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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 szczególności polisacharydy, do których należy chitozan 

są przedmiotem wzrastającego zainteresowania naukowców. Materiały biopolimerowe są 

wykorzystywane jako biomateriały w zastosowaniach medycznych oraz w szeroko pojętym 

przemyśle chemicznym. Charakteryzują się wysoką biozgodnością, brakiem toksyczności 

oraz biodegradowalnością.     

 

W pracy przedstawiono badania porównawcze degradacji chitozanu w roztworach 

kwasów organicznych. Celem badań było określenie zależności kinetyki procesu degradacji 

chitozanu od mocy kwasu oraz określnie wybranych cech fizykochemicznych 

i biologicznych układów chitozan - kwas.  

 

Naukowcy zajmujący się chitozanem do chwili obecnej skupiali się w głównej mierze 

na jego roztworach w kwasie octowym. W niniejszej pracy badano możliwość wykorzystania 

innych kwasów organicznych, takich jak kwas mlekowy, octowy, jabłkowy i mrówkowy do 

sporządzania roztworów chitozanu.  

 

Wyniki tych badań można uznać za bardzo ważne w aspekcie dalszych utylitarnych 

zastosowań tych roztworów. Istotnym zagadnieniem było zweryfikowanie ich stabilności w 

czasie co jest istotne w punktu widzenia ich dalszego przetwórstwa. Na dobór 

odpowiedniego medium rozpuszczającego chitozan ma wartość stałej dysocjacji kwasów, 

która wpływa na ich kinetykę degradacji.  

Skupiono się na właściwościach przeciw drobnoustrojowych z naciskiem na 

bakteriostatyczność. Chitozan uzyskuje właściwości bakteriostatyczne poprzez 

protonowanie swoich grup aminowych. W literaturze przyjmuje się, że sam chitozan hamuje 

wzrost bakterii. Przedstawiono badania porównawcze włóknin chitozanowych 

modyfikowanych różnymi kwasami, w tym kwasem octowym, propionowym, masłowym, 

walerianowym jak i kwasem solnym. Celem pracy było określenie, które sole kwasów 

wpływają na aktywność przeciwbakteryjną i dodatkowo przeciwgrzybiczą materiałów na 

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



 

zastosowano obróbkę w środowisku gazowym nasyconej pary nad roztworem kwasu 

i  modyfikacje w roztworze odpowiedni kwas - etanol. Najskuteczniejszymi modyfikatorami 

warstw powierzchniowych form chitozanu okazały się kwas octowy i kwas 

chlorowodorowy.  

Zbadano wpływ stężenia roztworu kwasu w etanolu, czasu obróbki materiałów 

chitozanowych roztworami poszczególnych kwasów oraz wpływ procesu końcowego 

płukania modyfikowanych włóknin na aktywność przeciwdrobnoustrojową.  

Przedstawiono wyniki badań nad otrzymywaniem folii chitozanowej jako struktury 

wzorcowej zawierającej na swojej powierzchni cyprofloksacynę do zastosowania jako lek 

modelowy. Uzyskano unikalną strukturę cyprofloksacyny, która nie tylko nadaje nowe 

właściwości biobójcze filmom chitozanu, ale również zmienia ich strukturę powierzchni.  

Potwierdzono, w jakiej formie lek łączy się z powierzchnią folii chitynowej. Badania 

spektroskopowe wykazały, że w procesie nanoszenia ciprofloksacyny na powierzchnię folii 

chitozanowej, ciprofloksacyna została przekształcona z formy krystalicznej w amorficzną, 

poprawiając tym samym jej biodostępnośći i zakres działania mikrobiologicznego.  
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I. WPROWADZENIE  

Biomateriały są wykorzystywane w wielu ważnych dziedzinach nauki takich jak 

medycyna (inżynieria tkankowa, medycyna regeneracyjna) oraz nanotechnologia. 

Wykorzystuje się je jako opatrunki, części implantów, czy nośniki leków. Zważywszy na 

duże zainteresowanie świata nauki oraz rosnące zapotrzebowanie przemysłowe, badacze 

koncentrują swoją uwagę na opracowaniu nowatorskich, tanich i szybkich technologii 

wytwarzania biomateriałów.   

Inżynieria biomateriałowa to jedna z najszybciej rozwijających się gałęzi inżynierii 

materiałowej. W jej kręgu zainteresowania znajdują się metale, ceramika, szkło oraz  

polimery, zarówno sztuczne jak również naturalne. Wśród tych ostatnich największe 

zainteresowania wzbudza chitozan. Chitozan to polimer otrzymywany z chityny, która 

stanowi budulec pancerzy skorupiaków, owadów, mięczaków jak i tkanek grzybów. 

Wyróżnikiem tego polimeru jest bardzo dobra biozgodność oraz bakteriobójczość a także 

niski koszt wytwarzania. Ważną zaletą jest również łatwa dostępność i rozpowszechnienie w 

przyrodzie. Pozwala to na pozyskanie cennego materiału bez nadmiernej eksploatacji 

ekosystemów i obciążania środowiska naturalnego, ponieważ znaczne ilości biopolimeru są 

pozyskiwane z odpadów poprodukcyjnych z przetwórstwa owoców morza.  

Mając na uwadze wykorzystanie chitozanu w medycynie, stomatologii i farmacji 

konieczna jest dobra znajomość zależności jego struktury i właściwości fizycznych od 

sposobu pozyskiwania omawianego biopolimeru. Pochodzenie surowca oraz sposób 

przetwarzania chitozanu wpływają bowiem na jego charakterystykę, w tym na stopień 

deacetylacji. Stopień deacetylacji decyduje o rozpuszczalności chitozanu w kwasach oraz 

zdolności do tworzenia folii i włókien. Zdolność do tworzenia folii i włóknin jest ważnym 

parametrem, jeżeli materiał jest rozpatrywany jako surowiec do wytwarzania 

antybakteryjnych materiałów opatrunkowych. Wprowadzenie do matrycy jak i zmiana 

struktury powierzchni materiału wykonanego z chitozanu, wzmaga jego bakteriostatyczność 
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oraz bakteriobójczość. Modyfikowane struktury chitozanowe mogą więc przyspieszać 

procesy naprawcze i gojenie ran. 

 

II. CZEŚĆ LITERATUROWA  

1. Polimery 

Nazwa polimer, wywodzi się z języka greckiego, składa się z dwóch wyrazów „poly” 

wyraża "wiele" a „meres” oznacza "części". Synonimem wyrażenia polimer jest 

makrocząsteczka. Inaczej mówiąc, polimery, zbudowane są z powtarzających się 

wielokrotnie segmentów o identycznej budowie chemicznej nazywanych merami. Polimery 

powstają w wyniku reakcji chemicznej cząsteczek zwanych monomerami, które łącząc się 

ze sobą tworzą długie łańcuchy. Taka molekuła charakteryzuje się dużą masą cząsteczkową 

w przedziale (od 10000 g/mol do kilku kilkudziesięciu milionów g/mol) i składa się 

z powtarzających się jednostek strukturalnych połączonych każdorazowo wiązaniami 

kowalencyjnymi*(1).  

2. Polisacharydy  

Polisacharydy to polimery naturalne, szeroko rozpowszechnione w środowisku 

przyrodniczym. Do najpopularniejszych polisacharydów należą między innymi: celuloza, 

hemiceluloza, skrobia, chityna oraz alginiany. W zależności od źródła pozyskania, 

polisacharydy różnią się między sobą budową chemiczną elementarnej jednostki 

monosacharydowej, połączonej za pomocą wiązń glikozydowych. Utworzone w tak 

różnorodny sposób cząsteczki nadają im unikalne właściwości fizykochemiczne oraz 

aktywność biologiczną. Każdy polisacharyd cechuje się odmiennymi cechami ze względu na 

budowę chemiczną cząsteczki jak i właściwości wynikające z funkcji pełnionej w świecie 

przyrody. Przykładowo, grupy aminowe chitozanu są odpowiedzialne za jego właściwości 

antybakteryjne (2). Polisacharydy pełnią również inne funkcje, są między innymi materiałem 

budulcowym komórek oraz służą jako magazyn energii (3).  
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Nadrzędną grupą dla polisacharydów są węglowodany. Węglowodany z uwagi na 

skład cząsteczek dzielimy na monosacharydy (cukry proste) i polisacharydy (cukry złożone) 

co pokazuje rysunek 1.  

Ze względu na budowę, cukry złożone podzielone są na oligosacharydy (od dwóch 

do dziesięciu cząsteczek monosacharydów) i polisacharydy (gdzie liczba monosacharydów 

przekracza dziesięć i może wynosić nawet wiele tysięcy) (4,5). 

  

Rysunek 1. Podział węglowodanów (4,5) 

Schemat podziału polisacharydów ze względu na budowę chemiczną jednostek 

strukturalnych łańcucha polimerowego oraz funkcji, które pełnią w organizmach przedstawia 

rysunek 2. Homopolisacharydy (np. celuloza, chityna) zbudowane są z jednego rodzaju 

menoz pełniących funkcje merów (6–8). Heteropolisacharydy (np. siarczan chondroityny) 

składają się z kilku różnych rodzajów menoz, które pełnią rolę merów w łańcuchu 

polimerowym (9,10).   
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Rysunek 2. Podział polisacharydów ze względu na budowę i funkcje pełnione 

w  organizmach (11) 

3. Biopolimery  

Termin biopolimer nawiązuje do dwóch greckich słów bio i polimer, odnoszących się 

do natury i żywych organizmów. Biopolimery, są to substancje organiczne, produkowane 

przez organizmy żywe (12,13). Z definicji: „Biopolimery to cząsteczki organiczne, które 

składają się z powtarzających się merów (cukrów) i są wytwarzane przez organizmy żywe. 

Homopolimery to takie cząsteczki, które składają się z jednego rodzaju meru, podczas gdy 

heteropolimery składają się z więcej niż jednego rodzaju meru” (14).  

Biopolimery charakteryzują się biokompatybilnością oraz biodegradowalnością. 

Właściwości te umożliwiają wykorzystanie polimerów w różnych obszarach życia 

codziennego, począwszy od ochrony roślin do tak skomplikowanych dziedzin jak biosensory 

oraz szeroko pojęte aplikacje medyczne czy farmaceutyczne. Mogą być stosowane jako folie, 

emulsje, materiały do opakowań w przemyśle spożywczym, implanty medyczne 

(rusztowania tkankowe, organy medyczne), materiały opatrunkowe przyspieszające gojenie 

ran, jak również w przemyśle farmaceutycznym, gdzie wykorzystywane są do wytwarzania 

nowych materiałów przy kapsułkowaniu leków jako nośniki do transportu leków (15). Do 

najważniejszych grup biopolimerów zaliczamy: polinukleotydy, polipeptydy (białka złożone 

z peptydów) i polisacharydy (rysunek 3). Rozpowszechnionymi najbardziej 

makrocząsteczkami jednak są kwasy nukleinowe, białka, węglowodany oraz lipidy (16). 
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Rysunek 3. Podział biopolimerów na podstawie podjednostek meru (16). 

4. Chityna 

Jednym z globalnie występujących polisacharydów w środowisku jest chityna. Jest to drugi 

po celulozie polimer należący do polisacharydów, który występuje licznie w środowisku 

naturalnym (17). Roczna szacunkowa produkcja chityny wynosi około 1000 miliardów kg 

(1011). 

Jako pierwszy badania nad tym polimerem rozpoczął francuski chemik Henri Braconnot 

w 1811 r. Współczesną nazwę tego polimeru zawdzięczamy Antoine Odier, który w 1823 r. 

odkrył ten sam związek chemiczny u owadów (18). Jego budowę chemiczną na podstawie 

przeprowadzonych badań opisał Albert Hofmann (19). 
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4.1. Chityna - źródła pozyskania  

Chityna jest biopolimerem pozyskiwanym z wielu organizmów. Występuje 

egzoszkieletach skorupiaków (homarów, krewetek, kryla, pąkli, raków), mięczaków 

(ośmiornice, mątwy, małże, ostrygi, kalmary, ślimaki), glonów (okrzemki, brunatnice, 

zielenice), owadów (muchy domowe, jedwabniki, mrówki, karaluchy, pająki, chrząszcze, 

skorpiony, pszczoły miodne) oraz w ścianach komórkowych grzybów (Ascomycetes, 

Basidiomycetes, Phycomycetes - Aspergillus niger, Mucor rouxii, Penicillium notatum, 

Trichoderma reesi (20–26). Procentową zwartość chityny u poszczególnych skorupiaków 

przedstawiono na rysunku 4. 

 

Rysunek 4. Zwartości procentowa chityny u skorupiaków (27)  

Obecnie głównym komercyjnym źródłem chityny są odpady z morskiego przemysłu 

spożywczego (27). W 2016 roku roczna światowa produkcja chityny z organizmów morskich 

przeznaczonych do spożycia wynosiła około 8 milionów ton (28). Pozyskano z nich 40% 

odpadów zwierających chitynę (29). Średnia zawartość chityny w odpadach przemysłu 

spożywczego z produkcji owoców morza wynosi od 20% do 30%. Niektóre gatunki 

skorupiaków mogą zawierać znacznie więcej chityny, jak na przykład skorupy homarów 

z gatunku Nephro i Homarus zawierają 60-75% chityny, a krabów Cancer i Carcinus od 72% 

do 64% (30). Nie wszystkie jednak skorupiaki posiadają duże zawartości chityny, niektóre 

skorupiaki w całkowitej masie ciała zawierają jedynie od 2 do 12% (31). Kryl występujący 

w wodach Antarktydy posiada od 34 do 49% chityny (32). Kałamarnice w swojej budowie 
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zawierają wagowo około 25-49% chityny (33,34). Procentową zwartość chityny u 

poszczególnych mięczaków przedstawiono na rysunku 5. 

