w temperaturze 30°C. Kalibracj¢ kolumn przeprowadzono przy uzyciu
wzorcow Varian PEO/PEG o masach molowych w zakresie od 1970 D do 278 100 D. Wyniki
analizy GPC/SEC w postaci funkcji rozktadu mas molowych (MMD), §rednich warto$ci mas
molowych (Mn,Mw) i polidyspersyjnosci (Mw/Mn) obliczono stosujac uniwersalng metodg
kalibracji, gdzie parametry a i K rownania Mark-Houwink-Sakurada wynosza odpowiednio:
dla wzorcow PEO/PEG a = 0,625 1 k = 62x10-5 ml/g, a dla chitozanu a = 0,76 1 k = 74x10-5
ml/g (219).

4.5.5. Analiza spektroskopia 1-H NMR probek chitozanu

Okreslono strukturg chemiczng i DDA niezmodyfikowanych probek chitozanu, jak
réwniez probek chitozanu po obrébce kwasem za pomoca analizy spektroskopii 1H-NMR na
spektrometrze Brucker AM 400 przy uzyciu mieszanego rozpuszczalnika DCI 1 D2O (1%,
w/w) z obecnoscig DSS jako wzorca wewngtrznego.

Przygotowano probki w nastepujacy sposob: 50mg soli chitozanu otrzymanych przez
liofilizacje roztworu w odpowiednim kwasie, zdyspergowano w D,O i po homogenizacji
rozpuszczono przez dodanie DCI1 (D2O/DCI 36:1, v/v). Po utworzeniu homogenicznego
roztworu wykonano pomiary w temperaturze 303 K przy uzyciu 32-skanowej akumulacji

impulsow.
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Stopien deacetylacji chitozanu obliczono za pomoca nast¢pujacego wzoru:

A—CHj
€3-C6

DDA =100 — X 166.67 (8)

gdzie:

A-CH3 — pole powierzchni sygnatu protondéw grupy acetamidowe;j
C3-C6 — pole powierzchni sygnalow protonow przy weglach od 3 do 6 w pier§cieniu

cukrowym chitozanu

4.5.6. Analiza spektroskopii 1H - NMR soli kwasow chitozanu

Procedura przygotowania probek soli kwaséw chitozanu do analizy spektroskopii 1H NMR
byta analogiczna jak procedura sporzadzania roztwordw przedstawiona w punkcie 4.5.5.
Stopien deacetylacji chitozanu obliczono przy uzyciu nast¢pujacego wzoru, gdzie DS

jest stopniem podstawienia (9):

DS =3— ©)

gdzie:

AC H — pole powierzchni sygnatlu protonu pochodzacego od reszty kwasowej atomu wegla
przytaczonej do chitozanu

H2 — pole powierzchni sygnatu protonu przy drugim atomie wegla w pierscieniu cukrowym

chitozanu
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4.5.7. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa folii chitozanowych

Odporno$¢ drobnoustrojéw wymusza poszukiwania skutecznych materiatow,
substancji wskazujacych na dzialania przeciwdrobnoustrojowe, o szerokim spektrum
dziatania, jednoczes$nie bezpiecznych dla organizmu.

Przygotowanie probek do badan przeciwdrobnoustrojowych polegato w pierwszej
kolejnosci na pocieciu zmodyfikowanych probek chitozanu na kawatki o powierzchni 1 cm?.
Procedur¢ badawcza opracowano wykorzystujac z niewielkimi modyfikacjami badania
opisane przez Maciejewska (220). Testy wykonano na referencyjnych szczepach
bakteryjnych. Badania przeprowadzono zgodnie z procedurami zalecanymi przez Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI). Aktywnos¢ badano na podiozu Mueller Hinton
Broth II (Biocorp, Warszawa, Polska) metoda mikrorozcienczen bulionowych na
polistyrenowych ptytkach 96-dotkowych (Kartell, Noviglio, Wtochy). Dodawano inokulum
bakteryjne w ilosci ok. 5 x 105 CFU/ml. Ptytki inkubowano przez noc w temperaturze 37°C.

Przeprowadzono dwa testy mikrobiologiczne w celu oceny wlasciwosci

przeciwdrobnoustrojowych materiatow. Oceniono toksyczno$¢ chitozanu.

4.5.8. Podatno$¢ na kolonizacje¢ mikrobiologiczna probek wlokniny chitozanu

Spostrzezona podatno$¢ dostepnych materiatow do zastosowan medycznych na
kolonizacje mikrobiologiczng jak i rowniez dostrzegana wigksza odporno$¢ drobnoustrojow
na $rodki biobojcze, wymusza prowadzenie badan nad nowymi, modyfikowanymi
materiatami celem zapobiegania zjawisku adhezji bakterii do ich powierzchni.

Niesterylne probki chitozanu umieszczono w 24-dotkowych plytkach ptaskodennych
zawierajacych pozywke Mueller Hinton II Broth (dla bakterii) oraz pozywke Sabouraud
Broth (dla grzybéw) w celu oceny odpornosci materiatow na kolonizacje mikrobiologiczna.
Inkubowano fragmenty probek chitozanu przez 24 godziny w temperaturze 37°C (w celu
zaobserwowania wzrostu bakterii) oraz w temperaturze 25°C (w celu zaobserwowania
wzrostu grzybow). Po inkubacji, 10 pl pozywki z kazdego dotka wysiano na ptytki agarowe.

Dokonano oceny wizualnej wygladu kolonii po uptywie 24 godzinnej inkubac;ji.
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4.5.9. Aktywnos¢ bakteriobojcza wloknin chitozanowych

W celu przeprowadzenia badania aktywnosci bakteriobdjczej zmodyfikowanego
materialu wykonano test wedlug podobnej procedury jak w przypadku badan ich podatnosci
na kolonizacj¢ mikrobiologiczng (przedstawiona w punkcie 4.5.8), z rdznicg, uzycia
inokulum bakteryjnego. Sprawdzano zdolno$ci zmodyfikowanego materialu chitozanowego
na dziatanie przeciw mikroorganizmom. Nasaczono probki chitozanu za pomoca 0,5 ml
zawiesiny bakteryjnej o gestosci 0,5 McFarlanda. Uzyto dwoch szczepow referencyjnych:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 1 Escherichia coli ATCC 25922. Inkubowano probki
przez 24 godziny w temperaturze 37 °C. Wysiewano po inkubacji, 10 pul pozywki z kazdej

studzienki na ptytki agarowe i obserwowano liczb¢ kolonii.

4.5.10. Aktywnos¢ hemolityczna probek chitozanu

Przeprowadzono test hemolizy, wykorzystujac niektore etapy procedur badawczych
opisanych wczesniej przez Avrahami (221). Procedura badawcza przedstawiata sie
nastepujaco: Ludzkie krwinki czerwone ze §wiezej krwi pobrane do probowek z EDTA jako
antykoagulant. Odwirowano krew, a osocze ponownie usuni¢to. Po przeptukaniu roztworem
PBS przygotowano 4% roztwor RBC. Fragmenty chitozanu umieszczono fragmenty
chitozanu w 0,5ml roztworu krwinek czerwonych i inkubowano przez 1 godzing
w temperaturze 37°C. Przygotowano procedurg kontrolng z 0% hemoliza (erytrocyty z PBS)
1 100% hemoliza (erytrocyty z 1% Tritonem-X). Po inkubacji 100uL roztworu, z kazdego
dotka przenoszono do 96-dotkowej ptytki i odwirowywano (1 h, 4 °C, 7 min, 1000 x g).
Otrzymany przesacz ponownie zawieszono w nowej plytce i zmierzono uwalnianie

hemoglobiny. Przeprowadzono pomiar absorbancji UV-VIS z maksimum przy 540 nm.
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4.5.11. Wyznaczanie kinetyki degradacji chitozanu

Kinetyke degradacji chitozanu okreslono na podstawie zalezno$ci okreslajacej
zmiany mas czasteczkowych w funkcji czasu oddzialywania kwasu organicznego. W tym
celu skorzystano zalezno$¢ opisujacej kinetyczng degradacji przez hydrolize wedlug

mechanizmu pierwszego rzedu (219) (222).

1 1

Xt (10)

k
(Mw) t (Mw) to0 M

gdzie:

(Mw)o — $rednia wagowa masa molowa polimeru przed degradacja [g/mol]
(Mw); - srednia wagowa masa molowa polimeru po degradacji w czasie [g/mol]
k - stata szybkos$ci degradacji

t - czas degradacji [min]

M- masa molowa chitozanu [g/mol]

4.5.12. Analiza GPC/SEC - okreslenie masy czasteczkowej chitozanu

Przeprowadzono badania molekularne chitozanu, w tym wyznaczono funkcje
rozkladu mas molowych (MMD), $rednie wartosci mas molowych (Mn, Mw) oraz
polidyspersyjnosci  (Mw/Mn). Pomiary wykonano za pomoca chromatografii
zelowej/chromatografii wykluczania (GPC/SEC) zgodnie z procedura opisang w artykule

(223).
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4.5.13. TloSciowa ocena zawartosci cirpofloksacyny w fizycznym addukcie chitozan -
cirpofloksacyna metoda RP-HPLC

Wyznaczono ilo§¢ zaadsorbowanej cirpofloksacyny poprzez pomiar jej ubytku
z roztworu o stezeniu 2 mg/100 ml w ciggu 48 godzin, w ktérym zanurzono chitozanowy
dysk (foli¢) o $rednicy 6 cm. Testy przeprowadzono metoda HPLC. Dla kazdego punktu
pomiarowego wykonano 6 analiz. Wyniki te stanowily podstaw¢ do uzyskania warto$ci
$redniej dla danego punktu pomiarowego. Analizy przeprowadzono po 3, 6 i w przedziale od
10 do 60 minut oraz po 21, 24 i 48 godzinach. Mierzono absorpcj¢ cirpofloksacyny przy
dlugosci fali 278nm, metoda analityczng: 10-100%, 10 minut, 0,5 ml/min, 25°C, faza
ruchoma (A) woda i (B) acetonitryl, oba rozpuszczalniki zawierajace 0,1% (v/v) kwasu
mrowkowy. Kolumna Agilent, Zorbax SB-C18, 4.6x50mm, 1.8um. Objeto$¢ zastosowanej
probki wynosita 20ul. RP-HPLC, Waters €2695 Separations Module, detektor Waters 2998

PDA, oprogramowanie Empower 3.

4.5.14. Analiza powierzchni adduktu cirpofloksacyny do chitozanu metoda AFM

Wykonano pomiary w trybie PeakForce Tapping, przy uzyciu mikroskopu AFM
Multimode 8 firmy Bruker. Bruker Nano Surfaces Division, Santa Barbara, CA USA. Skany
AFM uzyskano rejestrujac 512 linii dla kazdego obrazu, skanujac je z czestotliwoscig okoto
1 kHz.

Te same parametry analizy AFM zastosowano dla prébek folii chitozanu poddanych

dziataniu roztworu cirpofloksacyny w NaOH i pary nasyconej kwasu octowego.

4.5.15. Analiza powierzchni adduktu cirpofloksacyny do chitozan - metoda SEM

Probki folii chitozanu modyfikowanych antybiotykiem przymocowano do stolikéw
mikroskopowych za pomoca przewodzacej taSmy weglowej. Nastepnie probki pokryto
warstwg wegla o grubosci 10 nm. Do tego celu wykorzystano napylarke Leica EM ACE 600.
Obserwacje mikrostruktury 1 analizy chemicznej przeprowadzono za pomoca
wysokorozdzielczego skaningowego mikroskopu elektronowego Nova NanoSem 200 (FEI,

Eindhoven, Holandia) wyposazonego w spektrometr dyspersji energii EDS (EDAX, Tilburg,
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Holandia). Dokonano obserwacji i analizy w warunkach niskiej prozni (60Pa), z detektorem

LVD pracujacym w trybie elektronow wtdrnych i przy napigciu przyspieszajacym 10kV.