  

Rysunek 5. Zwartości procentowa chityny u mięczaków (27) 

W roku 2021 oczekiwano, że globalny rynek chityny i chitozanu może osiągnąć 

wartość dochodzącą do 4,2 mld USD (35). Zwiększenie nacisku na poszukiwanie innych 

źródeł chityny, w celu zaspokojenia ogromnego zapotrzebowania rynku, wynika 

z ograniczenia dostępności do odpadów pochodzących z morza. Komercyjne połowy 

skorupiaków są sezonowe, rozpoczynają się wiosną, tuż po okresie godowym i są 

ograniczone normami połowowymi ustanawianych w danych regionach świata (36). 

Kolejnym źródłem pozyskiwana chityny są grzyby. Stanowią one, według (Abdel 

i inni 2017) alternatywne źródło chityny i chitozanu (37). W strukturze ściany komórkowej 

grzybów, chityna stanowi od 1% do 15% masy całego grzyba (38). Jednak, nie wszystkie 

gatunki grzybów zawierają ten polimer w swojej strukturze. Największą ilość chityny 

w swojej budowie posiadają również grzyby: Basidiomycota, Ascomycota, i Zygomycota 

(39–41). Procentową zwartość chityny u poszczególnych gatunków grzybów przedstawiono 

na rysunku 6. 
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Rysunek 6. Zwartości procentowa chityny w grzybach(27) 

Następnym obiecującym i jedocześnie zrównoważonym źródłem pozyskania chityny 

są owady (42). Owady mogą być wykorzystywane dla większej równowagi ekologicznej 

i ekonomicznej jako ważna alternatywa dla skorupiaków. W przeciwieństwie do 

skorupiaków są łatwiej dostępne, nie podlegają sezonowemu odławianiu i można je w prosty 

sposób hodować. Szczególnie w krajach bez dostępu do morza oraz niskim spożyciu owoców 

morza uruchamiane są ośrodki hodowli owadów. Wykorzystuje się je również do produkcji 

pasz (białko) i utylizacji odpadów (plastik) (43–45). Procentową zwartość chityny u owadów 

przedstawiono na rysunku 7. 

 

Rysunek 7. Zwartości procentowa chityny u owadów(27) 
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4.2. Budowa chemiczna chityny 

Chityna ma postać liniowego polisacharydu składającego się głównie z reszt 2-

acetamido-2-deoksy-β-D-glukopiranozy (GlcNAc) i częściowo z reszt 2-amino-2-deoksy-β-

D-glukopiranozy (GlcN), połączonego wiązaniem β- (1→4) glikozydowym (rysunek 8). 

Jednostki cukrowe w jej strukturze są obrócone względem siebie o 180°, a każda para tworzy 

disacharyd N,N′-diacetylochitobiozę. Zawiera helisy w łańcuchu polimerowym, gdzie 

poszczególna jednostka cukrowa jest odwrócona w stosunku do swoich sąsiadów. Powstała 

tak struktura, z uwagi na występujące w niej liczne wiązania wodorowe                                                   

03-H→05 i 06- H→07 ma wysoką stabilność chemiczną oraz termiczną (46–48). 

 

 

Rysunek 8. Schemat łańcucha chityny (49)  

 

Chityna w naturze występuje w elementach strukturalnych egzoszkieletów jako 

uporządkowana struktura mikrofibryli. W zależności od ułożenia łańcucha bocznego 

szkieletu przyjmuje jedną z trzech możliwych form krystalicznych, allomorficzne formy: α, 

β, γ (50,51). co przestawiono na rysunku 9. Odmiany te, różnią się sposobem ułożenia 

łańcuchów w przestrzeniach krystalicznych. Wpływa to na stopień uwodnienia chityny 

(pęcznienie), wielkość komórek elementarnych tworzących sieci krystaliczne, ilość 

łańcuchów polimerowych zaangażowanych w tworzenie elementarnej komórki (52).  
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Rysunek 9. Formy alfa, beta i gama chityny (53)  

W 𝛼-chitynie grupy boczne ułożone są w strukturze równolegle i silnie przylegają 

poprzez oddziaływania wiązań wodorowych. Struktura 𝛽-chityny jest antyrównoległa z 

mniejszą ilością wiązań wodorowych. Ułożenie 𝛾-chityny jest natomiast mieszaniną formy 

𝛼- i 𝛽-chityny (54–56). Chityna typu 𝛼 posiada niską hydrofilowość co wiąże się z małą 

dostępnością do niej cząsteczek wody. Chityna typu 𝛽 ze względu na rozluźnioną strukturę 

w porównaniu do struktury typu 𝛼, łatwiej pęcznieje w środowisku wodnym (57). β-chitynę 

można w prosty sposób przekształcić w α-chitynę poprzez obróbkę alkaliczną, a następnie 

wielokrotne płukanie w wodzie (58). Natomiast 𝛼-chityna odpowiada za sztywność polimeru 

w szkielecie, jest najbardziej stabilną i rozpowszechnioną formą w przyrodzie. Struktura a-

chityny występuje w szkieletach owadów i grzybów(59,60). Największe jej pokłady 

występują w egzoszkielecie stawonogów, takich jak homary, kraby i krewetki, a także w 

ścianach komórkowych grzybów (61,62). 𝛽-chitynę pozyskuje się głównie z okrzemek 

morskich, kałamarnic (63–65). Z kolei 𝛾-chityna pozyskiwana jest z włókien kokonu ćmy 

Orgyia Dubia, chrząszcza Ptinus i żołądków kałamarnic Loligo(66,67).  
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4.3. Ekstrakcja chityny   

Chityna ze względu na jej wysoce wydłużoną półkrystaliczną strukturę 

z występującymi licznymi wiązaniami wodorowymi jest słabo rozpuszczalna 

w podstawowych rozpuszczalnikach organicznych. Stanowi to przeszkodę w jej 

przetwórstwie w formy użytkowe (68–70). Ekstrakcja chityny obejmuje następujące etapy: 

demineralizację (rozpuszczenie soli nieorganicznych), usunięcie białek (deproteinizacja) 

oraz usunięcie pigmentów. Procesy te, mają za zadanie głównie eliminację węglanu wapnia, 

białek i pigmentów zawartych w matrycy. Ekstrakcja chityny wymaga usunięcia dwóch 

podstawowych składników muszli - nieorganicznego węglanu wapnia (CaCO3) i białek.  

Procesy oczyszczania chityny można podzielić na: fizyczne, biotechnologiczne, 

chemiczne oraz łączone. Metody fizyczne to kruszenie i wprowadzanie równolegle 

katalizatorów reakcji deacetylacji jak i innych odczynnikówi chemicznych np. denaturyzacji 

białek. Z uwagi na ochronę środowiska biotechnologiczna ekstrakcja i deacetylacja chityny 

zyskuje coraz większą popularność w stosunku do procesów z użyciem odczynników 

chemicznych. Wadą metod biotechnologicznych jednak jest niższa wydajność, większy 

nakład czasu i niska czystość produktu. Metody biotechnologiczne wykorzystują enzymy 

takie jak proteazy mikrobiologiczne, czy też całe mikroorganizmy do usunięcia białek. 

Natomiast równoległe zastosowanie deacetylazy w środowisku reakcji, w celu 

przeprowadzenia procesu deacetylacji chityny, wykazały brak możliwości bezpośredniego 

wytworzenia tą procedurą chitozanu (71–77).  

Metoda z zastosowaniem odczynników chemicznych jest najbardziej powszechna 

w przemyśle przetwarzającym chitynę. Wadą tej metody jest kwestia uszkodzenia białka 

zawartego w muszlach i skorupach organizmów morskich. Tak pozyskany materiał białkowy 

nie może, być już wykorzystany jako dodatek do paszy dla zwierząt. Powstające przy 

procesie produkcyjnym ścieki wymagają dodatkowo poddania ich procesowi neutralizacji 

i oczyszczania (78–80). W ostatnich latach dopracowano i usprawniono chemicznie procesy 

technologiczne tak, że udaje się wytworzyć na skalę komercyjną produkt końcowy w postaci 

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

Demineralizacja najpopularniejszego źródła chityny - odpadów muszli skorupiaków 

na drodze chemicznej wykorzystuje kwasy organiczne i nieorganiczne w celu usunięcia 

składników mineralnych przede wszystkim węglanu wapnia i fosforanu wapnia. 

Preferowanymi odczynnikami do usuwania wyżej wymienionych składników mineralnych 

są HCl, HNO3, H2SO4, CH3COOH i HCOOH (82,83). Po procesie demineralizacji materiał 

poddany jest filtracji, neutralizowany wodą destylowaną a następnie suszony.  

4.3.2. Odbiałczanie 

W procesach odbiałczania (deproteinizacji) stosuje się najczęściej rozcieńczony 

roztwór wodorotlenku sodu NaOH (1mol/dm3) w celu denaturyzacji białek. Tak otrzymaną 

mieszaninę, dwukrotnie przesącza się, przemywa wodą dejonizowaną w celu usunięcia 

nadmiaru NaOH, po czym poddaje się ją procesowi suszenia w suszarce. Produktem 

otrzymanym w tak przeprowadzonym procesie jest oczyszczona od minerałów i białek 

chityna zawierająca pigmenty (84).  

Podczas procesu demineralizacji oraz deproteinizacji usuwana jest niewielka ilość 

pigmentu i lipidów, dlatego też najczęściej chityna zachowuje kolor w odcieniu brązowym. 

Do celów komercyjnych przyjęto, że kolor chityny i chitozanu powinien być w kolorze 

białym. W celu usunięcia pozostałości pigmentów i poprawy koloru chityny i chitozanu 

stosuje się dodatkowy etap bielenia. Do usunięcia pigmentu najczęściej wykorzystywane są 

utleniacze, do których należy między innymi nadmanganian potasu (KMnO4), nadtlenek 

wodoru (H2O2), podchloryn sodu (NaClO), pięciotlenek fosforu (P2O5), dwutlenek siarki 

(IV) (SO2) i węglan sodu (Na2CO3). Często stosowane są również rozpuszczalniki takie jak 

aceton, chloroform, octan etylu i etanol (85,86). Na rysunku 10 przedstawiono metodę 

oczyszczania chityny.  
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Rysunek 10. Proces przetwarzania chityny (86) 

Ostatnim procesem przetwarzania chityny prowadzącej do konwersji w chitozan jest 

alkaliczna hydroliza (deacetylacja).  

 

Rysunek 11. Schemat konwersji chityny do chitozanu (87) 

Chitozan należy do grupy polisacharydów i jest szczególnym biopolimerem ze 

względu na jego zdolność do tworzenia różnorodnych struktur morfologicznych, takich jak 

błony, włókna, hydrożele, membrany, nanocząstki i mikrosfery. 
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4.3.3. Deacetylacja chityny (synteza chitozanu)  

Chitozan otrzymuje się na drodze reakcji deacetylacji (DDA) chityny. Chityna może 

być przekształcana w chitozan w procesach chemicznych, biologicznych lub 

enzymatycznych(72,88). Procesy te prowadzą do hydrolizy grup acetylamindowych             

NH–C(=O)–CH3 z wytworzeniem funkcyjnych grup aminowych -NH2. Z chemicznego 

punktu widzenia, chitozan można zdefiniować jako deacetylowaną chitynę, a proces 

deacetylacji chityny polega na alkalicznej hydrolizie grup amidowych w łańcuchu                 

poli[-(1,4)-2-acetamido-2-deoksy-D-glukopiranozy] i usunięciu grup acetylowych z grup 

acetyloaminowych w łańcuchu chityny, które są przekształcane w grupy aminowe. 

W wyniku procesu deacetylacji końcowy polimer zawiera dwie reszty: N-acetylo-

glukozaminy oraz glukozaminy. Wartość stopnia acetylacji (DA) chityny determinuje czy 

otrzymany polimer można określić chitozanem czy chityną. W literaturze przyjęto, że jeżeli 

w wyniku deacetylacji polimer zawiera więcej niż 50% reszt N-acetylo-glukozaminy, jest on 

w dalszym ciągu chityną, natomiast jeśli jest niższy niż 50%, to jest określany jako chitozan 

(88). Otrzymany chitozan ma wysoki stopień wolnych grup aminowych (NH2), które 

zapewniają centrum funkcyjne zdolne do dalszych reakcji chemicznych. Autorzy (Rehman 

i inni) opisują możliwość wykorzystania reaktywnych grup aminowych chitozanu do 

przeprowadzenia modyfikacji chemicznych prowadzących do uzyskania nowych 

pochodnych o szerokim spektrum zastosowania (89). W literaturze naukowej wskazane jest, 

że stopień deacetylacji chityny jest powiązany z jej właściwościami biologicznymi, 

fizykochemicznymi oraz mechanicznymi. Deacetylacja wpływa na charakter kwasowo-

zasadowy, właściwości elektrostatyczne, biodegradowalność, zdolność do agregacji, 

rozpuszczalność, właściwości sorpcyjne, zdolność do chelatowania jonów metali (90). 

Następczy proces deacetylacji pozwala pozyskać chitozan o wyższym stopniu deacetylacji. 

W procesach pozyskiwania chitozanu z chityny najczęściej stosowana jest alkaliczna 

hydroliza z zastosowaniem wysoko stężonych roztworów NaOH lub KOH (40-50%) oraz 

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

Właściwości chitozanu zależne są zarówno od stopnia rozkładu mas molowych to jest 

od stosunku średnio wagowej masy molowej (Mw) i średnio liczbowej masy molowej (Mn) 

chitozanu (polidyspersyjność) jak i również jego stopnia deacetylacji (DDA). Są to 

najważniejsze parametry wpływające na właściwości biologiczne, fizykochemiczne 

i mechaniczne form chitozanu, co ma wpływ i przekłada się na jego bezpośrednie 

zastosowanie. DDA wpływa na rozpuszczalność, reaktywność, właściwości kwasowo-

zasadowe, elektrostatyczne, elastyczność, konformację polimeru, lepkość, krystaliczność, 

porowatość, wytrzymałość na rozciąganie, zdolność do chelatowania metali 

i fotoluminescencję. Właściwości te zależne są również od wyznaczonej średnio wagowej 

masy molowej (Mw) polimeru. Wymienione parametry wpływają, też na właściwości 

biologiczne, takie jak: resorbowalność, biokompatybilność, mukoadhezję, hemostatyczność, 

adsorpcję, właściwości przeciwdrobnoustrojowe, przeciwutleniające i wiele innych (95). 

Masa molowa chitozanu ze względu na występowanie w cząsteczce grup aminowych 

ma również wpływ na jego rozpuszczalność. Chitozan o masie poniżej 30 kDa jest łatwo 

rozpuszczalny w wodzie bez dodatku kwasu. Natomiast hydroliza kwasowa prowadzi do 

zmniejszenia średniej masy molowej chitozanu, jednocześnie zwiększając jego 

rozpuszczalność. Protonowanie grup aminowych jest warunkiem wstępnym do 

rozpuszczenia chitozanu w wodzie. Im wyższa masa molowa, tym polimer ten ma tendencję 

do zwiększania udziału międzycząsteczkowych i wewnątrzcząsteczkowych wiązań 

wodorowych pomiędzy łańcuchami cukrowymi co prowadzi to do zmniejszenia jego 

rozpuszczalności w roztworach wodnych. Dlatego chitozan o udziale masy molowej niższej 

niż 2 × 103 kDa znajduje zastosowanie do produkcji materiałów tekstylnych, medycznych 

oraz spożywczych (96–100). 
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5. Przeciwdrobnoustrojowe działanie chitozanu i chityny  

W literaturze naukowej przedstawione są informacje, że chitozan charakteryzuje się 

aktywnością przeciwdrobnoustrojową wobec szerokiego zakresu mikroorganizmów: bakterii 

Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, grzybów i drożdży (101,102). 

Właściwości przeciwdrobnoustrojowe chitozanu można zmienić poprzez chemiczną 

modyfikację jego struktury. Dwie reaktywne grupy występujące w cząsteczce chitozanu 

- NH2 i -OH oferują szerokie możliwości modyfikacji chemicznej. Grupy te umożliwiają 

tworzenie kilku funkcjonalnych pochodnych np. przez reakcje takie jak sulfonowanie, 

aminowanie i karboksymetylowanie (103–105). Hydrofilowe, dodatnio naładowane grupy 

(NH3+) uzyskane za pomocą oddziaływania z cząsteczkami kwasu, wywołują śmierć 

komórek bakteryjnych poprzez interakcję i penetrację grup amoniowych przez błonę 

cytoplazmatyczną bakterii (106). Czwartorzędowanie poprawia gęstość ładunku dodatniego 

chitozanu, a także wpływa na jego skuteczność przeciwdrobnoustrojową w wyniku 

wzmocnienia jego polikationowego charakteru (107). Stopień N-acetylacji chityny 

i chitozanu jest ważnym parametrem określającym ich właściwości fizykochemiczne. 

Modyfikacja chitozanu jest związana ze stopniem acetylacji, który z kolei jest związany 

z liczbą grup N-acetyloaminowych w cząsteczkach (108). Dodatkowym czynnikiem może 

być też metoda pozyskania chitozanu, gdzie w zależności od zastosowania określonej 

metody: enzymatycznej lub chemicznej, ma ona wpływ na jego charakter związany 

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

Gram-ujemnie (110)  

5.1. Działanie biobójcze chitozanu względem bakterii poprzez zakłócenie 

funkcjonowania błony oraz ściany komórkowej 

Bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne mają ściany o zróżnicowanej strukturze. 

Ściana komórkowa bakterii Gram-dodatnich składa się głównie z grubej warstwy 

peptydoglikanu zawierającej kwasy teichojowe, które nadają ujemny ładunek powierzchni 

bakterii, podczas gdy ściana komórkowa bakterii Gram-ujemnych jest silnie naładowana 

ujemnie z powodu lipopolisacharydów zawartych w zewnętrznej warstwie błony. Bakterie 

Gram-dodatnie mają więcej peptydoglikanów, podczas gdy bakterie Gram-ujemne są 

bogatsze w lipopolisacharydy. Różnice w budowie ścian komórkowych bakterii mogą 

wpływać dodatkowo na ich przyleganie do powierzchni materiałów o właściwościach 

biobójczych (111,112).  

Przeciwdrobnoustrojowe działanie chitozanu polega głównie na oddziaływaniach 

elektrostatycznych między grupami kationowymi chtozanu, a ujemnie naładowanymi 

ścianami komórkowymi bakterii. Obecność dodatnio naładowanej grupy amoniowej, która 

oddziałuje z ujemnie naładowaną błoną bakterii, zależy od stężenia wolnych grup 

reaktywnych znajdujących się na chitozanie -NH3+. Grupy -NH3+ zmieniają morfologię 

powierzchni bakterii, co skutkuje zwiększoną przepuszczalnością błony i utratą substancji 

wewnątrzkomórkowych (113–115).  
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5.2. Wpływ stopnia deacetylacji na działanie biobójcze względem bakterii  

W zależności od źródła pochodzenia jak i stopnia acetylacji, chitozan w różny sposób 

oddziałuje na mikroorganizmy (116,117). Chitozan jest polisacharydem złożonym 

z jednostek glukozaminy i acetyloglukozaminy, które nadają mu unikalne właściwości 

fizykochemiczne. Ilość reszt glukozaminowych w chitozanie jest zależna od stopnia 

deacetylacji chityny, co przekłada się na wyższą gęstość ładunku dodatniego prowadząc do 

silnych oddziaływań elektrostatycznych między bakterią a polimerem. Chitozan może 

występować w postaci różnych soli amoniowych, które wpływają na gęstość ładunku 

dodatniego występującego w molekule. Literatura potwierdza istotne znaczenie struktury 

polikationowej w aktywności przeciwdrobnoustrojowej. Chitozan o wysokim stopniu 

deacetylowania dochodzącym do 97,5% posiada dużo większą gęstość ładunku dodatniego, 

co nadaje mu silniejsze działanie przeciwbakteryjne niż chitozan o stopniu deacetylowania 

wynoszącym 83,7%, zawierający mniej podstawionych grup funkcyjnych (118). Badania 

wykazały, że wyższy stopnień deacetylowania z większym ładunkiem dodatnim był 

skuteczniejszy w hamowaniu wzrostu bakterii S. aureus. Wyniki zaprezentowane przez inne 

zespoły badawcze także prowadzą do wniosku, że aktywność przeciwbakteryjna chitozanu 

wobec bakterii S. aureus zwiększała się wraz ze wzrostem stopnia deacetylacji chitozanu 

(119). 

 5.3. Wpływ parametrów pKa i pH kwasu użytego do rozpuszczenia chitozanu na jego 

działanie przeciw bakteryjne  

 Chitozan w środowisku kwasowym posiada zdolność do uzyskania dużej liczby 

wolnych grup jonowych NH3+, co ma wpływ na jego aktywność przeciwdrobnoustrojową. 

Chitozan jest rozpuszczalny w środowisku wodnym o odczynie kwaśnym a na jego 

właściwości wpływa rodzaj kwasu (pKa, pH) użytego do sporządzenia roztworu. 

Cząsteczka chitozanu staje się polikationowa w środowisku o pH 6-6,5 która jest 

niższa niż pKa polimeru (115). Chitozan wykazuje silniejsze hamujące działanie na wzrost 

bakterii w mediach o niższych pH a aktywność hamująca słabnie wraz ze wzrostem pH 

roztworu. Brak utrzymania działania bakteriobójczego form chitozanu uzyskanych 
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z roztworów o pH 7 jest prawdopodobnie spowodowany jest obecnością większej ilości 

niezjonizowanych grup aminowych oraz słabą rozpuszczalnością chitozanu (120). 

W badaniach Takahashiego (119) wykazano, że bakteriobójcze działanie chitozanu 

przeciwko bakteriom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym wzrosło przy zastosowaniu 

rozpuszczalników o niskim pH (121), jednocześnie aktywność przeciwbakteryjna chitozanu 

przeciwko patogenom S. aureus, E. coli, Y. enterocolitica, L. monocytogenes, 

S. typhimurium, była wyższa przy zastosowaniu rozpuszczalnika o pH 5,5 w porównaniu 

z roztworem o pH 6,5 (122). 

 

5.4. Chelatowanie metali przez struktury chitozanowe 

Chitozan posiada wysoką zdolność chelatowania różnych jonów metali (w tym Ni2+, 

Zn2+, Co2+, Fe2+, Mg2+ i Cu2+) (123). Cząsteczki chitozanu w otoczeniu bakterii mogą 

kompleksować metale poprzez chalatowanie i blokować przepływ niektórych niezbędnych 

składników odżywczych, powodując obumieranie komórki. Szybkość kompleksowania 

jonów metali zależy od ich stężenia w środowisku (124). Budowa chemiczna chitozanu daje 

możliwości nie tylko do chelatowania, ale również do immobilizacji enzymów (125). Proces 

ten zachodzi najszybciej przy wysokim pH środowiska, w którym jony dodatnie metalu 

oddziałują z wolna para elektronów na atomie azotu grupy -NH2 .  

W układzie chitozan-metal, widać zależność ilości dostępnych miejsc oddziaływania 

grupy NH2 z jonem metalu od pH środowiska. Dla pH < 6 kompleksowaniu ulega tylko jedna 

grupa -NH2 i trzy hydroksylowe, przy pH w zakresie 6-7 w tworzeniu kompleksów biorą 

udział tylko dwie grupy -NH2. Dla wyższych wartości pH, takich jak 7-9, następuje 

deprotonacja grup hydroksylowych w wyniku czego w kompleksowaniu jonu metalu biorą 

udział dwie grupy -NH2 i dwie zdysocjowane grupy hydroksylowe. Metal pełni funkcję 

akceptora elektronów połączony z jednym lub kilkoma łańcuchami chitozanu poprzez grupy 

-NH2 tworząc mostki wodorowe dla grup hydroksylowych (126,127). 
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5.5. Wpływ masy cząsteczkowej chitozanu na właściwości biobójcze  

W literaturze naukowej podawane są informacje o aktywności bakteriobójczej 

chitozanu zależnej od wielkości jego makrocząsteczki. Potencjalne działanie 

przeciwdrobnoustrojowe chitozanu wynika z jego właściwości blokowania wchłaniania 

składników odżywczych przez komórkę bakterii poprzez zmianę przepuszczalności błony 

komórkowej (128). Chitozan o wysokiej masie cząsteczkowej nie ma możliwości przeniknąć 

przez ścianę i błonę komórkową bakterii. Osadza się na powierzchni bakterii i tworzy 

nieprzepuszczalną warstwę. Komórki, poddane działaniu chitozanu o wysokiej masie 

cząsteczkowej wykazywały zmiany struktury zewnętrznej. Powierzchnia tych komórek 

pokryła się licznymi strukturami pęcherzykowatymi oraz dodatkową warstwą polimeru. 

Nastąpiło widoczne zwiększenie grubości warstwy zewnętrznej komórki poprzez 

zaadsorbowany polimer (129). Pogrubiona otoczka komórkowa blokuje transport 

składników odżywczych do wnętrza komórki, a także uniemożliwia wydalanie metabolitów 

przez komórki.  Natomiast oligomery chitozanu spełniają ważną rolę w blokowaniu 

transportu składników odżywczych do wnętrza komórki, powodując lizę komórek 

i hamowanie jej wzrostu (130) Chitozan o niskiej masie cząsteczkowej wykazuje zarówno 

zewnątrzkomórkową, jak i wewnątrzkomórkową aktywność przeciwdrobnoustrojową 

(120,131–134). Masa cząsteczkowa chitozanu wpływa na jego zdolność do rozpuszczania 

w wodzie i roztworach kwasów. Wraz ze wzrostem masy cząsteczkowej chitozanu maleje 

jego zdolność do rozpuszczania w wodzie przy zachowaniu rozpuszczalności w wodnych 

roztworach kwasów (135).  