4.5.16. Analiza fizycznych adduktow folii chitozan i chitozan - cirpofloksacyna
poddanych dzialaniu oparéw kwasu octowego metoda FTIR

Analizowano struktury molekularne witdknin chitozanowych za pomoca
spektrometru FTIR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) w trybie
thumionego catkowitego odbicia (ATR), z krysztalem diamentowym (kat padania 45°).
Warunki pomiaru byty nastepujgce: rozdzielczo$¢ wynosita 2 cm™!, zakres promieniowania
podczerwonego (IR) wynosit 4000-600 c¢cm™. W celu uzyskania widm absorpcji
przeprowadzono 32 procedury skanowania kazdej probki przeprowadzono przy uzyciu
promieniowania IR w celu uzyskania widm absorpcji. Widma absorpcyjne probek zostaty
wykre§lone w uktadzie A = f(1/1), jako podstawa do interpretacji struktury molekularnej
wiokniny.

4.5.17. Analiza fizycznego adduktu chitozan — cirpofloksacyna metoda NMR

Wykonano eksperymenty 13C NMR. Zarejestrowano na spektrometrze Bruker
Avance III 600 o czgstotliwosci roboczej 150,93 i1 600,15 MHz odpowiednio dla 13C i1 1H.
W kazdym eksperymencie probke umieszczano w 4 mm rotorze ZrO; i wirowano
z predkosciag 8 kHz. Mierzono widma 13C CP/MAS z czasem powtarzania 10 s w
temperaturze otoczenia. Probka chlorowodorku histydyny znakowanego U-13C, 15N zostata
uzyta do ustawienia warunku Hartmanna-Hahna dla 13C, z dlugos$cia impulsu protonowego
90° wynoszaca 4 us. W przypadku polaryzacji krzyzowej czgstotliwos$¢ nutacji wynosita 50,5
kHz dla 13C, z ksztaltem rampy 1H od 90% do 100% i czg¢stotliwoscia nutacji 1H 62,5 kHz.
Zastosowano we wszystkich przypadkach sekwencje odsprzegajaca SPINAL-64 z dlugoscia
impulsu 1H wynoszaca 3,6 ps. Przesunigcie chemiczne 13C zostalo odniesione posrednio
przy uzyciu adamantanu (rezonans przy 38,48 1 29,46 ppm) jako zewng¢trznego odniesienia

wtornego.
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Zarejestrowano widma 19F MAS NMR na spektrometrze Bruker Avance III 400
MHz, wyposazonym w gltowice 1H, 19F, szerokopasmowg glowice rezonansowa MAS 2,5
mm, pracujacg przy 376,55 MHz dla fluoru. Czas trwania impulsu 90° ustawiono na 2,25 ps.
Zastosowano w eksperymencie z odsprz¢zeniem 19F schemat n-impulsowy z impulsem 180°
réwnym 6 ps. Zebrane widma zostaty zewnetrznie odniesione do CFClz (0 ppm). Wszystkie
widma zostaty zarejestrowane i przetworzone za pomocg programu Bruker TopSpin 3.1.
Przygotowano do analizy 13C CP MAS i 19F MAS RO NRM w fazie stalej (mieszanina
statego chitozanu i statej ciprofloksacyny) dwie probki zawierajace 10mg i 50mg
ciprofloksacyny i obie probki wypeliono do 0,3g chitozanu, celem zhomogenizowania
probki. Wymieszano ciata stale doktadnie i roztarto w mozdzierzu.
Celem przeprowadzenia analizy 13C CP MAS NMR fizycznego adduktu chitozan -
cirpofloksacyna, probki folii chitozanowej w postaci krazkéw inkubowano w 10ml

15,1 x 10-4 M w ciprofloksacynie przez 48 godzin.

4.5.18. Ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej fizycznego adduktu folii chitozan
- cirpofloksacyna i chitozan - cirpofloksacyna poddanych dzialaniu oparow kwasu
octowego

Oceniono witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe probek chitozanu wobec bakterii:
Gram-dodatnich Staphylococcus aureus ATCC 6538 i Gram-ujemnych Escherichia coli
ATCC 8739 oraz grzybow: Candida albicans ATCC 10231 i Penicillium expansum LOCK
0535, metoda dyfuzji agarowej przeprowadzonej zgodnie z metodami przygotowania
srodkéw przeciwdrobnoustrojowych wedtug procedury Jianga (224).

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtdérzeniach. Przygotowano
zawiesiny drobnoustrojow przez zawieszenie 3-5 dobrze oddzielonych kolonii z ptytek
Triptic Soy Agar TSA (bakterie) lub Malt Extract Agar MEA (grzyby) w 3 ml roztworu
Ringera, a zmg¢tnienie dostosowano do standardu 0,5 McFarlanda (Desitometer D1, Merck,
Darmstadt, Niemcy).

Zawiesiny wykorzystano bezposrednio jako koncowy materiat siewny w metodzie
dyfuzyjnej. Do testow dyfuzyjnych plytki agarowe zostaly zaszczepione zawiesinami
mikroorganizméw opisanych powyzej poprzez roOwnomierne wymazanie w trzech

kierunkach w celu utworzenia podloza. Nastgpnie sterylne kwadraty chitozanowe
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o wymiarach 5 mm x 5 mm (sterylizowane w $wietle UV 265 nm przez 1 godzing z kazdej
strony) umieszczano na powierzchni zaszczepionych plytek agarowych za pomoca
sterylnych kleszczykow. W podobny sposob na ptytkach agarowych umieszczono probki
kontrolne, kontrole¢ pozytywng - papierowy kwadrat nasgczony roztworem ciprofloksacyny
i kontrole negatywng - papierowy kwadrat bez antybiotykoéw. Plytki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny (bakterie) i 25°C przez 3 dni (grzyby) i mierzono

$rednice stref zahamowania wzrostu.
Do testow aktywnosci przeciwbakteryjnej wykorzystano zestaw folii chitozanowych,

fizyczny addukt chitozan - cirpofloksacyna oraz folie chitozan - cirpofloksacyna poddane

dziataniu oparéw kwasu octowego w postaci folii (tabela 2).
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Tabela. 2 Charakterystyka chitozanu uzytego do modyfikacji wraz z metoda modyfikacji.

Li Nazwa Mn, Mw Mw/Mn Opis
g/mol g/mol
1 CS1 94 700 | 209500 2,21 bez modyfikacji
2 CS2 13600 | 28900 2,12 bez modyfikacji
3 CS3 5380 | 154200 2,87 bez modyfikacji
4 CS 4 85700 | 216200 2,52 bez modyfikacji
5 cs 5 133 189 800 1,68 bez modyfikacji
6 CS6 53900 | 129200 2,40 bez modyfikacji
7 CS1cC - - - Modyfikacja cyprofloksacyna
8 CS 2C - - - Modyfikacja cyprofloksacyna
9 CS 3C - - - Modyfikacja cyprofloksacyna
10 CS4cC - - - Modyfikacja cyprofloksacyna
11 cS 16 i ) ) Modyfikacja oparami kwasu
octowego
12 S 2G i ) ) Modyfikacja parami kwasu
octowego
13 CS 3G i ) ) Modyfikacja parami kwasu
octowego
14 CS 4G i ) ) Modyfikacja parami kwasu
octowego
15 CS5G i ) ) Modyfikacja parami kwasu
octowego
16 CS 6G i ) ) Modyfikacja parami kwasu
octowego
Modyfikacja cyprofloksacyng z
17 CS 1CG - - - pOZniejsza modyfikacja parami
kwasu octowego
Modyfikacja cyprofloksacyna z
18 CS 2CG - - - pOZniejsza modyfikacja parami

kwasu octowego

Czas inkubacji w przypadku modyfikacji parami kwasu octowego wynosit 120 min.

58



V. ZESTAWIENIE I OMOWIENIE WYNIKOW

5.1. Wyniki pomiarow degradacji chitozanu w roznych kwasach

5.1.1. Wyniki pomiarow lepkosci istotnej soli chitozanu poddanej procesowi

degradacji.

Wartosci lepkosci wewnetrznej rozcienczonych roztwordéw chitozanu poddanych

procesowi starzenia w kwasach organicznych, r6znigcych si¢ pKa oraz wyznaczone na ich

podstawie Srednie wiskozymetryczne masy molowe Mv przedstawiono w tabeli 3 i na

rysunku 13. Natomiast warto$¢ wspolczynnika katowego uzyskanego z liniowej zaleznosci

zmian Mv od czasu degradacji przedstawia tabela 4.

Tabela 3. Wyniki pomiaréow zredukowanej lepkosci istotnej soli chitozanu poddanej

procesowi degradacji oraz warto$ci $redniej wiskozymetrycznej masy molowej

Czas S6l kwasu jablkowego S6l kwasu octowego
degradacji (h) pKa =3.51 pKa =4.76
n My n My
(g/mol) (g/mol)
0 1,61 119 400 1,58 116 500
24 1,61 119 400 1,57 115700
48 1,62 118 500 1,55 114 300
72 1,59 117 500 1,54 113 000
96 1,52 111 000 1,53 111 900
120 1,48 107 300 1,52 111 300
144 1,32 106 300 1,51 110 600
168 1,31 106 000 1,51 109 800
Czas So6l kwasu mrowkowego S6l kwasu mlekowego
degradacji (h) pKa=3.75 pKa =3.81
U] My n My
(g/mol) (g/mol)
0 1,60 118 500 1,60 118 500
24 1,59 117 500 1,58 116 600
48 1,58 116 600 1,57 115 200
72 1,57 115700 1,56 114 700
96 1,55 113 800 1,54 112 900
120 1,53 111 900 1,53 111 900
144 1,52 111 000 1,52 111 010
168 1,51 110 100 1,51 110 100
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Wyniki umieszczone w tabeli 3 przedstawiajg wartosci $redniej wiskozymetrycznej

masy molowej Mv oraz zredukowang lepko$¢ istotna, potwierdzaja wystepowanie degradacji

we wszystkich badanych kwasach. Najwigkszy spadek zredukowanej lepkosci istotnej

wystepuje w przypadku kwasu jabtkowego, podczas gdy w pozostatych kwasach, takich jak

kwas octowy, mrowkowy i mlekowy, wplyw ten jest rtownomierny w odniesieniu do spadku

wiskozymetrycznej sredniej masy molowe;j.

122000

120 000

118 000

116 000

114 000

Mv (g/mol)

112 000

110000

108 000

106 000

104 000

20

40

® kwas jabtkowy

kwas mréwkowy

60 80 100
Czas (h)

kwas mlekowy

120 140

kwas ocotwy

Rysunek 13. Zmiany Mv chitozanu po czasie degradacji
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Tabela 4. Warto$¢ wspotczynnika katowego uzyskanego z liniowej zaleznosci zmian Mv

od czasu degradacji

pKa Wspotczynnik kata Bledy R?
Rysunek 1 Wspolczynnika
[g/mol*h] kata
Kwas jabtkowy 3,51 -150.24 6,14 0.99
Kwas mrowkowy 3,75 -53.06 2,61 0.98
Kwas mlekowy 3,81 -48.65 2,43 0.98
Kwas octowy 4,76 -41.11 2,07 0.98
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Na podstawie przedstawionej graficznie zaleznosci migdzy Mv a czasem degradacji
(rysunek 13) oraz warto$ci wspolczynnika katowego uzyskanego z liniowej zaleznosci Mv
(tabela 4) obserwuje si¢ widoczne zmiany, wskazujace na trwajacy proces degradacji
polimeru. Warto$ci wspotczynnika katowego przedstawiono w tabeli 4 uzyskanego
z liniowej zalezno$ci Mv. Najwickszy spadek wartosci Mv w czasie, odpowiadajacy
zmniejszeniu o 11,22% w t = 168 godzin, obserwuje si¢ dla chitozanu obrabianej kwasem
jabtkowym (warto$¢ nachylenia -150,24). W przypadku kwasu mréwkowego, octowego
1 mlekowego zmiany Mv nie byly tak gwattowne jak w przypadku kwasu jabtkowego (dla
kwasu octowego - spadek 0 5,75% w t = 168 godzin; dla kwasu mréwkowego 1 mlekowego
— 0 7,09%). Niemniej jednak, one rowniez wykazuja na destrukcyjny wplyw kwasu na
makroczasteczki chitozanu. Kolejnym kwasem pod wzgledem aktywnosci degradacyjnej jest
kwas octowy, a nastgpnie kwas mrowkowy. Kwas mlekowy charakteryzuje si¢ najmniejszym
wplywem na zmiany Mv w czasie. Mozna przypisac nastgpujacg kolejnos¢ (sita degradacji):

kwas octowy = kwas mlekowy = kwas mrowkowy = kwas jabtkowy

5.1.2. Analiza wynikow GPC/SEC

Na podstawie analizy chromatograficznej GPC/SEC wyznaczono nastgpujace
parametry molekularne: §rednig liczbowa mase molowa (Mn), §rednig wagowa mase¢ molowa
(Mw), polidyspersyjno$¢ (Pd) oraz rozktad masy molowej (MMD) dla prébek chitozanu
poddanych procesowi degradacji w temperaturze 20°C. Wyniki zostaty podsumowane w

tabeli 5.
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Tabela 5. Wartos$ci parametrow molekularnych wyznaczonych technika GPC/SEC.