Podsumowując działanie przeciwdrobnoustrojowe chitozanu związane jest 

z występowaniem pewnych cech fizykochemicznych. Makrocząsteczki chitozanu muszą 

mieć wysoki potencjał ładunku jonowego, aby przenikać przez błonę komórkową. Ma to 

związek z ich stopniem deacetylacji, masą molową oraz środowiskiem wodnym w jakim 

znajduje się chitozan (pH). Ważnym czynnikiem jest również, pochodzenie chitozanu jak 

i rodzaj obróbki, której został poddany podczas procesu deacetylacji. Protonowanie grup 

aminowych w chitozanie ma istotny wpływ na możliwość uzyskania lipofilowo-

hydrofilowych właściwości chitozanu (część polarna składa się z grup -NH3+ i OH-, a także 

hydrofilowej części głównego łańcucha biopolimeru). Niska gęstość ładunku przy 
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neutralnym i zasadowym pH prowadzi do niskiej rozpuszczalności, agregacji i niskiej 

stabilności chitozanu (136–146). 

6. Ciprofloxacyna jako substancja wspomagająca działanie przeciwbakteryjne 

chitozanu 

Ciprofloksacyna jest antybiotykiem fluorochinolonowym, który działa w szerokim 

spektrum bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Hamuje aktywność gyrazy DNA 

i topoizomerazy IV, co skutkuje degradacją chromosomalnego DNA i zmniejszeniem 

ekspresji genów(147). Może być stosowana jako dodatek do materiałów opatrunkowych 

otrzymywanych metodą elektroprzędzenia (148). 

Aktywność przeciwdrobnoustrojową chitozanu, jak również jego pochodnych, może 

być zwiększana poprzez addycję innych związków, w tym aktywnych substancji 

farmaceutycznych. Jednym z takich związków jest cyprofloksacyna, która dzięki grupie 

karboksylowej zawartej w jej strukturze, może być sprzęgana z pierwszorzędową grupą 

aminową chitozanu -NH2. Konwencjonalna metoda addycji cyprofloksacyny do chitozanu 

poprzez proces karbodiimidowania jest stosowana do tworzenia wiązań amidowych poprzez 

koniugację grupy karboksylowej ciprofloksacyny i pierwszorzędowej grupy aminowej 

chitozanu (149).  

Arauzo wraz z zespołem, uzyskał w badaniach nanowłókna chitozanu zawierające 

ciprofloksacynę, które zostały wytworzone metodą elektroprzędzenia. Cui i inni przedstawił 

nanowłókniste membrany otoczone ciprofloksacyną wytworzone metodą elektrorozpylania 

z wykorzystaniem włókien o strukturze rdzeń-powłoka (150,151). Kolejny badacz, 

Pignatello, opracował metodę wytwarzania mikrocząstek z wykorzystaniem metody iniekcji 

strzykawką z roztworu chitozanu do układu koagulacyjnego złożonego z fazy wodnej, 

składającej się z wody i Tween 80 oraz oddzielnej fazy organicznej, składającej się z Softisan 

S100, trimetyloaminy, bromku didecylodimetyloamoniowego i chlorowodorku 

cyprofloksacyny w acetonie (147). Znane są również prace których autorzy wykorzystywali  

hydrożele do wydzielania ciprofloksacyny a także polimerowe układy kompozytowe (152–

156). 
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7. Zastosowanie chityny i chitozanu  

Właściwości chityny i chitozanu takie jak wysoka biokompatybilność, 

biodegradowalność, działanie przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe umożliwiają 

zastosowane ich jako naturalne polimery funkcjonalne (157–161). Atrybutem tych 

polimerów jest możliwość przekształcania ich we włókna (162,163), błony (164–166), 

hydrożele (167–169) jak i mikrokapsuły (170–172). Dzięki takim możliwościom formownia 

oraz sposobom ich licznej modyfikacji znajdują one zastosowanie w przemyśle 

farmaceutycznym i medycynie (173–175). W przypadku zastosowania ich jako nośniki 

leków istotne jest dość szybkie zdezintegrowanie ich tuż po dostarczeniu do organizmu. Nie 

może on być cytotoksyczny oraz kumulować się w organizmie. Wykazano, że pochodne 

chityny, takie jak N-sukcynylo-chitozan, karboksymetylochityna, hydrożel chitozanowy 

i hydroksyetylochityna wykazują takie właściwości (176–179). 

 

Chitozan zwiększa efekt w procesie epitelizacji ran (180–182), sprzyja odbudowie 

tkanek kostnych(183–186) i jest również wykorzystywany w inżynierii tkankowej (187–

189). Dodatek nanorurek węglowych do rusztowania wykonanego z chitozanu wykazał 

poprawę przepływu sygnału między synapsami. Tak wykonane rusztowania mogą być 

wykorzystane jako narzędzie do stymulacji i naprawy neuronów (190). Jako materiał 

wzmacniający rusztowania w inżynierii tankowej, stosuje się nanofirbyle chitzanowe  

(191,192). 

Bioaktywne materiały opatrunkowe oparte na osnowie chitoznowej przeznaczone są 

do gojenia ran i oparzeń (192). Wykorzystywane są również jako pestycydy w uprawach do 

ochrony roślin (193,194) oraz substancje konserwujące żywność (195,196). Znajdują 

zastosowanie jako przeciwutleniacze w szeroko pojętym przyśle spożywczym jak 

i kosmetycznym (197–199). Produkowane są z nich zarówno opakowania dla wyborów 

medycznych jak i żywności (200–202). Chityna i chitozan używane są w adsorpcji metali 

ciężkich w oczyszczalniach ścieków (203,204). 
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8. Chitozan i chityna jako prekursory hemostazy i gojenia się ran  

Hemostaza jest ogółem mechanizmów, które przeciwdziałają wypływowi krwi 

z naczyń i jest ważnym etapem gojenia ran. Podstawowym elementem w procesie 

krzepnięcia są płytki krwi. Chityna i chitozan z uwagi na zawarte w nich grupy aminowe 

mogą służyć do utrzymania hemostazy poprzez wzmocnienie efektu agregacji płytek krwi 

(205). (206). Skuteczność chityny i chitozanu wynika również z ich właściwości 

oddziaływania na płytki krwi poprzez uwalnianie ich płytkowego czynnika wzrostu-AB 

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

Wpływ na właściwości hemostatyczne chitozanu ma również jego masa 

cząsteczkowa i stopień deacetylacji, Wyższy poziom deacetylacji cząsteczek chitozanu 

poprawia agregację erytrocytów i płytek krwi, co stanowi istotę w inicjowaniu hemostazy 

(208). Z uwagi na występowanie fosfatydylocholiny, fosfatydyloetanoloaminy i grup kwasu 

sialowego, erytrocyty oraz płytki krwi zawierają na powierzchni ujemny ładunek. Utrudnia 

to proces ich agregacji poprzez odpychanie elektrostatyczne. Zastosowanie chitozanu 

pozwala na agregację erytrocytów poprzez ich odziaływanie na powierzchnię krwinek 

czerwonych (209). 

Jednym z rozwiązań wykorzystywanym jako środek ułatwiający gojenie ran, jest folia 

kompozytowa zawierająca nanowłókna z chitozanu i chityny o zwiększonej wytrzymałości 

na rozciąganie i dobrej elastyczności (210). Zaprojektowano również asymetryczną 

membranę chitozanową łączącą możliwość ochrony skóry wraz z aktywnością przeciw 

osadzaniu się na niej bakterii. Zapobiega ona również nadmiernemu parowaniu wody ze 

skóry (211,212). Wykazano, że opatrunek tekstylny zastosowany na poparzonej skórze 

w postaci soli octanu chitozanu ma wysoką aktywność przeciwbakteryjną dla Pseudomonasa 

aeruginosa (213). Ze względu na biokompatybilność, czas degradacji oraz działanie 

antybakteryjne, opatrunki na bazie chitozanu są stosowane w leczeniu trudno gojących się 

ran (214). 
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III. CEL I ZAKRES PRACY  
 

Chitozan jest drugim naturalnym polimerem występującym w środowisku 

naturalnym po celulozie. Dzięki swoim właściwościom fizykochemicznym i aktywności 

biologicznej cieszy się dużym zainteresowaniem wśród badaczy. Jest polimerem 

biodegradowalnym, bioaktywnym, nietoksycznym, bakteriostatycznym, biozgodnym. 

Dysponuje zdolnościami włóknotwórczymi i tworzenia membran. Znajduje szerokie 

zastosowanie w medycynie, przemyśle farmaceutycznym, kosmetologii, rolnictwie, 

weterynarii jak i również szeroko pojętej ochronie środowiska. 

 

W związku z analizowanymi doniesieniami literaturowymi postawiono następującą 

hipotezę badawczą.  

 

Zakłada się, iż istnieje możliwość modyfikacji powierzchni różnych form chitozanu, 

za pomocą wytypowanych kwasów przy zachowaniu niezmienionej struktury fizycznej 

ukierunkowanej na zwiększenie właściwości bakteriostatycznych. 

 

W celu potwierdzenia założonej hipotezy badawczej zaplanowano i przeprowadzono 

szereg eksperymentów. Z tak przedstawioną hipotezą badawczą sprecyzowano cel rozprawy 

naukowej, którym jest wykazanie skuteczności metod modyfikacji chemicznych włóknin 

oraz folii chitozanowych jak i określenie wpływu wytypowanych modyfikacji na działanie 

przeciwdrobnoustrojowe opracowanych materiałów. 

 

Dodatkowo w niniejszej pracy podjęto próbę analizy sposobu i formy przyłączenia 

ciprfloksacyny do powierzchni folii wykonanej z chitozanu.  
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Cele szczegółowe badań: 

• Wytworzenie form strukturalnych chitozanu (włóknina, folia jako układ modelowy 

do badań zmian powierzchni). 

• Modyfikacje form chitozanu poprzez osadzanie par kwasów na włókninie w celu 

nadani im właściwości przeciwbakteryjnym i dodatkowo przeciwgrzybiczym.  

• Modyfikacje warstw powierzchniowych folii chitozanowej poprzez przyłączenie 

adduktu ciprofloksacyny jako czynnika o działaniu przeciwdrobnoustrojowym.  

• Potwierdzenie struktury i sposobu przyłączenia się ciprofloksacyny do powierzchni 

materiału chitozanowego. 

W pierwszym etapie pracy wytworzono włókniny oraz folie chitozanowe. Włókniny 

otrzymano techniką zgrzeblarkową. Folię wykonano metodą odlewania z roztworu. 

Określono, który z użytych roztworów kwasów jest najdogodniejszym rozpuszczalnikiem do 

formowania folii chitozanowej. 

W drugim etapie zmodyfikowano włókninę chitozanową poprzez chemiczny proces 

kondycjonowania układu w oparach różnych kwasów organicznych i nieorganicznych.  

W kolejnym etapie pracy poddano modyfikacji modelowy układ powierzchni 

w postaci folii chitozanu przy - ciprofloksacyny.  

Następnie zastosowano dodatkowy proces, kondycjonowania uzyskanych układów 

w nasyconych parach kwasu organicznego celem zwiększenia efektu bakteriostatycznego i 

zwiększenia efektu antybakteryjności w procesie przekształcenia wolnych grup aminowych 

do grup amoniowych soli chitozanu.  

Dodatkowo określono metodą 19F MAS NMR w jakiej postaci krystalicznej na 

powierzchni chitozanu przyłącza się lek ciprofloksacyna.  
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Metody wytwarzania materiałów chitoznowych oraz metody badawcze zastosowane 

w pracy:  

• Metoda zgrzeblenia do wytworzenia struktury włóknistej przy pomocy maszyny 

włókienniczej BEFAMA. 

• Metoda odlewania z roztworu polimeru w celu otrzymania folii chitozanowej. 

• Dokonano charakterystyki powierzchni przy pomocy: skaningowej mikroskopii 

elektronowej (SEM), mikroskopii sił atomowych (AFM). 

• Dokonano potwierdzenia modyfikacji chemicznej chitozanu za pomocą: 

spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (1H-NMR, 13C CP/MAS,19F 

MAS NMR), spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni z całkowitym odbiciem 

promieniowania podczerwonego (FTIR ATR). 

• Dokonano sprawdzenia sorpcji ciprofloksacyny na powierzchni form chitozanu za 

pomocą chromatografii cieczowej (RP-HPLC).  

• Dokonano Pomiaru degradacji roztworów chitozanu przy użyciu wiskozymetru 

Ubbelohdea oraz chromatografii żelowej (GPC/SEC). 

• Dokonano oznaczenia działania przeciwdrobnoustrojowego wobec bakterii Gram-

dodatnich i Gram-ujemnych metodami mikrobiologicznymi. 

• Przeprowadzono ocenę aktywności cytotoksycznej materiału badawczego za pomocą 

testu na % hemolizy przy użyciu ludzkich czerwonych krwinek.  
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IV. CZĘŚĆ EKSPERYMETALNA  
 

4. Materiały i metody badawcze  
4.1. Materiały  
 

Do badań kinetyki degradacji chitozanu wykorzystano: 

• chitozan produkt handlowy Primex-ChitoClear HGQ 110 Iceland o stopniu 

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

 

Wykorzystano kwasy organiczne:  

• kwas octowy (pKa = 4,76), kwas jabłkowy (pKa = 3,51; 5,03), kwas mrówkowy (pKa 

= 3,75), które były produktem handlowym POCH Gliwice, Polska,  

• kwas mlekowy 80% (pKa = 3,86) był produktem handlowym CHEMPUR, Polska.  