Czas S6l kwasu jablkowego S6l kwasu octowego
degradacji (h) pKa =3.51 pKa=4.76
M, My Pd M, My, Pd
(g/mol) (g/mol) (Mw/n) | (g/mol) (g/mol) (Mw/n)
0 45300 114 100 2,52 44 200 114 200 2,58
24 43 800 111 800 2,55 43 900 113 000 2,57
48 43 800 108 100 2,47 43 600 110 900 2,54
72 42100 106 200 2,52 43 300 110 900 2,56
96 41400 103 100 2,49 42 900 109 500 2,55
120 40 700 100 500 2,47 42 600 108 500 2,55
144 40 800 100 000 2,45 41 900 108 000 2,58
168 39 650 97 000 2,45 41 800 107 800 2,58
Czas So6l kwasu mrowkowego So6l kwasu mlekowego
degradacji (h) pKa =3.75 pKa =3.81
M, My Pd M My Pd
(g/mol) (g/mol) (Myw/Mn) (g/mol) (g/mol) | (Mw/My)
0 44 600 119 200 2,67 48 500 114 400 2,36
24 44 800 117 000 2,61 46 900 110 000 2,35
48 43 900 116 000 2,64 45 800 108 100 2,36
72 41 900 114 500 2,73 44 800 105 500 2,35
96 41400 113 400 2,74 44 100 101 400 2,30
120 43 000 112 600 2,62 43 700 101 800 2,33
144 41 700 111 600 2,68 44 100 100 300 2,27
168 41 700 110 000 2,64 42 900 99 000 2,31

W tabeli 5 przedstawiono parametry molekularne wyznaczone technikg GPC/SEC.
Zaobserwowano, ze proces degradacji przebiegal we wszystkich badanych kwasach.
Najwickszy spadek $rednich mas molowych wystepuje w przypadku kwasu mlekowego
1 jabtkowego. Na podstawie przedstawionej graficznie zalezno$ci migdzy Mw a czasem
degradacji, pokazanej na (Rysunek 18, Tabela 6), najwigkszy spadek wartosci Mw w czasie
obserwuje si¢ dla chitozanu rozpuszczonego w kwasie jabtkowym - warto$¢ nachylenia
- 101,49 [g/mol*h], nastepnie kwasem mlekowym - 88,94 [g/mol*h], kwasem mrowkowym
- 50,94 [g/mol*h] i kwasem octowym - 38,89 [g/mol*h]. Podobng zalezno$¢ obserwuje si¢
dla warto$ci Mn (Rysunek 19, Tabela 7). Na podstawie analizy wynikéw GPC/SEC mozna
przypisac nastepujaca kolejnos¢ sity degradacji kwasow dla roztworow chitozanu:

kwas octowy—kwas mréwkowy—kwas mlekowy—kwas jablkowy.
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GPC Kwas jabtkowy

-0 H — 24 H
— 48 H 72 H
— 96 H — 120H
— 144H — 168 H

(11og(g/mol))

Utamek masy

| T T T
1.0x10 °

Masa molowa (g/mol)

Rysunek 14. Rozklad masy molowej chitozanu degradowannym w kwasie jablkowym
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GPC Kwas octowy

—0 H — 24 H
— 48 H — 72 H
— 96 H — 120H

144 H — 168 H

(1/1og(g/mol))

Utamek masy

1 1T 1T | [ EER | T rril
1.0x10* 1.0x10°

Masa molowa (g/mol)

Rysunek 15. Rozklad masy molowej chitozanu degradowanym w kwasie octowym.
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GPC Kwas mréwkowy

-0 H — 24 H
— 48 H — 72 H
— 96 H — 120 H

—~ 144 H — 168 H
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Rysunek 16. Rozklad masy molowej chitozanu degradowanym w kwasie mréwkowym.

GPC Kwas mlekowy

— 0 H — 96 H
= — 24H — 120 H
° — 48H — 144 H
£ — 72H 168 H
~
2
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S 4
> ]
=~ 0.8~
Z
g 067
% .
g 047
g ]
0.2~
o T rrnl I | L L L L I 17T T 1T 1T
1.0x10 4 1.0x10 °

Masa molowa  (9/mol)

Rysunek 17. Rozklad masy molowe;j chitozanu degradowanym w kwasie mlekowym.
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Tabela 6. Warto$¢ wspotczynnika katowego uzyskanego z liniowej zaleznosci zmian Mw w

czasie degradacji

pKa Wspoéltezynnik Bledy R?
kata Wspolczynnika
[g/mol*h] kata
rysunek 18
Kwas jablkowy 3.51 -101,49 5,05 0,99
Kwas mrowkowy 3.75 -50,94 2,52 0,99
Kwas mlekowy 3.81 -88.94 9,51 0,94
Kwas octowy 4.76 -38.89 3,74 0,95
125 000
120 000
115000 g
_ e ’
g 110000 | et
®% 0 e
— o
z 105000 | e
= [ e
100 000 ® e.
.......... ®
95 000
90 000
0 50 100 150 200
Czas (h)
® kwas jabtkowy kwas mréwkowy kwas mlekowy kwas ocotwy

Rysunek 18. Zmiany wartosci Mw chitozanu po czasie degradacji.
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Tabela 7. Warto$¢ wspotczynnika katowego uzyskanego z liniowej zalezno$ci zmian Mn od

czasu degradacji

pKa Wspolezynnik Bledy R?
kata Wspolczynnika
[g/mol*h] kata
rysunek 19
Kwas jablkowy 3.51 -32,02 2,98 0,95
Kwas mrowkowy 3.75 -19,35 5,61 0,66
Kwas mlekowy 3.81 -29,86 423 0,89
Kwas octowy 4.76 -14,98 0,77 0,98
50 000
48 000
46 000
35 ®
£ el
& 44000 i
§ ...................
42 000 8 e
...... . ...,'_..... o
40000 | e
..o
38000
0 50 100 150 200
Czas (h)
@ kwas jabtkowy kwas mréwkowy kwas mlekowy kwas ocotwy

Rysunek 19. Zmiany warto$ci Mn chitozanu po czasie degradacji

5.1.3. Kinetyka degradacji chitozanu

Depolimeryzacja najczesciej przebiega wedlug mechanizmu reakcji pierwszego rzedu.

W przypadku, gdy mechanizm jest zgodny z degradacja pierwszego rzedu, réwnanie

kinetyczne jest opisane nast¢gpujagcym wzorem.
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Xt (10)

. o 1 1 .. . . . :
Wykreslajac zalezno$¢ - w funkcji czasu, mozna stwierdzi¢ (na podstawie
W w)to

liniowosci punktéw) zgodno$¢ z mechanizmem degradacji opisanym réwnaniem pierwszego
rzedu, przedstawionym w (218). Wartosci korelacji przedstawione w tabelach 8 - 10

dodatkowo potwierdzajg liniowo$¢ funkcji.

Tabela 8. Dane kinetyki degradacji opracowane na podstawie zmian wartosci Mv
chitozanu rozpuszczonego w odpowiednich kwasach organicznych

Acid pKa k Bledy R?
(1/h) k
Kwas jablkowy 3,51 18,87 x-1077 5,61 x1038 0,98
Kwas mrowkowy 3,75 6,09-x 107 1,30 x 108 0,99
Kwas mlekowy 3,81 6,46-x 107 1,06 x 108 0,99
Kwas octowy 4,76 5,26 x 107 0,75x 108 0,99
6.0x10°
y=3.27x10" x
R?=0,99 PR
§ 40x1G° ’
- ® ..
z .
< 02x10° e
-"....
0 P
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Czas (h)

Rysunek 20. Kinetyka degradacji chitozanu w 3% kwasie octowym w 20°C dla zmian
warto$ci Mv
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Zalezno$¢ kinetyczna pierwszego rzedu degradacji chitozanu w 3% kwasie octowym

dla zmian warto$ci Mv przedstawia rysunek 20. Jak wida¢ na przedstawionym wykresie,

proces degradacji jest bardzo dobrze odzwierciedlony przez kinetyke pierwszego rzedu.

Tabela 9. Dane kinetyki degradacji opracowane na podstawie warto$ci zmian warto§ci Mn

chitozanu rozpuszczonego w odpowiednich kwasach organicznych

kwas pKa k Bledy R?

(1/h) k/Mn
Kwas jablkowy 3,51 31,01 x-107 8,51x 108 0,99
Kwas mrowkowy 3,75 14,80 -x 1077 4,71 x 108 0,98
Kwas mlekowy 3,81 28,25 -x 1077 1,24 x 108 0,96
Kwas octowy 4,76 12,33-x 10”7 2,75 x 108 0,99

1.4x10°°
~
s 1.0x10°°
N
i
1
Z  0.6x10°
S~
i

0.2x1076

0 o

y=7.66x10" x
R?2=0.99 o .

20 40 60 80 100 120 140 160 180

Czas (h)

Rysunek 21. Kinetyka degradacji chitozanu w 3% kwasie octowym w 20°C dla zmian

warto$ci Mn

Zalezno$¢ kinetyczng pierwszego rzedu degradacji chitozanu w 3% kwasie octowym

dla zmian warto$ci Mn przedstawia rysunek 21. Jak wida¢ na przedstawionym wykresie,

proces degradacji jest bardzo dobrze odzwierciedlony przez kinetyke pierwszego rzedu.
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Tabela 10. Dane kinetyki degradacji opracowane na podstawie wartosci Mw.

kwas pKa k Bledy R?
(1/h) k/M
Kwas jablkowy 3,51 14,86 x 1077 1,93 x 108 0,99
Kwas mrowkowy 3,75 6,76 x 107 1,17x 108 0,99
Kwas mlekowy 3,81 14,55 x 107 4,71 x 108 0,98
Kwas octowy 4,76 5,68 x 107 1,75 x 108 0,98
-9
6.0x10°° y=3.53x10 x .
R?=0,98 :
<) . o
g -6 . '
= 4.0x 10 . .
<
= ° .
= 20x10°
--"...'
0 o
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Czas (h)

Rysunek 22. Kinetyka degradacji chitozanu w 3% kwasie octowym w 20°C dla zmian
wartos$ci Mw

Rysunek 22 przedstawia zalezno$¢ kinetyczng pierwszego rzedu dla degradacji
chitozanu w rozcienczonym kwasie octowym dla zmian warto§ci Mw. Jak wida¢ na
przedstawionym wykresie, proces degradacji jest bardzo dobrze odzwierciedlony przez

kinetyke pierwszego rzedu.

W tabelach 8 - 10 przedstawiono warto$¢ stalej szybkosci reakcji degradacji
chitozanu w rozcienczonych kwasach organicznych, wyznaczonga na podstawie zmian
odpowiednio Mv, Mn, Mw. Wykresy na rysunkach 20, 21 i 22 przedstawiaja kinetyke
degradacji chitozanu w kwasie octowym dla parametrow Mv, Mn i Mw. Zgodnie

z wykresami, odpowiadajg one kinetyce dla I rzedu.
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5.1.4. Analiza 1H NMR

Rysunki 23 i1 24 przedstawiaja przykladowe widmo 1H NMR chitozanu przed
degradacja i po 168 godzinach degradacji w 3% roztworze kwasu octowego w temperaturze

20 °C.