 

Wszystkie kwasy były odczynnikami czystymi do analizy i posiadały 99,9–99,99% 

substancji w swoim składzie.  

Do przygotowania rozcieńczonych roztworów kwasów organicznych użyto wody 

destylowanej. 

 

Materiał użyty do wytworzenia włókniny chitozanowej: 

 

• włókna chitozanowe klasy medycznej, produkt handlowym firmy Hismer Biotech-

nology Co. Ltd, Chiny. Stopień deacetylacji użytego polimeru wynosił 91,8. 

 Zastosowano włókna 2,02 dtex x 30 mm o wytrzymałości 12cN/tex i 

wydłużeniu względnym 1,5%.  
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Materiały wykorzystane do otrzymania filmów chitozanowych:  

 

• Chitozan (CS1), który był produktem handlowym Pol-Aura, Polska, masa 

cząsteczkowa 890 kDa;  

• Chitozan (CS2), który był produktem handlowym Pol-Aura, Polska, masa 

cząsteczkowa 30 kDa;  

• Chitozan (CS3), który był produktem handlowym Qingdao Chibo Biotech, Chiny, 

masa cząsteczkowa 150 kDa;  

• Chitozan (CS4), który był produktem handlowym Qingdao Chibo Biotech, Chiny, 

masa cząsteczkowa 325 kDa,  

• Chitozan (CS5), który był produktem handlowym Qingdao Chibo Biotech, Chiny, 

masa cząsteczkowa 84 kDa;  

• Chitozan (CS6), który był produktem handlowym Qingdao Chibo Biotech, Chiny, 

masa cząsteczkowa 60 kDa. 

• Wodorotlenek sodu (granulki), PURE P.A., który był produktem handlowym 

POOCH Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Polska 

• kwas octowy (pKa = 4,76), PURE P.A., który był produktem POCH Polskie 

Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Polska,  

 
Modyfikacji włóknin chitoznowych dokonano za pomocą kwasów organicznych i kwasu 

solnego: 

• kwas octowy (99,5%-99,9% PURE P.A.),  

• kwas mrówkowy (98-100% PURE P.A.),  

• kwas propionowy (99,5% PURE P.A.),  

• kwas masłowy (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 materiałami w modyfikacji folii chitozanowej były: 

 

• 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 doświadczeniach wykorzystano następujący sprzęt:  

• Spektrometr FTIR, Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) 

• Spektrometr Brucker AM 400 (Brucker, Germany) 

• Spektrometr Bruker Avance III 400 MHz (Brucker, Germany) 

• Spektrometr Bruker Avance III 600 MHz, (Brucker, Germany) 

• Mikroskop AFM Multimode 8 firmy Bruker (Bruker Nano Surfaces Division, USA) 

• Wiskozymetr SI Analytics GMBh, nr kapilary 532.11/la (Mainz, Germany)  

• Chromatogaf żelowy system Agilent Technologies GPC / SEC z pompą 1260 ISO i 

autosamplerem 1260 ALS wyposażony w detektor refraktometryczny Optilab T-rEX 

(Wyatt Technology, USA) 

• Chromatograf cieczowy RP-HPLC, Waters e2695 Separations Module, detektor 

Waters 2998 PDA 

• Skaningowy mikroskop elektronowy Nova NanoSem 200 (FEI, Eindhoven, 

Holandia) wyposażonego w spektrometr dyspersji energii EDS (EDAX, Tilburg, 

Holandia) z detektorem LVD wraz układem napylania Leica EM ACE 600 

• Zestaw włókninowy wyposażony w zgrzeblarkę wałkową BEFAMA, laboratoryjną, 

z obiciem elastycznym wyposażoną w układacz poziomy ASSELIN do formowania 

włóknin o poprzecznym ułożeniu włókien; igłowarka BEFAMA, jednopłytowa, z 

górną płytą igłującą 
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4.3. Wytwarzanie materiałów chitozanowych 
 
4.3.1. Badania degradacji chitozanu w wodnych roztworach kwasów 

 

Procedura przygotowania roztworów chitozanu do kinetyki degradacji w roztworach 

kwasów organicznych była następująca: 194g wody destylowanej, 6g danego kwasu 

organicznego i 10g chitozanu umieszczono w kolbie stożkowej. Przygotowane roztwory 

mieszano przez 24 godziny za pomocą mieszadła magnetycznego w temperaturze pokojowej, 

a następnie próbki przechowywano w komorze o kontrolowanej temperaturze równej 20°C. 

Po upływie założonego w eksperymencie czasu degradacji, z próbki poddanej 

degradacji pobrano część roztworu i umieszczono w temperaturze - 18 °C w celu zatrzymania 

dalszego procesu degradacji. Następnie próbki poddano procesowi liofilizacji w celu 

usunięcia rozpuszczalnika. Otrzymane porowate struktury soli chitozanu i określonego 

kwasu rozpuszczono w wodzie. Tak przygotowane roztwory stanowiły próbki do dalszych 

badań. 

 

4.3.2. Wytwarzanie włóknin chitozanowych metodą zgrzeblenia  
 

Proces wytworzenia włóknin chitozanowych przeprowadzono wykorzystując zespół 

zgrzeblarek wałkowych. Za pomocą metody zgrzeblenia. Podstawową czynnością było 

utworzenie włóknistego runa w postaci zagęszczonego układu włókien. Zasadniczy proces 

tworzenia składał się ze  zgrzeblenia włókien i formowania. 

Następnie wytworzoną strukturę włókniny z biodegradowalnych włókien 

chitozanowych igłowano. Produkt końcowy uzyskany z włókien elementarnych miał masę 

powierzchniową 120 g/m2. 
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Tabela 1. Parametry zgrzeblenia.  

 

Parametry zgrzeblenia 
Zasilanie całkowite 30 g / na pole szczeblaka zasilającego  
Parametry igłowania  odbiór 150 Hz, 1,5 cm (nastaw wałka 

odbierającego) 
Rodzaj igieł 15x18x40x3 ½ RB 
Głębokość igłowania, mm 12 
Gęstość uiglenia 9,5 
Liczba przeigłowań, cm-2 30 
Krotność przeigłowań 1 

  

4.3.3. Wytwarzanie folii chitozanowych 
 

Procedura wytwarzania folii chitozanowych obejmowała przygotowanie roztworów 

chitozanu z: 194 g wody destylowanej, 6 g kwasu organicznego i 10 g określonego chitozanu 

umieszczonego w kolbie stożkowej. Tak przygotowaną zawiesinę mieszano przy użyciu 

mieszadła mechanicznego (200 obr./min) przez 24 godziny, do uzyskania jednorodnego 

roztworu. 

 Następnie próbki odważono na wadze laboratoryjnej. Każdą o masie 3,5 g wylano 

na szalkę Petriego (50x12 mm). Szalki umieszczono w suszarce laboratoryjnej. Suszono 

w temperaturze 70°C do całkowitego zestalenia polimeru. Suchą folię odklejano od szalki za 

pomocą 2% roztworu ługu sodowego. Folie poddano procesowi płukania w wodzie 

destylowanej w temperaturze 60°C. Wypłukane mokre folie chitozanowe umieszczono na 

folii PET i przykryto bibułą filtracyjną. Prasowano pod obciążeniem 8 kg/m2 do całkowitego 

wysuszenia. 
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4.4. Modyfikacje wytworzonych materiałów chitozanowych 
 

Proces modyfikacji umożliwia poprawę szeregu ich właściwości fizykochemicznych. 

Modyfikacja może mieć charakter fizyczny lub chemiczny.  

Modyfikacja fizyczna polega na ukierunkowanej zmianie jego właściwości 

czynnikami fizycznymi, takimi jak np. energia cieplna, ultradźwięki, pole elektryczne i 

magnetyczne prowadzących do zmiany kompozycji polimerowej. Modyfikacja chemiczna 

polimeru polega na zmianie jego właściwości przez kontrolowaną zmianę̨ składu 

chemicznego makrocząsteczek. Zachodzi ona najczęściej podczas wprowadzania nowych 

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

 

Do przeprowadzenia modyfikacji chemicznej użyto dwóch form chitozanowych: 

włókninę igłowaną i folię.   

 

4.4.1. Modyfikacja włóknin chitozanowych  
 

Pierwszym sposobem modyfikacji była obróbka włóknin nasyconymi parami 

wytypowanych kwasów. Do modyfikacji użyto par nasyconych odpowiedniego kwasu 

znajdującego się w komorze eksykatora. Użyto kwasu solnego, octowego, mrówkowego, 

propionowego, masłowego i walerianowego.  

Modyfikacji dokonano w następującej procedurze: szalki Petriego o średnicy 20 cm 

zawierające 20 ml poszczególnych kwasów umieszczono w sześciu eksykatorach 

o pojemności 3 dm3. Po 24 godzinach wnętrze eksykatora było nasycone oparami kwasu. 

Włókniny chitozanowe umieszczano kolejno w środowiskach kwasowych. Próbki pobierano  

w odstępach co 15-minut w czasie 120 min. Próbki po obróbce w atmosferze kwasów zostały 

umieszczone w kolejnym eksykatorze na 24 godziny nad stałym wodorotlenkiem potasu, 

celem usunięcia pozostałości kwasu skondensowanego na powierzchni włóknin. Po wyjęciu 

z eksykatora próbki odgazowano za pomocą pompy próżniowej. W końcowej fazie 

eksperymentu próbki włóknin suszono w suszarce laboratoryjnej przy temperaturze                    

do 40 °C, przez okres do 2 godzin.  
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Podczas procesu przechowywania próbek w atmosferze kwasów następowała 

kondensacja oparów kwasu na powierzchni włóknin a następnie zachodziła reakcja 

chemiczna na granicy faz pomiędzy cząsteczkami kwasu i chitozanu. 

 

Drugi sposób modyfikacji polegał na poddawaniu włóknin chitozanowych działaniu 

roztworu kwasu octowego w etanolu wraz z procedurą płukania w czystym etanolu.  

Przygotowano kolejne roztwory kwasu octowego rozpuszczonego w etanolu o stężeniach: 

5%, 10%, 15%. Następnie 12 próbek włóknin o wymiarach 5 x 5 cm2 i masie 1 g umieszczono 

w zlewkach, do których wlano 200 ml każdego roztworu. Próbki zanurzano w roztworze na 

okres od 10 min do 60 min w odstępach co 10 minut. Po tym czasie, wyjęto, próbki 

przepłukano dwukrotnie w czasie 5 minut czystym etanolem, co pozwoliło usunąć nadmiar 

kwasu. Następnie nadmiar cieczy odciśnięto, osuszono za pomocą bibuły filtracyjnej. 

Pozostawiono na czas 24 godzin w temperaturze 25 oC do uzyskania stałej masy. Dodatkowo 

włókninę suszono w suszarce laboratoryjnej w temperaturze 40 °C przez 2 godziny. Całą 

procedurę powtórzono dla każdego z roztworów. 

 

Trzeci sposób modyfikacji włóknin chitozanowych był podobny do drugiego, 

ponieważ obejmował poddanie próbek działaniu kwasu octowego w etanolu, ale po 

zakończeniu modyfikacji zrezygnowano z płukania w czystym etanolu. Przygotowano 

roztwory kwasu octowego w etanolu o stężeniach: 5%, 10%, 15%. Następnie 12 próbek 

włóknin o wymiarach 5 x 5 cm2 i masie 1 g umieszczono w zlewkach, do których wlano 200 

ml każdego roztworu. Każdą z próbek zanurzono na okres od 10 min do 60 min, wydłużając 

czas o 10 minut dla kolejnych próbek. Po tym czasie nadmiar roztworu odciśnięto, osuszono 

za pomocą bibuły filtracyjnej. Pozostawiono na czas 24 godziny w temperaturze 25 oC do 

uzyskania stałej masy. Następnie włókninę suszono w suszarce laboratoryjnej 

w temperaturze 40 °C przez 2 godziny. Całą procedurę powtórzono dla każdego 

z roztworów. 
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4.4.2. Modyfikacja folii chitozanowych  
 

Modyfikację warstw powierzchniowych folii chitozanowych przeprowadzono 

zgodnie z procedurą stosowaną dla włóknin modyfikowanych parami nasyconymi kwasu 

octowego. Kolejnym etapem modyfikacji folii chitozanu była reakcja addycji antybiotyku 

ciprofloksacyny z roztworu NaOH. Następnie zastosowano połączenie tych dwóch metod 

w celu uzyskania efektu synergii działania biobójczego soli amoniowych chitozanu 

uzyskanych w wyniku działania kwasów oraz adduktu antybiotyku. 

W pierwszym przypadku zmodyfikowano folie chitozanowe w środowisku par 

nasyconych kwasów. Podczas modyfikacji szalki Petriego o średnicy 20 cm zawierające 20 

ml kwasu umieszczono w eksykatorze o pojemności 3 dm3. Po 24 godzinach w eksykatorze 

uzyskano środowisko nasycone parami kwasu octowego. Folie chitozanowe umieszczono 

w środowisku kwasowym na czas 2 godzin. Próbki po obróbce w atmosferze kwasu zostały 

umieszczone w kolejnym eksykatorze na 24 godziny nad stałym wodorotlenkiem potasu 

celem usunięcia resztek kwasu skondensowanego na powierzchni folii. Następnie folie 

odgazowano za pomocą pompy próżniowej. W końcowej fazie eksperymentu próbki folii 

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

 

W drugim przypadku modyfikacja folii chitozanowych dokonana została przez 

nanoszenie roztworu soli sodowej ciprofloksacyny na powierzchnię folii. Na folie naniesiono 

roztwór soli sodowej ciprofloksacyny o stężeniu c = 5 x 10-4 mol/dm3 o objętości 10 ml. Jako 

rozpuszczalnika użyto ultraczystej wody. Folie poddano działaniu roztworu soli 

ciprofloksacyny przez 12 godzin. Membrany przemywano trzykrotnie 10 mililitrami 

ultraczystej wody, w celu usunięcia nadmiaru ciprofloksacyny. Następnie próbki folii 

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

 

Przed powyżej poddaną procedurą modyfikacji, folie poddano działaniu roztworu 

NaOH o stężeniu c = 5x10-2 mol/dm3 w czasie 2 godzin celem rozluźnienia struktury 

polimeru. Po tym czasie folie przemyto ultraczystą wodą i poddano działaniu roztworu soli 

sodowej ciprofloksacyny.  

W trzecim przypadku modyfikacji folii dokonano w połączeniu drugiego sposobu 

z pierwszym.  
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4.5. Część analityczna  
 

4.5.1. Oznaczanie ilości grup amoniowych  
 

Standardowa procedura określenia ilości grup amoniowych na powierzchni form 

chtozanowych oparta była na odwróconym miareczkowaniu zaadsorbowanych reszt 

kwasowych i przebiegała następująco: do zlewki wprowadzono 50 ml wodorotlenku sodu o 

stężeniu 0,1 mol/dm3 i dodano 0,1 g modyfikowanej włókniny. Nadmiar wprowadzonego 

wodorotlenku sodu miareczkowano konduktometrycznie dodając pipetą automatyczną 

porcjami 1 mL kwasu solnego o stężeniu 0,1 mol/dm3 w odstępach co 2 minuty. 

Odczytywano przewodność roztworu. Następnie ilość obecnego kwasu na powierzchni form 

chitozanowych obliczono na podstawie wykresu przewodności roztworu. Analogiczną 

procedurę powtórzono dla wszystkich próbek. 

 

Objętość retencji określono przy użyciu następujących wzorów: 

 

Liczbę zaadsorbowanych moli kwasu (mol) wyznaczono ze wzoru 

 

𝑛! =	𝑛"#$% − 𝑛%&' (mol)     (1) 
 
 
gdzie: 
 
nNaOH = CNaOH*VNaOH 
nHCL = CHCl*VHCl 
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Liczbę przyłączonych grup kwasowych (AAG) na włókninie wyznaczano ze wzoru: 

 

𝐴𝐴𝐺 = (!
)

          (2) 
 

gdzie: 
 
nx – liczba zaadsorbowanych moli kwasu (mol/g) 
m – masa włókniny  
 
 

 

 

Pojemność retencyjną (RV) włókniny wyznaczano przy pomocy wzoru: 

 

    
𝑅𝑉 = 	 (!

"	
$	%&'()*+,-

	× 100%	     (3) 

gdzie: 
 
nx – liczba zaadsorbowanych moli kwasu (mol/g) 
m – masa włókniny 
Mchitozan – masa molowa chitozanu 
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4.5.2. Analiza FTIR kwasowej formy soli chitozanu  
 

Analizowano struktury molekularne włókniny chitozanowej za pomocą spektrometru 

FTIR, Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA), w trybie tłumionego całkowitego odbicia 

(ATR) z kryształem diamentowym (kąt padania 45°). Warunki pomiaru były następujące: 

rozdzielczość wynosiła 2cm-1, zakres promieniowania podczerwonego (IR) wynosił 4000-

600cm-1, a w celu uzyskania widm absorpcji przeprowadzono 32 procedury skanowania 

każdej próbki promieniowaniem IR. Widma absorpcyjne badanych preparatów włókien 

wykreślono w układzie: A=f(1/l) jako podstawę do interpretacji struktury molekularnej 

włókniny. 

 

Wzory (4), (5) zostały wykorzystane do określenia stopnia acetylacji (DA). Do obliczeń 

wykorzystano oprogramowanie Thermo Scientific ™ OMNIC ™ Spectra zgodnie z danymi 

(215). 

 

 

𝐷𝐴(%) = 	 *./00
*1203

× 100/1.33    (4) 
 

gdzie: 
A16555, A3450- wartości pola powierzchni piku absorbancji od odpowiedniej linii bazowej 
poszczególnego pasma dla charakterystycznych grup w chitozanie. 

 
𝐷𝐴(%) = (*.143

*.2.3
− 0.03822)/0.03133   (5) 

 

gdzie: 

A1320, A1410- wartości pola powierzchni piku absorbancji od odpowiedniej linii bazowej 
poszczególnego pasma dla charakterystycznych grup w chitozanie. 
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4.5.3. Pomiary lepkości roztworów chitozanowych 
 

Procedura pomiaru lepkości istotnej roztworów chitozanu po procesie degradacji 

w roztworach kwasu była następująca: próbki chitozanu po procesie degradacji w postaci 

liofilizowanych pianek rozpuszczano w kwasie octowym o stężeniu 3%, uzyskując stężenie 

polimeru 0,2 g/100 cm3.  

Przeprowadzono pomiar przy użyciu wiskozymetru firmy SI Analytics GMBh, 

Mainz, Niemcy, nr kapilary 532.11/la w temperaturze 25 °C. Dodano odpowiednią ilość 

NaCl, tak aby powstałe roztwory zawierały odpowiednio 0,25 mol/dm3 chitozanu i 0,25 M 

chlorku sodu. 

 

Zredukowaną lepkość istotną roztworów chitozanu wyznaczono z zależności 

Salomona-Ciutâ (216): 

 

[𝜂] = √,
- <𝜂./0- − 𝑙𝑛𝜂102    (6) 

 

gdzie: 

 

[Ƞ] – zredukowana lepkość istotna 

C - stężenie polimeru 

Ƞspec - lepkość właściwą  

Ƞrel - lepkość względna  
 

 

Wyznaczono średnią wiskozymetryczną masę molową chitozanu według wzoru 

Marka-Houwink-Sakrura (217) dla parametru K=1.57x10-4 i a =0.79 zgodnie zdanymi 

literaturowymi (218): 

 

   [𝜂] = 1.57 ×	1034𝑀5
6.89    (7) 
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4.5.4. Analiza chromatografii żelowej GPC/SEC próbek chitozanu po procesie 
degradacji 

 

Przeprowadzono badania molekularne chitozanu, w tym wyznaczanie funkcji 

rozkładu mas molowych (MMD), średnich wartości mas molowych (Mn, Mw) 

i polidyspersyjności (Mw/Mn), metodą chromatografii żelowej GPC/SEC. 

Wykonano analizę GPC/SEC w roztworze buforowym zawierającym 0,2M octanu 

sodu i 0,3M kwasu octowego przy szybkości przepływu 0,8 ml/min. System Agilent 

Technologies GPC / SEC z pompą 1260 ISO i autosamplerem 1260 ALS był wyposażony w 

detektor refraktometryczny Optilab T-rEX (Wyatt Technology, USA). Separacja 

makrocząsteczek odbywała się w systemie kolumn (Agilent) 2x PL aquagel OH Mixed, 

o długości 300 mm, w temperaturze 30°C. Kalibrację kolumn przeprowadzono przy użyciu 

wzorców Varian PEO/PEG o masach molowych w zakresie od 1970 D do 278 100 D. Wyniki 

analizy GPC/SEC w postaci funkcji rozkładu mas molowych (MMD), średnich wartości mas 

molowych (Mn,Mw) i polidyspersyjności (Mw/Mn) obliczono stosując uniwersalną metodę 

kalibracji, gdzie parametry a i K równania Mark-Houwink-Sakurada wynoszą odpowiednio: 

dla wzorców PEO/PEG a = 0,625 i k = 62x10-5 ml/g, a dla chitozanu a = 0,76 i k = 74x10-5 

ml/g (219). 

 

4.5.5. Analiza spektroskopia 1-H NMR próbek chitozanu 
 

Określono strukturę chemiczną i DDA niezmodyfikowanych próbek chitozanu, jak 

również próbek chitozanu po obróbce kwasem za pomocą analizy spektroskopii 1H-NMR na 

spektrometrze Brucker AM 400 przy użyciu mieszanego rozpuszczalnika DCl i D2O (1%, 

w/w) z obecnością DSS jako wzorca wewnętrznego. 

Przygotowano próbki w następujący sposób: 50mg soli chitozanu otrzymanych przez 

liofilizację roztworu w odpowiednim kwasie, zdyspergowano w D2O i po homogenizacji 

rozpuszczono przez dodanie DCl (D2O/DCl 36:1, v/v). Po utworzeniu homogenicznego 

roztworu wykonano pomiary w temperaturze 303 K przy użyciu 32-skanowej akumulacji 

impulsów. 
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 Stopień deacetylacji chitozanu obliczono za pomocą następującego wzoru: 

 

 

 

𝐷𝐷𝐴 = 100 − *3&%1
&:3&;

× 166.67    (8) 

 

gdzie:  

 

A-CH3 – pole powierzchni sygnału protonów grupy acetamidowej  

C3-C6 – pole powierzchni sygnałów protonów przy węglach od 3 do 6 w pierścieniu 

cukrowym chitozanu 

 

 

 

4.5.6. Analiza spektroskopii 1H - NMR soli kwasów chitozanu  
 

Procedura przygotowania próbek soli kwasów chitozanu do analizy spektroskopii 1H NMR 

była analogiczna jak procedura sporządzania roztworów przedstawiona w punkcie 4.5.5. 

Stopień deacetylacji chitozanu obliczono przy użyciu następującego wzoru, gdzie DS 

jest stopniem podstawienia (9): 

 

𝐃𝐒 =
𝟏
𝟑𝑨𝑪	𝑯

𝐇𝟐
       (9) 

 

gdzie: 

AC H – pole powierzchni sygnału protonu pochodzącego od reszty kwasowej atomu węgla 

przyłączonej do chitozanu 

H2 – pole powierzchni sygnału protonu przy drugim atomie węgla w pierścieniu cukrowym 

chitozanu 
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4.5.7. Aktywność przeciwdrobnoustrojowa folii chitozanowych 

 

Odporność drobnoustrojów wymusza poszukiwania skutecznych materiałów, 

substancji wskazujących na działania przeciwdrobnoustrojowe, o szerokim spektrum 

działania, jednocześnie  bezpiecznych dla organizmu. 

Przygotowanie próbek do badań przeciwdrobnoustrojowych polegało w pierwszej 

kolejności na pocięciu zmodyfikowanych próbek chitozanu na kawałki o powierzchni 1 cm2. 

Procedurę badawczą opracowano wykorzystując z niewielkimi modyfikacjami badania 

opisane przez Maciejewską (220). Testy wykonano na referencyjnych szczepach 

bakteryjnych. Badania przeprowadzono zgodnie z procedurami zalecanymi przez Clinical 

and Laboratory Standard Institute (CLSI). Aktywność badano na podłożu Mueller Hinton 

Broth II (Biocorp, Warszawa, Polska) metodą mikrorozcieńczeń bulionowych na 

polistyrenowych płytkach 96-dołkowych (Kartell, Noviglio, Włochy). Dodawano inokulum 

bakteryjne w ilości ok. 5 × 105 CFU/ml. Płytki inkubowano przez noc w temperaturze 37°C.  

Przeprowadzono dwa testy mikrobiologiczne w celu oceny właściwości 

przeciwdrobnoustrojowych materiałów. Oceniono toksyczność chitozanu.  

 

4.5.8. Podatność na kolonizację mikrobiologiczną próbek włókniny chitozanu 
 

Spostrzeżona podatność dostępnych materiałów do zastosowań medycznych na 

kolonizacje mikrobiologiczną jak i również dostrzegana większa odporność drobnoustrojów 

na środki biobójcze, wymusza prowadzenie badań nad nowymi, modyfikowanymi 

materiałami celem zapobiegania zjawisku adhezji bakterii do ich powierzchni.  

Niesterylne próbki chitozanu umieszczono w 24-dołkowych płytkach płaskodennych 

zawierających pożywkę Mueller Hinton II Broth (dla bakterii) oraz pożywkę Sabouraud 

Broth (dla grzybów) w celu oceny odporności materiałów na kolonizację mikrobiologiczną. 

Inkubowano fragmenty próbek chitozanu przez 24 godziny w temperaturze 37°C (w celu 

zaobserwowania wzrostu bakterii) oraz w temperaturze 25°C (w celu zaobserwowania 

wzrostu grzybów). Po inkubacji, 10 µl pożywki z każdego dołka wysiano na płytki agarowe. 