D0 —
! DCl,

T T T T T T T T T )
4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Rysunek 23. Widmo 1H NMR chitozanu przed degradacja (t=0 min) w rozcienczonym

kwasie octowym w temperaturze 25 °C
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Rysunek 24. Widmo 1H NMR chitozanu degradowanego w rozcienczonym kwasie

octowym (3%) w temperaturze 25 °C (t=168 min).

Tabela 11. Stopien deacetylacji chitozanu obliczony na podstawie widm 1H NMR po
degradacji w rozcienczonych kwasach organicznych (5%), temperatura 20 °C, stezenie

polimeru 3%.

Nazwa probki Stopien deacetylacji [%]
0 (h) 168 (h)

Kwas octowy 72,2 72,9

Kwas mlekowy 72,9 71,6

Kwas mrowkowy 72,2 72,2

Kwas jablkowy 72,2 71,1

Wyznaczony stopien deacetylacji chitozanow, na podstawie widm 1H NMR

(przyktadowo rysunek 23, 24), poddanych procesowi degradacji w rozcienczonych kwasach
organicznych (tabela 11) pokazuje, ze nie ulega on zmianom w sposob znaczacy. Brak
pojawienia si¢ nowych sygnatéw na widmach 1H NMR chitozanoéw np. protonéw grupy
aldehydowej potwierdza, ze reakcja degradacji prawdopodobnie nastepuje poprzez zerwanie

wigzan B-1,4-glikozydowych.
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5.2. Wyniki pomiarow przeciwdrobnoustrojowych wléknin chitozanowych w
roznych kwasach

5.2.1. Objetos¢ retencji kwasu dla probek wloknin chitozanu

W celu okreslenia ilosci przytaczonych grup kwasowych (odpowiadajacych ilosci
grup amonowych utworzonych w chitozanie) zastosowano metod¢ miareczkowania
odwrotnego (kwasowo-zasadowego). Roztwory 0,1 M HCl i 0,1 M NaOH zostaty uzyte
odpowiednio jako titrant i jako substancja zobojetniajaca czasteczki kwasu bioragcych udziat
w tworzeniu soli chitozanu. Dodatkowo dla modyfikowanych materialow chitozanowych
zmierzono objetos¢ retencji. Tabele 12-14 przedstawiaja tylko wyniki dla pochodnych

chitozanu, dla ktérych wzrost kolonii byt ograniczony lub nieobecny.

Tabela 12. Objetos¢ retencji kwasu widknin chitozanowych modyfikowanych w atmosferze

nasyconej pary kwasu HCL i CH3;COOH

Objetos¢ retencji (%)
po obrobce
nasyconymi parami

Czas inkubacji materialu
chitozanowego w atmosferze

Objetos¢ retencji (%) po
obrobce nasyconymi parami

nasyconej pary kwasu [min] HCI CH;COOH
15 93 92
60 86 87
120 85 88

Po 15 minutach dziatania nasyconej pary kwasu octowego i solnego obserwuje sig,
iz warto$¢ objetosci retencji dla octanu chitozanu i1 chlorowodorku chitozanu wynosita
powyzej 90% dla wszystkich badanych widknin chitozanowych (Tabela 1). Dla
chlorowodorku chitozanu obje¢tos¢ retencji wynosita 93%, a dla octanu chitozanu 92%. Po
120 minutach objetos¢ retencji byla nizsza dla chitozanu modyfikowanego chlorowodorem

(85%) niz dla chitozanu modyfikowanym parami nasyconymi kwasu octowego (88%).
ycony g
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Na podstawie danych z tabeli 12 mozna stwierdzi¢, ze w poczatkowym okresie
procesu modyfikacji przewazat proces sorpcji powierzchniowej i zwigzany z nim chwilowy
wzrost ilo$ci zaadsorbowanego kwasu. Po uptywie 60 min nastapit nieznaczny spadek ilosci
zaadsorbowanego kwasu, ktorego zawarto$¢ po tym okresie si¢ ustabilizowata. Moze to by¢
zwigzane z ustanowieniem si¢ stanu rownowagi pomigdzy procesami sorpcji i desorpcji

czasteczek kwasu.

Tabela 13. Objetos¢ retencji modyfikowanych widknin chitozanowych po obrobce

w roztworach kwasu octowego w etanolu - procedura bez ptukania

Probka | Objetos¢ retencji (%)
5/10 88
5/20 81
5/30 82
5/40 80
5/50 87
5/60 89
Probka | Objetos¢ retencji (%)
10/10 95
10/20 92
10/30 90
10/40 93
10/50 93
10/60 95
Probka | Objetos¢ retencji (%)
15/10 92
15/20 93
15/30 94
15/40 93
15/50 94
15/60 94

gdzie:
Cyfry 5,10.15 - stezenie kwasu octowego w etanolu;

Cyfry od 10 do 60 - czas obrobki (min) widknin w kapieli kwasu octowego w etanolu.
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Tabela 14. Objetos¢ retencji modyfikowanych widknin chitozanowych po obrobce

w roztworach kwasu octowego 1 etanolu - procedura z plukaniem.

Probka Objetos¢ retencji (%)
5/10 85
5/20 86
5/30 88
5/40 90
5/50 92
5/60 91
Probka Objetos¢ retencji (%)
10/10 86
10/20 85
10/30 84
10/40 89
10/50 91
10/60 92
Probka Objetos¢ retencji (%)
15/10 90
15/20 86
15/30 88
15/40 89
15/50 91
15/60 92

gdzie:
Cyfry 5,10.15 - stezenie kwasu octowego w etanolu;

Cyfry od 10 do 60 - czas obrobki (min) widknin w kapieli kwasu octowego w etanolu.

Dane przedstawione w tabeli 13 pokazuja, ze wielkosci retencji octanu chitozanu
wynosity od 80% do 94% dla wszystkich roztworéw kwasu w etanolu i ré6znych czasow
obrobki, w procedurze bez ptukania probek. Najwyzsza warto$¢ retencji uzyskano dla probek
poddanych obrébce 10% roztworu kwasu octowego w etanolu i czasu obrobki 60 min,
a najnizsza warto$¢ w przypadku zastosowania 5% roztworu CH3COOH w etanolu i czasu

obrobki 20 min.
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Tabela 14. przedstawia objetos¢ retencji octanu chitozanu otrzymanego w wyniku
obrébki kwasem octowym i etanolem z procedurg ptukania koncowego. Wartosci objetosci
retencji octanu chitozanu po ptukaniu probek sa nieco nizsze w pordwnaniu z metoda bez
ptukania koncowego. Uzyskane wartosci wynosity powyzej 80%. Najwyzsze wskazniki

retencji byly w przypadku zastosowania 10% 1 15% roztwor6w CH3COOH przez 60 min.

5.2.2. Badania mikrobiologiczne i wplyw modyfikowanych materialow chitozanowych
na proces hemolizy i toksycznos¢ dla ludzkich krwinek czerwonych

Podczas badan =zastosowano metode przesiewowa w celu wytypowania
zmodyfikowanych wloknin o najlepszych wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych.
Fragmenty wtdknin nie byly dodatkowo sterylizowane. Probki umieszczano w ptynnych
pozywkach dla grzyboéw lub bakterii. Umozliwilo to okreslenie, czy badane materiaty byly
podatne na kolonizacj¢ przez mikroorganizmy. Po 24 godzinach inkubacji probki zostaty

wysiane na state podloze.
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1A | 1A 1A | 1A 1B 1B
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Rysunek 25. Schemat badan wzrostu bakterii Gram-dodatnich i Gram ujemnych

w pozywce (MHA) na widkninach chitozanu



1A | 1A 1A | 1A 1B 1B
10 | 20 50 | 60 30 | 40
+ | + - |+ + | +
1A | 1A 18 | 1B 18 | 1B
30 40 10 20 50 60
+ | + - |+ + | -
2A | 2A 2A | 2A 2B | 2B
10 | 20 50 | 60 30 | 40
+ | + - |+ - | -
2A | 2 2B | 28 2B | 2B
30 40 10 20 50 60
-- - = - % i
3A | 3A 3A | 3A 3B | 3B
10 20 50 60 30 40
- o - ok - -
3A | 3A 38 | 3B 3B | 38
30 | 40 10 | 20 50 | 60
o | = - G ¥

Rysunek 26. Schemat badan wzrostu grzybéw w pozywce (SDA) na wtokninach

chitozanu



Na rysunkach 25 1 26 symbol "+" oznacza, Ze zaobserwowano Wwzrost
bakterii/grzybow. Mueller Hinton Agar (MHA) byl podlozem stosowanym dla bakterii,
natomiast w przypadku grzybow jako podtoze zastosowano agar Sabourauda (SDA). Litera
A oznaczono probki widkniny z ptukaniem. Litera B oznaczono probki widkniny bez
ptukania. Probki widkniny 1, 2 i 3 odpowiadaja materialom poddanym dziataniu 5%, 10%
1 15% kwasu octowego w etanolu. Liczby 10-60 odnosza si¢ do czasow obrobki od 10 do 60
min. Najbardziej obiecujace wyniki uzyskano dla probek bez plukania, a takze dla probek
z ptukaniem, ale dtuzszym czasem obrobki (50 min lub 60 min). Zauwazono, ze probka
chlorowodorku chitozanu ulegta natychmiastowemu rozpuszczeniu w ciektym medium.

Ostatnie dwa okregi z oznaczeniami od A do F na rys. 25 1 26 przedstawiaja wyniki
przeciwdrobnoustrojowego dziatania materialow na bazie chitozanu poddanych dziataniu

nasyconych par r6znych kwasow, wyniki sa przedstawione w tabeli 15.

Tabela 15. Opisy symboli opisujace probki na testowanych plytkach Petriego

Symbol na Atmosfera
okregu kwasu

A kwas
walerianowy

B kwas
propionowy

C kwas mréwkowy

D kwas mastowy

E kwas solny

F kwas octowy

Aktywno$¢ wobec Dbakterii odnotowano dla probek widknin chitozanu
modyfikowanych w atmosferze nasyconych par kwasu bez procesu ptukania. Dla probki
witokniny chitozanu niemodyfikowanej na drodze oddzialywania nasyconej pary kwasu
zaobserwowano wzrost organizmow $wiadczacy o braku wilasciwosci przeciwbakteryjnej

niemodyfikowanego chitozanu.

79



Tabela 16. Wplyw modyfikacji widknin chitozanu roztworem kwasu octowego w etanolu

bez ptukania koncowego na wzrost drobnoustrojow S. aureus i E. coli

Prébka S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922
5/10 Wzrost Wzrost
5/20 Wzrost Wazrost
5/30 Wzrost Wazrost
5/40 Wzrost Wzrost
5/50 Wzrost Wazrost
5/60 Wzrost Wazrost
10/10 Wazrost: widoczna redukcja Warost

wzrostu
10/20 Wzrost: 170* kolonii Wazrost
10/30 Wzrost Brak wzrostu
10/40 Wzrost: 70* kolonii Wzrost
10/50 Wzrost: redukcja Wzrost
10/60 Brak wzrostu Wzrost
15/10 Wzrost: 14* kolonii Wazrost
15/20 Wzrost: 12* kolonii Wazrost
15/30 Wzrost: 30* kolonii Brak wzrostu
15/40 Brak wzrostu Brak wzrostu
15/50 Wzrost: 9* kolonii Brak wzrostu
15/60 Brak wzrostu Brak wzrostu

* - $rednia warto$¢ z 3 powtorzen

Tabela 17. Wptyw modyfikacji wtoknin chitozanu modyfikowanych nasyconymi parami

r6znych kwasow bez ptukania koncowego na wzrost drobnoustrojow S. aureus i E. coli

Probka S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922

Kwas walerianowy Wzrost Wzrost
Kwas propionowy Wzrost Wzrost
Kwas mrowkowy Wzrost: 5* kolonii Wzrost
Kwas maslowy Wzrost Wzrost

Kwas Brak wzrostu Brak wzrostu

chlorowodorowy
Kwas octowy Brak wzrostu Brak wzrostu

* - $rednia warto$¢ z 3 powtorzen
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W tabeli 16 przedstawiono wptyw modyfikacji wioknin chitozanowych roztworem
kwasu octowego w etanolu bez ptukania koncowego na wzrost drobnoustrojow S. aureus
i E. coli. W 10% roztworze kwasu octowego w etanolu aktywno$¢ zmodyfikowanych
witoknin chitozanowych wzrosta wobec komorek bakterii S. aureus (zmniejszenie liczby
kolonii bakterii lub brak wzrostu). Nie zaobserwowano zmniejszenia wzrostu szczepu E. coli
dla innych modyfikatorow niz kwas octowy i kwas chlorowodowy. Dla witdknin
chitozanowych modyfikowanych nasyconymi parami kwasow organicznych: kwas
mrowkowy, propionowy, kwas mastowy i kwas walerianowy nie zaobserwowano dziatania
biobdjczego (Tabela 17).

W tabeli 18 przedstawiono wyniki badania toksyczno$ci probek widknin
chitozanowych modyfikowanych roztworem kwasu octowego w etanolu poddawanych

phukaniu koncowemu w czystym etanolu oraz bez procedury ptukania koncowego.

Tabela 18. Toksyczno$¢ dla ludzkich krwinek czerwonych mierzona jako % hemolizy
wtoknin modyfikowanych przy uzyciu roztworu kwasu octowego w etanolu - procedury bez

ptukania i z plukaniem

Probki % hemolizy w probkach % hemolizy w probkach
“plukanych” “nieplukanych”
5/10 0,24 0,09
5/20 0,45 1,17
5/30 0,80 1,52
5/40 0,36 2,70
5/50 0,13 1,28
5/60 0,54 0,46
10/10 0,00 14,34
10/20 0,26 3,59
10/30 0,16 14,24
10/40 0,00 17,51
10/50 0,65 15,36
10/60 0,82 14,88
15/10 0,47 10,09
15/20 0,26 1,12
15/30 0,55 13,21
15/40 0,16 16,99
15/50 2,01 14,78
15/60 3,21 20,87
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W tabeli 19 przedstawiono % hemolizy dla probek widknin chitozanu poddanych

obrobce nasyconymi parami kwasoéw organicznych.

Tabela 19. Toksyczno$¢ dla ludzkich czerwonych krwinek mierzona jako % hemolizy
w wldkninach  modyfikowanych  oparami  réznych  kwasow  (otrzymywanie

zmodyfikowanych materiatéw w warunkach gazowania).

%
Kwasy Hemoliza

Kwas walerianowy 0,00
Kwas propionowy 0,26
Kwas mrowkowy 0,00
Kwas maslowy 1,04
Kwas

chlorowodorowy 0,88
Kwas octowy 21,18

Catkowity brak hemolizy odnotowano w przypadku materiatéw modyfikowanych
kwasem walerianowym 1 kwasem mrowkowym. Hemolizy nie zaobserwowano
w niemodyfikowanej probce widkniny chitozanowej niepoddanej modyfikacji. Widkniny
modyfikowane kwasem octowym w roztworze etanolu, ptukane koncowo za pomocg etanlu,
wykazywaty znacznie mniejszy wptyw na hemoliz¢ w poréwnaniu do probek nieptukanych
(Tabela 18). Cytotoksyczno$¢ odnotowano dla préobek modyfikowanych kwasem
mastowym, kwasem solnym i kwasem octowym. Najwyzsza toksycznos$¢ (21,18%)

zaobserwowano w przypadku obrobki nasyconymi parami kwasu octowego (Tabela 19).
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5.2.3. Analiza struktury chemicznej otrzymanych soli chitozanu w oparciu o FTIR
ATR
Zmiany w strukturze chemicznej probek analizowano na podstawie widm spektroskopii

FTIR ATR.
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Rysunek 27. Przyktadowe widma FTIR ATR dla wldkniny chitozanowej poddanej dziataniu
roztworu kwasu octowego w etanolu poddanych procesowi ptukania czystym etanolem i bez

ptukania koncowego
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Na widmie FTIR -ATR wyjsciowego chitozanu przedstawionym na rysunku 27
widoczne sg charakterystyczne piki tego polimeru, ostry pik przy maksimum 564 cm!
(drgania zginajace poza plaszczyzna wigzan w grupie NH, drgania zginajace poza
plaszczyzng wigzanie C-O), 711 cm! (drgania zginajace poza plaszczyzng wigzanie NH),
1174 cm-1 (drgania rozciggajace wigzanie w grupie C-O-C), 2871 cm-1 (drgania
rozciagajace wigzania w grupie CH2) 1 3430 cm-1 (drgania rozciagajace w wigzania w grupie
-OH). Wibracje drgan rozciagajace wigzan w grupie amidu C=0 zaobserwowano przy

maksimum przy 1650 i 1590 cm™.

Widma probek wioknin chitozanowych poddanych dziataniu kwasu octowego
w etanolu poddanych procesowi ptukania czystym etanolem jak i bez ptukania koncowego
przedstawiono na rysunku 27. Na podstawie tych widm obliczono stopien deacetylacji
stosujac rownania (4) i (5) zaproponowane przez Czechowska-Biskup (215). Zgodnie
z pierwszym réwnaniem stopien deacetylacji wynosit DDA + 87%, a zgodnie z drugim

rownaniem DDA = 89,7%.
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Rysunek 28 Przyktadowe widma FTIR ATR dla wldkniny poddanej dziataniu nasyconych

par kwasow: octowego (A), chlorowodorowego (B) i mastowego (C)
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Rysunek 29 Przyktadowe widma FTIR ATR dla wldkniny poddanej dziataniu nasyconych

par kwasow: walerianowego (D), propionowego (E) i mrowkowego (F)
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Zmiany w strukturze chemicznej probek wtoknin poddanych modyfikacji
w atmosferze nasyconej par kwaséw organicznych analizowano na podstawie zmian
w widmach FTIR-ATR (rysunek 28 i 29). Dodatkowo dla analizowanych probek okre§lono
zmiany stopnia deacetylacji dla badanych prébek.

Jak wida¢ na przedstawionych widmach FTIR-ATR, istnieja roznice potwierdzajace
powstawanie pochodnej chitozanu, w postaci soli kwasu octowego, po 10-60 min ekspozycji
na kwas organiczny w fazie gazowej. Wystepuje silny sygnat dla grup karboksylowych,
z maksimami przy 1550 cm! i 1400 cm!. Adsorpcja kwasu octowego na powierzchni
wtokniny chitozanowej w postaci gazowej moze zachodzi¢ w wyniku oddziatywania wigzan
wodorowych migdzy grupami hydroksylowymi chitozanu i grupa karboksylowa kwasu
octowego. Po 1 h ekspozycji na nasycone pary kwasu octowego pojawiaja si¢ nowe piki
w zakresie 1600 cm™ a 1200 cm!, w wyniku tworzenia si¢ grup soli amoniowej chitozanu
1 kwasu octowego. Wystepuja silne sygnaty dla grup karboksylowych, z maksimami przy
1549 i 1405 cm’l. Pojawienie si¢ sygnalu z maksimum przy 1549 cm! $wiadczy
o powstawaniu soli aminiowej chitozanu i kwasu octowego. Sygnaly zlokalizowane
w zakresie 1410-1340 cm™!' sg wynikiem wystepowania drgan rozciggajacych wigzania

COO- w resztach kwasowych przytaczonego kwasu octowego.

Widma FTIR-ATR przedstawione na rysunkach 28 i 29 dla pozostalych modyfikacji
materialu  badawczego nasyconymi parami kwasow potwierdzily powstanie soli
chitozanowych. Najwieksza roznice zauwazano dla obrobki kwasem mrowkowym, gdzie
w pasmie z maksimum przy 1200cm™! i 1690 cm™! wida¢ naktadanie si¢ pikow o duzej

intensywnosci pochodzacych od kwasu mréwkowego (F).

5.2.4. Analiza 1 H-NMR soli chitozanu i kwasu chlorowodorowego i octowego

Na rysunkach 30 1 31 przedstawione sg przyktadowe widma 1H-NMR soli chitozanu
i kwasu chlorowodorowego oraz soli chitozanu i kwasu octowego otrzymanych w wyniku

obrobki widkniny chitozanowej z nasyconymi parami odpowiednego kwasu.
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Rysunek 30. Widmo 1H-NMR soli chitozanu i kwasu chlorowodorowego (chlorowodorku
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Rysunek 31. Widmo 1H-NMR soli chitozanu i kwasu octowego (octanu chitozanu)
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Na widmie 1H-NMR chlorowodorku chitozanu (rysunek 30) widoczne s3
nastgpujace sygnaly protondéw: w zakresie 1,8-2,3 ppm protony grupy acetamidowej
NHOCCHs3, 3,1-3.2 ppm protony zwigzane z drugim weglem pierscienia cukrowego (H2),
w zakresie 3,3-4,1 ppm protony zwigzane z weglami (C3-C6) pierscienia cukrowego (H3-
H6), w zakresie 4,4-4,9 ppm proton zwigzany z pierwszym weglem pierscienia cukrowego
(H1).

Na widmie 1H NMR octanu chitozanu (rysunek 31) widoczne sg nastgpujace sygnaty
protonowe: w zakresie 1,6-1,8 ppm dla protonéw soli kwasu octowego -OOCCH3; w zakresie
1,8-2,1 ppm dla protonéw grupy acetamidowej NHOCCHj3; 2,8-3. 1 ppm dla protonéw
zwigzanych z drugim weglem pier§cienia cukrowego (H2); w zakresie 3,3-4,1 dla protonow
zwigzanych z weglami (C3-C6) pierscienia cukrowego (H3-H6); w zakresie 4,6-4,8 dla
protondéw zwigzanych z pierwszym weglem pierscienia cukrowego (H1), ktory pokrywa sie

z resztami H»O.

Jak wida¢ z widm IH-NMR dla soli chlowodorku chitozanu o dobrych
wiasciwosciach antybakteryjnych (Rysunek 30), nie obserwuje si¢ dodatkowego sygnatu
protonu pochodzacego od kwasu HCI. Sygnal protonu soli HCI chitozanu pokrywa sie¢
z resztkowymi protonami obecnymi w rozpuszczalniku DCL

Na rysunku 31 w widmie 1H-NMR soli octanu chitozanu, widoczny jest wyrazny
sygnat protonu reszty kwasowej CH3COO. Pole pod powierzchnig sygnatu protondéw grupy
CH; kwasu octowego wykorzystano do obliczenia stopnia podstawienia. Wyniki obliczen
przedstawiono w tabeli 20. Dodatkowo zamieszczono w celach poréwnawczych wartosci

stopnia podstawienia obliczone na podstawie analizy miareczkowe;.
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Tabela 20. Stopien podstawienia dla soli chitozanu, obliczony na podstawie widm 1H-NMR

1 analizy miareczkowe;j

Probka Stopien podstawienia | Stopien podstawienia
obliczony na obliczony na podstawie
podstawie TH-NMR miareczkowania
[%] [%]
Chlorowodorek chitozanu - 85
Octan chitozanu 88,0 89