Dokonano oceny wizualnej wyglądu kolonii po upływie 24 godzinnej inkubacji. 
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4.5.9. Aktywność bakteriobójczą włóknin chitozanowych 
 

 W celu przeprowadzenia badania aktywności bakteriobójczej zmodyfikowanego 

materiału wykonano test według podobnej procedury jak w przypadku badań ich podatności 

na kolonizację mikrobiologiczną (przedstawioną w punkcie 4.5.8), z różnicą, użycia 

inokulum bakteryjnego. Sprawdzano zdolności zmodyfikowanego materiału chitozanowego 

na działanie przeciw mikroorganizmom. Nasączono próbki chitozanu za pomocą 0,5 ml 

zawiesiny bakteryjnej o gęstości 0,5 McFarlanda. Użyto dwóch szczepów referencyjnych: 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 i Escherichia coli ATCC 25922. Inkubowano próbki 

przez 24 godziny w temperaturze 37 °C. Wysiewano po inkubacji, 10 µl pożywki z każdej 

studzienki na płytki agarowe i obserwowano liczbę kolonii. 

 

4.5.10. Aktywność hemolityczna próbek chitozanu 
 

Przeprowadzono test hemolizy, wykorzystując niektóre etapy procedur badawczych 

opisanych wcześniej przez Avrahami (221). Procedura badawcza przedstawiała się 

następująco: Ludzkie krwinki czerwone ze świeżej krwi pobrane do probówek z EDTA jako 

antykoagulant. Odwirowano krew, a osocze ponownie usunięto. Po przepłukaniu roztworem 

PBS przygotowano 4% roztwór RBC. Fragmenty chitozanu umieszczono fragmenty 

chitozanu w 0,5ml roztworu krwinek czerwonych i inkubowano przez 1 godzinę 

w temperaturze 37°C. Przygotowano procedurę kontrolną z 0% hemolizą (erytrocyty z PBS) 

i 100% hemolizą (erytrocyty z 1% Tritonem-X). Po inkubacji 100µL roztworu, z każdego 

dołka przenoszono do 96-dołkowej płytki i odwirowywano (1 h, 4 °C, 7 min, 1000 × g). 

Otrzymany przesącz ponownie zawieszono w nowej płytce 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 
 

Kinetykę degradacji chitozanu określono na podstawie zależności określającej 

zmiany mas cząsteczkowych w funkcji czasu oddziaływania kwasu organicznego. W tym 

celu skorzystano zależność opisującej kinetyczną degradacji przez hydrolizę według 

mechanizmu pierwszego rzędu (219) (222). 

 

  B
(D7)(

− B
(D7)(3

= E
D
× 𝑡     (10) 

 

gdzie: 

(Mw)0 – średnia wagowa masa molowa polimeru przed degradacją [g/mol] 

(Mw)t - średnia wagowa masa molowa polimeru po degradacji w czasie [g/mol] 

k - stała szybkości degradacji 

t - czas degradacji [min] 

M- masa molowa chitozanu [g/mol] 

 

4.5.12. Analiza GPC/SEC - określenie masy cząsteczkowej chitozanu 
 

Przeprowadzono badania molekularne chitozanu, w tym wyznaczono funkcję 

rozkładu mas molowych (MMD), średnie wartości mas molowych (Mn, Mw) oraz 

polidyspersyjności (Mw/Mn). Pomiary wykonano za pomocą chromatografii 

żelowej/chromatografii wykluczania (GPC/SEC) zgodnie z procedurą opisaną w artykule 

(223). 
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4.5.13. Ilościowa ocena zawartości cirpofloksacyny w fizycznym addukcie chitozan - 
cirpofloksacyna metodą RP-HPLC 
 

Wyznaczono ilość zaadsorbowanej cirpofloksacyny poprzez pomiar jej ubytku 

z  roztworu o stężeniu 2 mg/100 ml w ciągu 48 godzin, w którym zanurzono chitozanowy 

dysk (folię) o średnicy 6 cm. Testy przeprowadzono metodą HPLC. Dla każdego punktu 

pomiarowego wykonano 6 analiz. Wyniki te stanowiły podstawę do uzyskania wartości 

średniej 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 absorpcję cirpofloksacyny przy 

długości fali 278nm, metodą analityczną: 10-100%, 10 minut, 0,5 ml/min, 25°C, faza 

ruchoma (A) woda i (B) acetonitryl, oba rozpuszczalniki zawierające 0,1% (v/v) kwasu 

mrówkowy. Kolumna Agilent, Zorbax SB-C18, 4.6x50mm, 1.8μm. Objętość zastosowanej 

próbki wynosiła 20μl. RP-HPLC, Waters e2695 Separations Module, detektor Waters 2998 

PDA, oprogramowanie Empower 3. 

 

4.5.14. Analiza powierzchni adduktu cirpofloksacyny do chitozanu metodą AFM 
 

Wykonano pomiary w trybie PeakForce Tapping, przy użyciu mikroskopu AFM 

Multimode 8 firmy Bruker. Bruker Nano Surfaces Division, Santa Barbara, CA USA. Skany 

AFM uzyskano rejestrując 512 linii dla każdego obrazu, skanując je z częstotliwością około 

1 kHz. 

Te same parametry analizy AFM zastosowano dla próbek folii chitozanu poddanych 

działaniu roztworu cirpofloksacyny w NaOH i pary nasyconej kwasu octowego. 

 

4.5.15. Analiza powierzchni adduktu cirpofloksacyny do chitozan - metodą SEM 
 

Próbki folii chitozanu modyfikowanych antybiotykiem przymocowano do stolików 

mikroskopowych za pomocą przewodzącej taśmy węglowej. Następnie próbki pokryto 

warstwą węgla o grubości 10 nm. Do tego celu wykorzystano napylarkę Leica EM ACE 600. 

Obserwacje mikrostruktury i analizy chemicznej przeprowadzono za pomocą 

wysokorozdzielczego skaningowego mikroskopu elektronowego Nova NanoSem 200 (FEI, 

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

LVD pracującym w trybie elektronów wtórnych i przy napięciu przyspieszającym 10kV. 

 

4.5.16. Analiza fizycznych adduktów folii chitozan i chitozan - cirpofloksacyna 
poddanych działaniu oparów kwasu octowego metodą FTIR 
 

Analizowano struktury molekularne włóknin chitozanowych za pomocą 

spektrometru FTIR Nicolet 6700 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) w trybie 

tłumionego całkowitego odbicia (ATR), z kryształem diamentowym (kąt padania 45°). 

Warunki pomiaru były następujące: rozdzielczość wynosiła 2 cm-1, zakres promieniowania 

podczerwonego (IR) wynosił 4000-600 cm-1. W celu uzyskania widm absorpcji 

przeprowadzono 32 procedury skanowania każdej próbki przeprowadzono przy użyciu 

promieniowania IR w celu uzyskania widm absorpcji. Widma absorpcyjne próbek zostały 

wykreślone w układzie A = f(1/l), jako podstawa do interpretacji struktury molekularnej 

włókniny. 

 

4.5.17. Analiza fizycznego adduktu chitozan – cirpofloksacyna metodą NMR 
 

Wykonano eksperymenty 13C NMR. Zarejestrowano na spektrometrze Bruker 

Avance III 600 o częstotliwości roboczej 150,93 i 600,15 MHz odpowiednio dla 13C i 1H. 

W każdym eksperymencie próbkę umieszczano w 4 mm rotorze ZrO2 i wirowano 

z prędkością 8 kHz. Mierzono widma 13C CP/MAS z czasem powtarzania 10 s w 

temperaturze otoczenia. Próbka chlorowodorku histydyny znakowanego U-13C, 15N została 

użyta do ustawienia warunku Hartmanna-Hahna dla 13C, z długością impulsu protonowego 

90° wynoszącą 4 μs. W przypadku polaryzacji krzyżowej częstotliwość nutacji wynosiła 50,5 

kHz dla 13C, z kształtem rampy 1H od 90% do 100% i częstotliwością nutacji 1H 62,5 kHz. 

Zastosowano we wszystkich przypadkach sekwencję odsprzęgającą SPINAL-64 z długością 

impulsu 1H wynoszącą 3,6 μs. Przesunięcie chemiczne 13C zostało odniesione pośrednio 

przy użyciu adamantanu (rezonans przy 38,48 i 29,46 ppm) jako zewnętrznego odniesienia 

wtórnego. 

 



 56 

Zarejestrowano widma 19F MAS NMR na spektrometrze Bruker Avance III 400 

MHz, wyposażonym w głowicę 1H, 19F, szerokopasmową głowicę rezonansową MAS 2,5 

mm, pracującą przy 376,55 MHz dla fluoru. Czas trwania impulsu 90° ustawiono na 2,25 μs. 

Zastosowano w eksperymencie z odsprzężeniem 19F schemat π-impulsowy z impulsem 180° 

równym 6 μs. Zebrane widma zostały zewnętrznie odniesione do CFCl3 (0 ppm). Wszystkie 

widma zostały zarejestrowane i przetworzone za pomocą programu Bruker TopSpin 3.1. 

Przygotowano do analizy 13C CP MAS i 19F MAS RO NRM w fazie stałej (mieszanina 

stałego chitozanu i stałej ciprofloksacyny) dwie próbki zawierające 10mg i 50mg 

ciprofloksacyny i obie próbki wypełniono do 0,3g chitozanu, celem zhomogenizowania 

próbki. Wymieszano ciała stałe dokładnie i roztarto w moździerzu. 

Celem przeprowadzenia analizy 13C CP MAS NMR fizycznego adduktu chitozan - 

cirpofloksacyna, próbki folii chitozanowej w postaci krążków inkubowano w 10ml                    

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

 

4.5.18. Ocena aktywności przeciwdrobnoustrojowej fizycznego adduktu folii chitozan 
- cirpofloksacyna i chitozan - cirpofloksacyna poddanych działaniu oparów kwasu 
octowego 
 

Oceniono właściwości przeciwdrobnoustrojowe próbek chitozanu wobec bakterii: 

Gram-dodatnich Staphylococcus aureus ATCC 6538 i Gram-ujemnych Escherichia coli 

ATCC 8739 oraz grzybów: Candida albicans ATCC 10231 i Penicillium expansum LOCK 

0535, metodą dyfuzji agarowej przeprowadzonej zgodnie z metodami przygotowania 

środków przeciwdrobnoustrojowych według procedury Jianga (224). 

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtórzeniach. Przygotowano 

zawiesiny drobnoustrojów przez zawieszenie 3-5 dobrze oddzielonych kolonii z płytek 

Triptic Soy Agar TSA (bakterie) lub Malt Extract Agar MEA (grzyby) w 3 ml roztworu 

Ringera, a zmętnienie dostosowano do standardu 0,5 McFarlanda (Desitometer D1, Merck, 

Darmstadt, Niemcy).  

Zawiesiny wykorzystano bezpośrednio jako końcowy materiał siewny w metodzie 

dyfuzyjnej. Do testów dyfuzyjnych płytki agarowe zostały zaszczepione zawiesinami 

mikroorganizmów opisanych powyżej poprzez równomierne wymazanie w trzech 

kierunkach w celu utworzenia podłoża. Następnie sterylne kwadraty chitozanowe 
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o wymiarach 5 mm x 5 mm (sterylizowane w świetle UV 265 nm przez 1 godzinę z każdej 

strony) umieszczano na powierzchni zaszczepionych płytek agarowych za pomocą 

sterylnych kleszczyków. W podobny sposób na płytkach agarowych umieszczono próbki 

kontrolne, kontrolę pozytywną - papierowy kwadrat nasączony roztworem ciprofloksacyny 

i kontrolę negatywną - papierowy kwadrat bez antybiotyków. Płytki inkubowano 

w temperaturze 37°C przez 24 godziny (bakterie) i 25°C przez 3 dni (grzyby) i mierzono 

średnice stref zahamowania wzrostu. 

 

Do testów aktywności przeciwbakteryjnej wykorzystano zestaw folii chitozanowych, 

fizyczny addukt chitozan - cirpofloksacyna oraz folie chitozan - cirpofloksacyna poddane 

działaniu oparów kwasu octowego w postaci folii (tabela	2).	
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Tabela. 2 Charakterystyka chitozanu użytego do modyfikacji wraz z metodą modyfikacji.  

 

Li	 	Nazwa	 Mn,	
g/mol	

Mw	
g/mol	

Mw/Mn	 Opis		

1	 CS	1	 94	700	 209	500	 2,21	 bez	modyfikacji	
2	 CS	2	 13	600	 28	900	 2,12	 bez	modyfikacji	
3	 CS	3	 5	380	 154	200	 2,87	 bez	modyfikacji	
4	 CS	4	 85	700	 216	200	 2,52	 bez	modyfikacji	

5	 CS	5	 113	
100	

189	800	 1,68	 bez	modyfikacji	

6	 CS	6	 53	900	 129	200	 2,40	 bez	modyfikacji	
7	 CS	1C	 -	 -	 -	 Modyfikacja	cyprofloksacyną	
8	 CS	2C	 -	 -	 -	 Modyfikacja	cyprofloksacyną	
9	 CS	3C	 -	 -	 -	 Modyfikacja	cyprofloksacyną	
10	 CS	4C	 -	 -	 -	 Modyfikacja	cyprofloksacyną	

11	 CS	1G	 -	 -	 -	 Modyfikacja	oparami	kwasu	
octowego	

12	 CS	2G	 -	 -	 -	 Modyfikacja	parami	kwasu	
octowego	

13	 CS	3G	 -	 -	 -	 Modyfikacja	parami	kwasu	
octowego	

14	 CS	4G	 -	 -	 -	 Modyfikacja	parami	kwasu	
octowego	

15	 CS	5G	 -	 -	 -	 Modyfikacja	parami	kwasu	
octowego	

16	 CS	6G	 -	 -	 -	 Modyfikacja	parami	kwasu	
octowego	

17	 CS	1CG	 -	 -	 -	
Modyfikacja	cyprofloksacyną	z	
późniejszą	modyfikacją	parami	

kwasu	octowego	

18	 CS	2CG	 -	 -	 -	
Modyfikacja	cyprofloksacyną	z	
późniejszą	modyfikacją	parami	

kwasu	octowego	
 

Czas inkubacji w przypadku modyfikacji parami kwasu octowego wynosił 120 min. 
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V. ZESTAWIENIE I OMÓWIENIE WYNIKÓW  
 

5.1. Wyniki pomiarów degradacji chitozanu w różnych kwasach  
 

5.1.1. Wyniki pomiarów lepkości istotnej soli chitozanu poddanej procesowi 
degradacji. 
 

Wartości lepkości wewnętrznej rozcieńczonych roztworów chitozanu poddanych 

procesowi starzenia w kwasach organicznych, różniących się pKa oraz wyznaczone na ich 

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

rysunku 13. Natomiast wartość współczynnika kątowego uzyskanego z liniowej zależności 

zmian Mv od czasu degradacji przedstawia tabela 4. 