Jak mozna odczyta¢ z tabeli 20 zaré6wno dla metody 1H-NMR jak i metody
odwroconego miareczkowania konduktometrycznego otrzymano podobnie wyniki w
przypadku octanu chitozanu. Z uwagi na stosowanie do |H-NMR DCL deuterowanego
chlorowoadoru nie ma mozliwos$ci odczytania pola powierzchni pochodzacego od protonu
HCI z uwagi na to, ze sygnal protonowy wodoru soli chlorowodorku chitozanu pokrywa si¢

z protonami DCL

5.3. Wyniki pomiarow przeciwdrobnoustrojowych foli chitozanu z adduktem
ciprofloksacyny

5.3.1. Analiza otrzymanych folii soli chitozanu w oparciu o widma FTIR ATR

W pierwszym etapie badan podjeto probe sprawdzenia, czy modyfikacja folii
chitozanowej za pomocg ciprofloksacyny (addukt fizyczny CS-CIP) i dodatkowa obrobka
nasycong parg kwasu octowego skutkuje uzyskaniem nowej aktywnej pochodnej chitozanu.
Przygotowane materialty poddano badaniu metoda FTIR-ATR. Ponizej przedstawiono
przyktadowe widma niemodyfikowanego chitozanu, chitozanu modyfikowanego
ciprofloksacyng fizyczne addukty CS-CIP oraz fizycznych adduktow CS-CIP dodatkowo

poddanych dziataniu oparow kwasu octowego (rysunek 32 i 33).
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Rysunek 32. Widma FTIR-ATR folii chitozanowych modyfikowanych adduktami
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fizycznymi CS-CIP i dodatkowo poddanych obrébce nasycong parg kwasu octowego. a) CIP,
b) natozone widma niezmodyfikowanego CS (CS2) i adduktu fizycznego CS-CIP (CS10)
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Rysunek 33. Widma FTIR-ATR folii chitozanowych modyfikowanych adduktami

fizycznymi CS-CIP i dodatkowo traktowanych parami kwasu octowego. ¢) nalozone widma
CS10 1 CSGC dodatkowo poddanych obrobce nasycong parg kwasu octowego, d) nalozone
widma CS2 (niezmodyfikowanego) i CS2GC dodatkowo poddanych obrébce nasycong para

kwasu octowego i ciprofloksacyny.
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Porownujac widma FTIR-ATR niezmodyfikowanych filmoéw chitozanu (CS)
i fizycznego adduktu ciprofloksacyny do chitozanu w postaci filmu (CS-CIP) mozna
zaobserwowaé zmiany w intensywnosci charakterystycznych sygnatéw CS, co sugeruje, ze
CIP zostala utrwalona na powierzchni poprzez oddzialywania migdzyczasteczkowe.
zaobserwowano przesuniecie sygnatlow w zakresie 1700-1200 cm'!, co jest zgodne z danymi
literaturowymi Durgapal oraz Singh (225,226) od dla nanoczastek chitozanu zawierajacych
cyprofloksacyne.

Zmiany w widmach FTIR ATR niezmodyfikowanego chitozanu (CS2) i fizycznego
adduktu CS-CIP (CS10) dodatkowo poddanego dziataniu par kwasu octowego sa widoczne
w zakresie 1800-1700 cm!, co wskazuje na tworzenie sie niewielkich iloci octanu chitozanu
na powierzchni. Dodatkowo widoczne s3 zmiany intensywnosci sygnalu w zakresie 1707-
1040 cm™! (227,228), co ilustruje, ze CIP i pozostalo$ci kwasu octowego sa obecne
w powierzchniowych warstwach dyskow CS.

Zestawiajac widma FTIR ATR folii CS inkubowanej z roztworem CIP (CS10) z folig
CS utworzong przez obrobke roztworem CIP i nast¢pcza obrobke nasycong parg kwasu
octowego (CS2GC), mozna zaobserwowac poszerzenie sygnatow charakterystycznych dla
CS, co moze by¢ wynikiem nakladania si¢ sygnatow CIP, octanu chitozanu i CS.
Intensywno$¢ sygnalow octanu chitozanu w widmie FTIR-ATR jest dominujgca w tym
widmie, jak pokazano na rysunku 1c, co jest prawdopodobnie wynikiem zachodzacej reakcji

mi¢dzy wolnymi grupami aminowymi chitozanu z kwasem octowym.
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5.3.2. Badania NMR ciala stalego adduktu ciprofloksacyny do chitozanu

Badania NMR ciata stalego adduktu ciprofloksacyny do chitozanu rozpoczeto od
analizy 13C CP/MAS (cross-polarization magic angle spinning) poszczegélnych
sktadnikow, ktore postuzyly do przygotowania fizycznego adduktu CS-CIP w postaci filmu.

a)
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

b)

et NPt o

T T T T T T T T T |
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

c)
T v T ' T . T E T . T 8 T » T : T . |
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Rysunek 34. Widma 100 MHz 13C CP/MAS NMR dla a) czystego krystalicznego CIP, b)
CS, ¢) fizycznej mieszaniny CIP i CS w stosunku molowym 1:1. Wszystkie widma

zarejestrowano przy szybkosci wirowania 8 kHz w temperaturze otoczenia.

Rysunek 34a przedstawia widmo 100 MHz 13C CP/MAS CIP zarejestrowane przy
czestotliwos$ci wirowania 8 kHz. Z wczesniejszych badan wiadomo, ze CIP wystgpuje w
r6znych formach krystalograficznych: jako krysztaty bezwodne i jako dwa hydraty o r6zne;j

zawartosci wody. Formy te zostaly szczegétowo zbadane przez Mafrg (229).
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Rezonanse 13C NMR dla kazdej formy zostaly przypisane przy uzyciu
eksperymentalnych technik 2D NMR i teoretycznych obliczeh GIPAW. Na podstawie
danych literaturowych mozemy stwierdzi¢, ze probka uzyta w naszym projekcie jest formag
bezwodng z Z' rownym jeden (refcode UHITOV).

Rysunek 34b przedstawia widmo 13C CP/MAS CS. Literatura opisujgca widma 13C
NMR chitozanu w stanie stalym jest bardzo obszerna i do tej pory opublikowano wiele
artykutéw. CS uzyty w naszym projekcie wykazuje typowy wzor z wyraznie widocznymi
sygnalami jednostki weglowodanowej (region 50 ppm - 115 ppm) i stabymi sygnatami
reprezentujacymi grup¢ acylowa (karboksylan przy 6= 176 ppm i karboksylan metylu przy
0= 23 pm).

Widmo 13C CP/MAS fizycznej mieszaniny CIP i CS o stosunku molowym 1:1
otrzymanej przez r¢czne zmielenie dwdch sktadnikow pokazano na rysunku 34c. Jak widac,
widmo to jest prosta sumg widm pokazanych na rysunkach 34a i 34b. Warto zauwazy¢

naktadanie si¢ karboksylanowych sktadnikéw CIP i CS przy 6= 176 ppm.

a)

-60 -80 -100 ~137 ~140 -160 ppm

-60 -80 ~100 =181 -140 -160 ppm

Rysunek 35. Widma 376,55 MHz 19F MAS NMR a) czystego, krystalicznego CIP b)

fizycznej mieszaniny CIP i CS w stosunku molowym 1:1. Widmo a) zarejestrowano przy
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szybkosci wirowania 20 kHz w temperaturze otoczenia. Widmo b) zarejestrowano przy
czgstotliwosci wirowania 24 kHz w temperaturze otoczenia. W obu przypadkach uzyskano

osiem skandow.

W kolejnym kroku skonfrontowaliémy nasze wyniki 13C CP/MAS NMR z danymi
19F MAS NMR. Z punktu widzenia spektroskopii NMR, fluor-19 jest "przyjaznym" jadrem,
tatwym do wykrycia. 19F ma spin jadrowy I réwny 12 z wysokim wspodtczynnikiem
zyromagnetycznym i zawiera 100% naturalnie wystepujacego fluoru. Jadro 19F jest trzecim
najbardziej czulym jadrem NMR, po jadrach 3H i 1H.

Fluor-19 jest bardzo wrazliwy na $rodowisko chemiczne, w zalezno$ci od struktury
molekularnej sygnal 19F mozna wykry¢ w zakresie 800 ppm. W $rodowisku asymetrycznym
charakteryzuje si¢ wysoka anizotropig przesunigcia chemicznego (CSA). W CSA faza ciekla
jest eliminowana przez szybkie ogdlne bgbnowanie i wykrywany jest tylko sygnat
izotropowy. W stanie statym efekt CSA jest zmniejszany lub eliminowany przez szybkie
wirowanie probki pod katem magicznym. W wigkszosci przypadkow, w celu zmniejszenia
liczby wirujacych pasm bocznych, probka powinna by¢ rejestrowana z predkoscig wirowania
powyzej 20 kHz (230-232)(Pawlak i in., 2020; Potrzebowska i in., 2022; Skorupska 1 in.,
2015).

Rysunek 35a przedstawia widmo 19F MAS czystego krystalicznego CIP (patrz
rysunek 34a) zarejestrowane przy predkosci wirowania 20 kHz. Tylko 8 skanow wystarczyto
do uzyskania dobrej jako$ci danych. Izotropowy sygnat znaleziony przy 6 = -120 ppm jest
symetrycznie otoczony przez wirujace satelity (sygnaty przy 8 =-72 ppm i & = -168 ppm).
Widmo potwierdza, ze jedna czasteczka CIP jest jednostka asymetryczng, jak wynika
z testow rentgenowskich dla postaci bezwodnej. Rysunek 35b przedstawia sygnat 19F dla
CIP zmieszanego z CS (patrz Rysunek 34c). Widmo zarejestrowano przy czgstotliwosci
wirowania 24 kHz, stad wirujace satelity sa widoczne w innym potozeniu niz na rysunku
35a. Sygnat izotropowy, podobnie jak w poprzednim przypadku, wystepuje przy o = -120
ppm. Nalezy podkresli¢, ze w obu przypadkach szerokosci linii rezonansowych 19F sa
znaczaco rozne. Dla czystego CIP petna szerokos¢ w potowie wysokosci (FWHH) wynosi
610 Hz, podczas gdy dla mieszaniny CIP/CS FWHH wynosi 1150 Hz. RézZnica ta sugeruje,

ze podczas mielenia sktadnikow moze wystapi¢ czgsciowa amorfizacja CIP. Ponadto warto
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zauwazy¢, ze takiego poszerzenia sygnatow nie zaobserwowano na widmach 13C CP/MAS.
Oznacza to, ze jadro 19F jest bardzo czula sondg (bardziej czutg niz jadro 13C) nie tylko na
efekty wewngtrzne, ale takze na odlegle oddziatywania.

W ostatnim etapie zbadaliSmy probki folii chitozanowych impregnowanych CIP.
Zastosowalismy dwa rodzaje chitozanu odpowiednio oznaczone CS 100 i CS 30. Rysunki
36a136b przedstawiaja widma 13C CP/MAS odpowiednio dla CS 100 impregnowanego CIP
1 CS 30 impregnowanego CIP.

150 100 50 ppm -100 -150 ppm

7 —_—— 71—
150 100 50 ppm -100 -150 ppm

Rysunek 36. a) Widmo 13C CP/MAS NMR CS 100 impregnowanego CIP zarejestrowane z
szybkoscig wirowania 8 kHz. b) Widmo 13C CP/MAS NMR CS 30 impregnowanego CIP
zarejestrowane z szybkoscig wirowania 8 kHz. ¢) Widmo 19F MAS NMR CS 100
impregnowanego CIP zarejestrowane z szybkoscig wirowania 20 kHz. d) Widmo 19F MAS

NMR CS 30 impregnowanego CIP zarejestrowane z szybkoscig wirowania 20 kHz.



Z analizy widm 13C NMR jasno wynika, Ze rezonanse reprezentujace CIP nie sa
obserwowane. Jedyny nowy sygnal pojawil si¢ przy & = 166 ppm, ktory nie jest
reprezentatywny dla CIP. Wynik ten mozna interpretowac w nastepujacy sposob: a) CIP nie
jest wlaczony do CS podczas impregnacji, b) CIP jest wlaczony w bardzo matlej ilosci do CS,
ale sonda 13C NMR nie jest wystarczajaco czuta, aby wykry¢ sygnalty NMR c) CIP jest
wlaczony w bardzo matej ilosci do CS, ale jest bardzo amorficzny. W takich przypadkach
linie rezonansowe sg bardzo szerokie i trudne (lub niemozliwe) do zmierzenia. Aby wyjasnic¢
te watpliwosci w dalszych badaniach, zastosowali$my bardziej czutg sond¢ NMR niz 13C -
jadro 19F. Rysunek 36¢ przedstawia widmo 19F MAS NMR dla probki CS 100
impregnowanej CIP zarejestrowane przy predkosci wirowania 20 kHz. Dane uzyskano
w ciggu nocy (5 k skanow). Sygnat CIP jest wyraznie widoczny. Jego FWHH wynosi 2480
Hz, znacznie wigcej w poréwnaniu do krystalicznej probki CIP lub mieszaniny CIP/CS.
Widmo 19F MAS dla probki CS 30 impregnowanej CIP jest jeszcze bardziej spektakularne
(Rysunek 36d). W tym przypadku FWHH wynosi ponad 20 kHz (Rysunek 36d).

Podsumowujac, zgodnie z wynikami NMR, mozemy powiedzie¢, ze CIP jest zawarty
w CS 1 jest silnie amorficzny. Niestety, nasze pomiary nie pozwalajag nam na wyciagnigcie

wnioskow ilosciowych i okreslenie ilosci CIP w CS.
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5.3.3. Analiza AFM adduktu ciprofloksacyny do chitozanu w postaci folii

Analiza obrazow AFM adduktu ciprofloksacyny do chitozanu w postaci folii
(rysunek 37) wskazuje, ze zastosowana modyfikacja folii CS za pomocg CIP (B) i obrobki
nasyconymi parami kwasu octowego (C) znaczaco wplywa na zmian¢ morfologi¢

powierzchni.

A Folia chitozanu Inphase

330nm 330am 9.0 mv

21.3n0m S8mv

<213 nm

Inphase 4000 v

Height 20um Helght

B Modyfikowana prébka cyprofloksacyng

809 nm 90.8 am 204mV

395mv

Height “20um Inphase 1.0um

Helight

C Modyfikowana prébka ciprofloksacyng i dodatkowo gazowanie w
srodowisku kwasowym

| 4900m 400 ar s1mv

458 nm 458 s2mv

Height 20um

Height Inphase 400.0 nm

Rysunek 37. Obrazy AFM powierzchni folii chitozanu (A), adduktu ciprofloksacyny do folii
chitozanu (B) i poddanej nastepczo obrobce nasycong para kwasu octowego CS-CIP-AC(C).

99



W poréwnaniu do obrazu wyj$ciowej folii chitozanu (rysunek 37A) na obrazie folii
zawierajacej addukt ciprofloksacyny (rysunek 37B) mozna zaobserwowac¢ obecno$¢ adduktu
CIP na powierzchni folii CS w postaci aglomeratow. Dodatkowa obrdbka folii CS
modyfikowanej CIP (addukt fizyczny) i nasyconymi parami kwasu octowego (CS-CIP-AC)
powoduje catkowite pokrycie powierzchni folii (rysunek 37C). Obrazy AFM ilustruja
topografi¢ w waskich warstwach, jak pokazano na rysunkach 37 A-C. Topografi¢
powierzchni foli mozna scharakteryzowa¢ za pomoca okreslenia $redniej kwadratowej
chropowato$ci powierzchni (RMS) (233). Warto§¢ RMS powierzchni jest obliczana na
podstawie profilu przekroju lub pola powierzchni badanych folii. Chropowato$¢ powierzchni
RMS uzyskana dla waskich warstw chitozanu wynosita odpowiednio 33 nm, 90,9 nm i 49
nm. Chropowatos$¢ powierzchni RMS folii CS wzrasta w wyniku pokrycia jej warstwa CIP,
co mozna przypisa¢ potaczeniu dwoch materiatow: CS 1 CIP. Warto$¢ chropowato$ci
powierzchni dla modyfikowanych folii CIP i nastgpczo nasyconymi parami kwasu octowego,
sugeruje mechanizm wygtadzania poprzez dyfuzj¢ CIP na powierzchni. Aktywno$¢ kwasu
octowego powoduje rozprzestrzenianie si¢ CIP na powierzchni probki.

Dodatkowo przeprowadzono test w trybie fazowym. Test In-phase jest zwigzany
z interakcjami mechaniczno-lepko$ciowymi i powierzchniowo-sondowymi, ktore z kolei sa
zwigzane ze skladem chemicznym powierzchni. Kazda zmiana sktadu chemicznego wptywa
nastgpnie na zmian¢ sygnatu, ktory pozwala na ,rozdzielenie" faz, a wlasciwie na ich
rozmieszczenie na powierzchni probki. Jest to szczegolnie dobrze widoczne dla probek folii
chitozanowych modyfikowanych CIP (addukt fizyczny) i nastepczo nasycong parg kwasu
octowego (rysunek 37C). Efekt ten jest nieco mniej widoczny dla probek folii CS
modyfikowanych CIP (addukt fizyczny) (rysunek 37B). Podkresla on obszary o réznych
wlasciwos$ciach (inny kolor na skanach); maja one rowniez inny ksztalt niz w przypadku
probki CS-CIP-AC (rysunek 37C). Technika AFM okazata si¢ bardzo pomocna w ocenie
wlasciwos$ci powierzchniowych badanych materiatow, co zauwazyli rdwniez inni autorzy
badajacy folie chitozanowe. Wedlug danych literaturowych, Almalik i wspotpracownicy
((234) zastosowali metod¢ AFM do badania nanoczastek CS, ktore zostaty pokryte kwasem
hialuronowym (HA). W tym tescie AFM zostat uzyty do okreslenia obecnosci HA na CNP.
Grubo$¢ pokrycia HA na CPS oszacowano na okoto 20-30 nm w stanie suchym. Fauzi et al.

(235) wykorzystali AFM do badania morfologii powierzchni nanokompozytowych cienkich
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warstw chitozanu/maghemitu w celu potencjalnego zastosowania tych warstw do optycznej
detekcji jonow Hg?" za pomocg rezonansu plazmonéw powierzchniowych. Rubina (236)
wykorzystali mikroskopi¢ sit atomowych jako podstawowe narzedzie do badan
morfologicznych folii CS. Badane folie CS zostaly wyjete z roztworéw kwasu octowego o

réznych stezeniach, a takze folie CS zawierajace zloto i srebro.

5.3.4. Analiza obrazow SEM folii chitozanowych z adduktem ciprofloksacyny

Obrazy SEM probek folii chitozanowych jak i rowniez modyfikowanych samym CIP

jak réwniez z dodatkowa modyfikacja nasyconymi parami kwasu octowego przedstawiono

na rysunku 38

Rysunek 38. Obrazy mikrostruktury folii CS (a) poddanej dziataniu soli sodowej CIP (b),

a nastgpnie dzialaniu nasyconych par kwasu octowego (c).
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Analiza obrazu SEM badanych probek potwierdza obecnos¢ ciprofloksacyny (CIP)
na powierzchni folii fizycznych adduktéw CS-CIP (rysunek 38b) oraz fizycznych adduktow
CS-CIP i1 dodatkowo poddanych dzialaniu nasyconej pary kwasu octowego (rysunek 38c).
Powierzchnia niezmodyfikowanej folii chitozanowej (CS) jest gladka i ptaska, podczas gdy
zmodyfikowane probki wykazuja chropowata powierzchni¢ z charakterystycznymi cechami
wystepujacych aglomeratow co jest zgodne z danymi otrzymanymi z analizy AFM. Rathore
1 wspolpracownicy wykazali rowniez podobng zalezno$¢ (237), wraz ze wzrostem stezenia
CIP wzrastala réwniez porowato$¢ folii. W przypadku probek dodatkowo obrabianych
nasyconymi parami kwasu octowego mozna zauwazy¢ zmiany w strukturze statej CIP,
wykazujace bardziej rownomierne rozmieszczenie leku na powierzchni folii. Zmiany te
skutkuja lepszym pokryciem krazkéw CS filmem CIP w stosunku do filméw nie poddanych
dziataniu oparéw kwasu octowego. Prawdopodobnie jest to zwigzane z rozpuszczaniem CIP
w $rodowisku kwasnym podczas inkubacji probki w oparach kwasu octowego, a takze
z wystepowaniem przewidywanego dodatkowego efektu pecznienia CS w Srodowisku

kwasnym.
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5.3.5. Analiza adhezji ciprofloksacyny na powierzchni krazkow chitozanowych

Pomiary zmian st¢zenia CIP w wyniku adhezji CIP na powierzchni krazkéw

chitozanowych przeprowadzono metoda RP-HPLC.

Adsorpcja ciprofloksacyny na chitozanie [ug/g] in 48 h
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Adsorpcja ciprofloksacyny na chitozanie

Rysunek 39. Zalezno$¢ wyczerpywania z roztworu CIP (C0=15x10-4M) podczas adhezji
do powierzchni krazka chitozanowego (CS2, m = 0,15g) w funkcji czasu (test

przeprowadzono w temperaturze 25°C).

Na rysunku 39 przedstawiono ubytek CIP z roztworu modyfikujacego foli¢
chitozanowg. Intensywny proces sorpcji CIP na powierzchni CS mozna zaobserwowaé w
ciggu 12 godzin, natomiast osiggni¢cie rownowagi procesow sorpcji i desorpcji CIP na
powierzchni krazka CS zaobserwowano po 21 godzinach. Dla badanej folii CS o grubosci
50 um ilo$¢ zaadsorbowanego CIP okres$lono na poziomie 420 mg CIP na 1 g chitozanu.

Adsorpcje CIP na chitozanie przeprowadzono dla wielu roéznych wariantéw
kompozytéw chitozanowych. We wszystkich przypadkach adsorpcja CIP zmienita strukture
materialdow chitozanowych (238-242). Zwykle modyfikowane materialty chitozanowe sa
wykorzystywane jako materialty do usuwania zanieczyszczen wody, w tym pozostatosci

lekow.

103



5.3.6. Analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej adduktu CIP-
chitozan w postaci filmu

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wynikajaca z pomiaru strefy zahamowania

wzrostu drobnoustrojéw ¢ [mm] przedstawiono w tabeli 21.

Tabela 21. Wyniki pomiaru narastania kolonii bakterii E. coli i S. aureus na powierzchni
krazkow chitozanowych analizy mikrobiologicznej adduktu CIP

Escherichia | Staphylococcus
Lp Symbol prébek coli aureus
ATCC 8739 ATCC 6538
1 CS1 0 0
2 CS2 0 0
3 CS3 0 0
4 CS4 0 0
5 CS5 0 0
6 CS6 30 0
7 CS1C 45 36
8 CS 2C 47 36
9 CS3C 50 36
10 CS 4C 52 36
11 CS 1G 24 0
12 CS 2G 0 0
13 CS 3G 0 0
14 CS 4G 0 0
15 CS 5G 24 0
16 CS 6G 32 0
17 CS 1CG 58 45
18 CS 2CG 60 60
Kontrola -
11 ciprofloksacyna 42 31
32 pug/mL

Chitozan (CS1), masa czasteczkowa 890 kDa; Chitozan (CS2), masa czasteczkowa 30 kDa;
Chitozan (CS3), masa czasteczkowa 150 kDa; Chitozan (CS4), masa czasteczkowa 325 kDa,
Chitozan (CS5), masa czasteczkowa 84 kDa; Chitozan (CS6), masa czasteczkowa 60 kDa.
G - obrobka nasyconymi parami kwasu octowego; CS1C- obrébka roztworem
ciprofloksacyny; CG — obrobka roztworem ciprofloksacyny i nasyconymi parami kwasu

octowego
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Rysunek 40. Efekt biobdjczy dla poszczegdlnych szczepdw bakterii i grzybow. A -
Penicillium expansum CS6, CS1C-CS3C; B - Candida albicans CS6, CS1C-CS3C, C -
Escherichia coli CS6, CS1C-CS3C i D - Staphylococcus aureus CS6, CS1C-CS3C -

wyraznie widoczna strefa inhibicji.
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Masa czasteczkowa CS i stopien deacetylacji znaczaco wptywaja na jego aktywnos¢
biologiczng (243)(Bagheri-Khoulenjani et al., 2009). CS zostat opisany jako silny $rodek
przeciwdrobnoustrojowy przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, Gram-ujemnym i grzybom
(244)(Rejane C. Goy, n.d.). Wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe CS zaleza jednak od
istotnych czynnikow, w tym rodzaju szczepu drobnoustrojéw, poziomu pH i jego
wiasciwosci strukturalnych (245)(Qin & Li, 2020).

Wprowadzenie nowych ugrupowan do lancucha polimerowego moze poprawic
wiasciwosci biologiczne CS. Dostepna literatura opisuje rézne modyfikacje CS za pomoca
katecholu (246)(Amato i in., 2018), czwartorzgdowych grup amoniowych (247)(Martins
i in., 2014) lub zasad Schiffa (248)(Wei i in., 2019). Dostepne sg r6zne podejscia syntetyczne
do otrzymywania pochodnych CS, takie jak bezposrednia modyfikacja, reakcje
enzymatyczne lub szczepienie chemiczne (249)(Nagy, 2018). Nalezy zauwazy¢, ze
przeprowadzenie udanej wieloetapowej syntezy organicznej ztozonych czasteczek moze by¢
trudnym procesem. Gtowna obawa moze by¢ to, ze niektore grupy funkcyjne moga zaktocaé
reakcje, powodujac powstawanie niepozadanych produktéw. Sytuacji tej mozna uniknac,
stosujac grupy ochronne, ktore tymczasowo maskuja grupy funkcyjne, ktére moglyby
przeszkadza¢ (250)(Abd El-Hack i in., 2020).

Testowane materiaty CS wykazaty zrbéznicowang aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa. Zaden z nich nie byl aktywny wobec testowanych szczepow
grzybow. CS o rdznej masie czasteczkowej 1 lepkosci nie wykazaly znaczacej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, z wyjatkiem modyfikacji CS6 o stabej aktywnosci przeciwko
bakteriom Gram-ujemnym E. coli. Jednakze, chemiczne modyfikacje chitozanu wywotaty
obiecujace efekty przeciwdrobnoustrojowe. Bardzo intersujace wyniki uzyskano dla
modyfikacji CS za pomoca CIP - skuteczny efekt przeciwbakteryjny odnotowano zaréwno
w stosunku do bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. Fakt ten jest wart
odnotowania, poniewaz CIP jest znany jako antybiotyk o dobrej aktywnos$ci wobec
wigkszosci bakterii Gram-ujemnych, ale jego dziatanie wobec szczepow bakterii Gram-

dodatnich moze by¢ umiarkowane lub stabe(251) (Davis i in., 1996).
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Modyfikacje chitozanu kwasem octowym skutkowaty z kolei stabszym dziataniem
przeciwdrobnoustrojowym, mimo ze kwas octowy znany jest z szerokiego dziatania
przeciwbakteryjnego. Substancja ta jest powszechnie stosowana w medycynie od ponad
6000 lat do dezynfekcji ran, a zwlaszcza jako $rodek antyseptyczny w leczeniu i profilaktyce
dzumy. Spektrum mikrobiologiczne kwasu octowego jest szerokie, nawet przy niskim
stezeniu 3% (252,253)(Pangprasit et al., 2020; Ryssel et al., 2009).

Modyfikujac CS kwasem octowym i dodatkowa substancja czynng istnieje
mozliwo$¢ uzyskania materialow o wysokiej skuteczno$ci biobojczej. Ostatnio
zsyntetyzowano pochodne chitozanu z kwasem octowym i grupami guanidynowymi I
scharakteryzowano je za pomoca 13C NMR, spektroskopii FT-IR, termograwimetrii
i analizy elementarnej. Zarowno octan N-guanidyniowy CS, jak i chlorek N-guanidyniowy
CS wykazywaly wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa w poréwnaniu z czystym CS
(254)(Salama 1 in., 2020). Ponadto, liofilizowany octan CS =z wbudowanymi
nanoczasteczkami srebra skutecznie kontrolowatl wzrost bakterii (255)(Huang et al., 2011).
Dane te sugeruja, ze synergiczne potaczenie octanu chitozanu i innych $rodkow
przeciwdrobnoustrojowych prowadzi do poprawy skutecznosci przeciwbakteryjnej CS.

Efekt ten zostal rowniez potwierdzony w moich badaniach. Najlepszy efekt
przeciwbakteryjny uzyskano poprzez modyfikacj¢ CS za pomocg CIP i kwasu octowego.
Modyfikacje te prowadzily do silnego synergistycznego dzialania zaréwno przeciwko
bakteriom Gram-ujemnym, jak i Gram-dodatnim.

Wyniki sugeruja, ze przygotowany material antybakteryjny o wiasciwosciach
dostarczania lekéw moze by¢ odpowiednim kandydatem do wielu zastosowan medycznych

1 higienicznych.
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V. Whnioski

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania nad wytwarzaniem i modyfikacja
struktur wykonanych z chitozanu pozwalaja na sformutowanie nast¢pujacych wnioskow

koncowych:

1. Badania poroéwnawcze degradacji chitozanu w réznych roztworach kwasow
organicznych z wykorzystaniem kwasu mlekowego, octowego, jabtkowego
1 mréwkowego pozwolity wskaza¢, ktory z tych kwasoOw ma najmniejszy wplyw na
degradacje chitozanu. Obliczone na podstawie oznaczonych warto$ci zredukowanej
lepkosci istotnej dla probek chitozanu degradowanych w roztworach wytypowanych
kwasow, potwierdzaja wystepowanie degradacji w czasie ich przetrzymywania
w temperaturze 20 °C. Najwyzszy spadek zredukowanej lepkosci istotnej roztworu
chitozanu w czasie obserwuje si¢ dla kwasu jabtkowego, w pozostatych
zastosowanych roztworach kwasow ten spadek jest znacznie powolniejszy. Do
sporzadzania  roztwordw  chitozanu przeznaczonych do  dlugotrwaltego
przechowywania rekomendowane s3a roztwory uszeregowane w kolejnosci
stabilnos$ci lepkosci istotnej: kwas octowy, kwas mrowkowy i kwas mlekowy.

2. Na podstawie analizy produktu degradacji chitozanu w wytypowanych kwasach
organicznych metoda chromatografii GPC/SEC, mozna je uszeregowa¢ wedtug ich
zdolno$ci do degradacji makroczasteczek chitozanu od naj najmniejszej do
najwigkszej: kwas octowy—kwas mrowkowy—kwas mlekowy—kwas jabtkowy.

3. Analiza kinetyki degradacji chitozanu w roztworach kwaséw organicznych wpisuje
si¢ z model opisujacy kinetyke pierwszego rzedu. Wartosci statej szybkosci
degradacji pierwszego rzedu dla badanych kwaséw organicznych przedstawia si¢
nastepujaco dla analizy Mv: Kiwas octowy=3,26 X 1077, Kicwas mrowkowy =6,09-X 1077, Kiwas
mickowy =6,46°X 1077, Kiwas jabikowy = 18,87 x-1077, dla analizy Mw: Kkwas octowy=3,68 X
107, Kiwas mrowkowy = 6,76 X 1077, Kicwas miekowy =14,55 X 107 ; Kiwas jablkowy = 14,86 X
1077;dla analizy Mn: Kiwas octowy=12,33 X 1077, Kiwas mrowkowy = 14,80 X 1077, Kicwas miekowy
= 28,25 x 107, Kiwas jabtkowy = 31,01 x-1077
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Na podstawie analizy widm IH NMR probek chitozanu poddanych procesowi
degradacji wyznaczono dla kazdej z nich wartosci stopinia deacetylacji (DDA).
Wyznaczone wartosci wskazuja, ze DDA nie ulega zmianom w sposdb znaczacy
w czasie procesu degradacji. Ponadto brak pojawienia si¢ nowych sygnatéw np.
protonow grupy aldehydowej na widmach 1H NMR potwierdza, ze reakcja
degradacji w roztworach kwasow organicznych nastepuje jedynie poprzez zerwanie
wigzan f-1,4-glikozydowych.

Zaproponowana metoda modyfikacji na drodze obrébki nasyconymi parami kwasow
organicznych oraz roztworami kwasdéw organicznych w alkoholu etylowym,
pozwolila na wytworzenie nowych pochodnych chitozanowych, niemozliwych do
uzyskania konwencjonalnymi metodami z uwagi na rozpuszczalno$¢ chitozanu
w kwasowym $§rodowisku. Zastosowane przedstawionego w pracy sposobu
modyfikacji pozwala uzyska¢ nowy, innowacyjny material, ktory moze by¢
poddawany dalszym modyfikacjom.

Analiza wioknin chitozanowych poddanych obréobce nasyconymi parami
wytypowanych kwasdéw organicznych oraz ich roztworami w alkoholu etylowym
z zastosowaniem spektroskopii FTIR ATR potwierdzila tworzenie w warstwach
powierzchniowych wtokien elementarnych nowych pochodnych — soli chitozanu.
Zaproponowana w niniejszej pracy procedura modyfikacji form chitozanowych
alkalicznym roztworem ciprofloksacyny prowadzi do wuzyskania aktywnego
biologicznie adduktu wzgledem bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych

Badania NMR ciala stalego 13C CP/MAS oraz 19F MAS NMR dla adduktu
ciprofloksacyny do chitozanu, potwierdzity obecno$¢ ciprfloksacyny na powierzchni
folii chitozanowych. Ponadto analiza widm 19F MAS NMR wskazuje, ze
ciprofloksacyna zostata przeksztalcona na powierzchni folii chitozanowych z formy
krystalicznej w amorficzng, co poprawia jej biodostgpnos¢ oraz zakres aktywnosci
mikrobiologicznej. Badania spektroskopii FTIR ATR potwierdzily réwniez
obecnosci ciprofloksacyny na wytworzonych foliach

Badanie AFM adduktu ciprofloksacyny do chitozanu w postaci folii potwierdzito jej
przylaczenie do powierzchni folii. Warto§¢ chropowatosci powierzchni dla

modyfikowanych folii ciprofloksacyng i poddanych obrébce nasyconymi parami
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10.

11.

12.

13.

kwasu octowego skutkuje efektem jej wygladzenia, poprzez dyfuzj¢ ciprofloksacyny
na powierzchni folii chitozanowe;.

Badania mikrobiologiczne przeprowadzone zarowno dla wioknin jaki folii
chitozanowych pozwolily potwierdzi¢ modyfikacje zastosowanymi kwasami oraz ich
skuteczno$¢ wzgledem bakterii. Efekty skutecznej biobodjczosci uzyskano dla folii
chitozanowych modyfikowanych kwasem octowym oraz chlorowodorowym.
Badanie procesu hemolizy w obecno$ci modyfikowanych form chitozanu
wytypowanymi kwasami pozwolilo okresli¢ cytotoksyczno$¢ materialow
modyfikowanych parami réznych kwasow jak i w roztworze etanolu.
Cytotoksyczno$¢ wytworzonych form soli chitozanowych wytypowanych kwasow
organicznych zmniejsza si¢ znaczaco poprzez zastosowanie procesu usuwania
nadmiaru  zaadsorbowanego kwasu organicznego procesem ‘tugowania
modyfikowanych wtoknin czystym alkoholem etylowym.

Modyfikacja wytworzonych form chitozanowych poprzez obrobke z zastosowaniem
alkalicznego roztworu ciprofloksacyny oraz nastgpcza modyfikacj¢ nasycong parg
kwasu octowego zwigksza ich zdolnosci biobdjcze w wyniku synergistycznego

dziatania soli chitozanu oraz adduktu ciproflaksyny do chitozanu.
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Rysunek 36. a) Widmo 13C CP/MAS NMR CS 100 impregnowanego CIP zarejestrowane z
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Analiza obrazu SEM badanych probek potwierdza obecnos¢ CIP na powierzchni folii
fizycznych adduktow CS-CIP (rysunek 38b) oraz fizycznych adduktow CS-CIP i dodatkowo
Rysunek 39. Zaleznos$¢ zubozenia roztworu CIP (C0=15x10-4M) podczas adhezji do
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wyraznie widoczna strefa inhibicji.
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