 

Tabela 3. Wyniki pomiarów zredukowanej lepkości istotnej soli chitozanu poddanej 

procesowi degradacji oraz wartości średniej wiskozymetrycznej masy molowej 

 

Czas 
degradacji (h)   

Sól kwasu jabłkowego 
pKa = 3.51 

Sól kwasu octowego 
pKa = 4.76 

								𝜼 Mv 
(g/mol) 

								𝜼 Mv 
(g/mol) 

0 1,61 119 400 1,58 116 500 
24 1,61 119 400 1,57 115 700 
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 
degradacji (h)   

Sól kwasu mrówkowego 
pKa = 3.75 

Sól kwasu mlekowego 
pKa = 3.81 

							𝜼 Mv 
(g/mol) 

								𝜼 Mv 
(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 1,57 115 700 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 przedstawiają wartości średniej wiskozymetrycznej 

masy molowej Mv oraz zredukowaną lepkość istotną, potwierdzają występowanie degradacji 

we wszystkich badanych kwasach. Największy spadek zredukowanej lepkości istotnej 

występuje w przypadku kwasu jabłkowego, podczas gdy w pozostałych kwasach, takich jak 

kwas octowy, mrówkowy i mlekowy, wpływ ten jest równomierny w odniesieniu do spadku 

wiskozymetrycznej średniej masy molowej. 

 

 
Rysunek 13. Zmiany Mv chitozanu po czasie degradacji 

 

Tabela 4. Wartość współczynnika kątowego uzyskanego z liniowej zależności zmian Mv 

od czasu degradacji 
 

pKa Współczynnik kąta 
Rysunek 1 
[g/mol*h] 

Błędy 
Współczynnika 

kąta 

R2 

Kwas jabłkowy 3,51 -150.24 6,14 0.99 
Kwas mrówkowy 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 zależności między Mv a czasem degradacji 

(rysunek 13) oraz wartości współczynnika kątowego uzyskanego z liniowej zależności Mv 

(tabela 4) obserwuje się widoczne zmiany, wskazujące na trwający proces degradacji 

polimeru. Wartości współczynnika kątowego przedstawiono w tabeli 4 uzyskanego 

z  liniowej zależności Mv. Największy spadek wartości Mv w czasie, odpowiadający 

zmniejszeniu o 11,22% w t = 168 godzin, obserwuje się dla chitozanu obrabianej kwasem 

jabłkowym (wartość nachylenia -150,24). W przypadku kwasu mrówkowego, octowego 

i  mlekowego zmiany Mv nie były tak gwałtowne jak w przypadku kwasu jabłkowego (dla 

kwasu octowego - spadek o 5,75% w t = 168 godzin; dla kwasu mrówkowego i mlekowego 

– o  7,09%). Niemniej jednak, one również wykazują na destrukcyjny wpływ kwasu na 

makrocząsteczki chitozanu. Kolejnym kwasem pod względem aktywności degradacyjnej jest 

kwas octowy, a następnie kwas mrówkowy. Kwas mlekowy charakteryzuje się najmniejszym 

wpływem na zmiany Mv w czasie. Można przypisać następującą kolejność (siła degradacji):  

kwas octowy à kwas mlekowy à kwas mrówkowy à kwas jabłkowy  

 

5.1.2. Analiza wyników GPC/SEC 
 

Na podstawie analizy chromatograficznej GPC/SEC wyznaczono następujące 

parametry molekularne: średnią liczbową masę molową (Mn), średnią wagową masę molową 

(Mw), polidyspersyjność (Pd) oraz rozkład masy molowej (MMD) dla próbek chitozanu 

poddanych procesowi degradacji w temperaturze 20°C. Wyniki zostały podsumowane w 

tabeli 5. 
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Tabela 5. Wartości parametrów molekularnych wyznaczonych techniką GPC/SEC. 

 

Czas 
degradacji (h)  
 

Sól kwasu jabłkowego 
pKa = 3.51 

Sól kwasu octowego 
pKa = 4.76 

Mn   
(g/mol) 

Mw  
(g/mol) 

Pd 
(Mw/n) 

Mn  
(g/mol) 

Mw  
(g/mol) 

Pd 
(Mw/n) 

0 45 300 114 100 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 42 100 106 200 2,52 43 300 110 900 2,56 
96 41 400 103 100 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 
degradacji (h)  
 

Sól kwasu mrówkowego 
pKa = 3.75 

Sól kwasu mlekowego 
pKa = 3.81 

Mn  
(g/mol) 

Mw  
(g/mol) 

Pd 
(Mw/Mn) 

Mn 
(g/mol) 

Mw 
 (g/mol) 

Pd 
(Mw/Mn) 

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 41 400 113 400 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 techniką GPC/SEC. 

Zaobserwowano, że proces degradacji przebiegał we wszystkich badanych kwasach. 

Największy spadek średnich mas molowych występuje w przypadku kwasu mlekowego 

i jabłkowego. Na podstawie przedstawionej graficznie zależności między Mw a czasem 

degradacji, pokazanej na (Rysunek 18, Tabela 6), największy spadek wartości Mw w czasie 

obserwuje się dla chitozanu rozpuszczonego w kwasie jabłkowym - wartość nachylenia 

- 101,49 [g/mol*h], następnie kwasem mlekowym - 88,94 [g/mol*h], kwasem mrówkowym 

- 50,94 [g/mol*h] i kwasem octowym - 38,89 [g/mol*h]. Podobną zależność obserwuje się 

dla wartości Mn (Rysunek 19, Tabela 7). Na podstawie analizy wyników GPC/SEC można 

przypisać następującą kolejność siły degradacji kwasów dla roztworów chitozanu:  

kwas octowy→kwas mrówkowy→kwas mlekowy→kwas jabłkowy. 
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Rysunek 14. Rozkład masy molowej chitozanu degradowannym w kwasie jabłkowym  
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Rysunek 15. Rozkład masy molowej chitozanu degradowanym w kwasie octowym. 
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Rysunek 16. Rozkład masy molowej chitozanu degradowanym w kwasie mrówkowym. 

 

 
Rysunek 17. Rozkład masy molowej chitozanu degradowanym w kwasie mlekowym. 



 66 

Tabela 6. Wartość współczynnika kątowego uzyskanego z liniowej zależności zmian Mw w 

czasie degradacji 

 

 pKa Współczynnik 
kąta  

[g/mol*h] 
rysunek  18 

Błędy 
Współczynnika 

kąta 

R2 

Kwas jabłkowy 3.51 -101,49 5,05 0,99 
Kwas mrówkowy 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 

 

 

 

 
Rysunek 18. Zmiany wartości Mw chitozanu po czasie degradacji. 

 

 

 

 

 

90 000

95 000

100 000

105 000

110 000

115 000

120 000

125 000

0 50 100 150 200

M
w

 (g
/m

ol
)

Czas  (h)

kwas jabłkowy kwas mrówkowy kwas mlekowy kwas ocotwy



 67 

Tabela 7. Wartość współczynnika kątowego uzyskanego z liniowej zależności zmian Mn od 

czasu degradacji 

 

 pKa Współczynnik 
kąta 

[g/mol*h] 
rysunek 19 

Błędy 
Współczynnika 

kąta 

R2 

Kwas jabłkowy 3.51 -32,02 2,98 0,95 
Kwas mrówkowy 3.75 -19,35 5,61 0,66 
Kwas mlekowy 3.81 -29,86 4,23 0,89 
Kwas octowy 4.76 -14,98 0,77 0,98 

 

 

 
 

Rysunek 19. Zmiany wartości Mn chitozanu po czasie degradacji 

 

 
5.1.3. Kinetyka degradacji chitozanu 
 

Depolimeryzacja najczęściej przebiega według mechanizmu reakcji pierwszego rzędu. 

W przypadku, gdy mechanizm jest zgodny z degradacją pierwszego rzędu, równanie 

kinetyczne jest opisane następującym wzorem. 
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  B
(D7)(

− B
(D7)(3

= E
D
× 𝑡    (10) 

 

 

Wykreślając zależność 1

(𝑀𝑤)𝑡
−

1

(𝑀𝑤)𝑡0
 w funkcji czasu, można stwierdzić (na podstawie 

liniowości punktów) zgodność z mechanizmem degradacji opisanym równaniem pierwszego 

rzędu, przedstawionym w (218). Wartości korelacji przedstawione w tabelach 8 - 10 

dodatkowo potwierdzają liniowość funkcji. 
 

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

Acid pKa k  
(1/h) 

Błędy  
k 

R2 

Kwas jabłkowy 3,51 18,87 x·10-7 5,61 x 10-8 0,98 
Kwas mrówkowy 3,75 6,09·x 10-7 1,30 x 10-8 0,99 
Kwas mlekowy 3,81 6,46·x 10-7 1,06 x 10-8 0,99 
Kwas octowy 4,76 5,26 x 10-7 0,75 x 10-8 0,99 

 
 

 

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

 

Czas (h) 
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Zależność kinetyczną pierwszego rzędu degradacji chitozanu w 3% kwasie octowym 

dla zmian wartości Mv przedstawia rysunek 20. Jak widać na przedstawionym wykresie, 

proces degradacji jest bardzo dobrze odzwierciedlony przez kinetykę pierwszego rzędu. 

 

Tabela 9. Dane kinetyki degradacji opracowane na podstawie wartości zmian wartości Mn 

chitozanu rozpuszczonego w odpowiednich kwasach organicznych 
 

kwas pKa k 
(1/h) 

Błędy  
k/Mn 

R2 

Kwas jabłkowy 3,51 31,01 x·10-7 8,51 x 10-8 0,99 
Kwas mrówkowy 3,75 14,80 ·x 10-7 4,71 x 10-8 0,98 
Kwas mlekowy 3,81 28,25 ·x 10-7 1,24 x 10-8 0,96 
Kwas octowy 4,76 12,33·x 10-7 2,75 x 10-8 0,99 

 

 

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

Zależność kinetyczną pierwszego rzędu degradacji chitozanu w 3% kwasie octowym 

dla zmian wartości Mn przedstawia rysunek 21. Jak widać na przedstawionym wykresie, 

proces degradacji jest bardzo dobrze odzwierciedlony przez kinetykę pierwszego rzędu. 
 

 

 

 

 

 

Czas (h) 



 70 

Tabela 10. Dane kinetyki degradacji opracowane na podstawie wartości Mw. 
 

kwas pKa k 
 (1/h) 

Błędy  
k/M 

R2 

Kwas jabłkowy 3,51 14,86 x 10-7 1,93 x 10-8 0,99 
Kwas mrówkowy 3,75 6,76 x 10-7 1,17 x 10-8 0,99 
Kwas mlekowy 3,81 14,55 x 10-7 4,71 x 10-8 0,98 
Kwas octowy 4,76 5,68 x 10-7 1,75 x 10-8 0,98 

 

 

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

wartości Mw 

Rysunek 22 przedstawia zależność kinetyczną pierwszego rzędu dla degradacji 

chitozanu w rozcieńczonym kwasie octowym dla zmian wartości Mw. Jak widać na 

przedstawionym wykresie, proces degradacji jest bardzo dobrze odzwierciedlony przez 

kinetykę pierwszego rzędu. 

 

W tabelach 8 - 10 przedstawiono wartość stałej szybkości reakcji degradacji 

chitozanu w rozcieńczonych kwasach organicznych, wyznaczoną na podstawie zmian 

odpowiednio Mv, Mn, Mw. Wykresy na rysunkach 20, 21 i 22 przedstawiają kinetykę 

degradacji chitozanu w kwasie octowym dla parametrów Mv, Mn i Mw. Zgodnie 

z wykresami, odpowiadają one kinetyce dla I rzędu. 

 

 

Czas (h) 
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5.1.4. Analiza 1H NMR 
 

Rysunki 23 i 24 przedstawiają przykładowe widmo 1H NMR chitozanu przed 

degradacją i po 168 godzinach degradacji w 3% roztworze kwasu octowego w temperaturze        

20 °C. 

 

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

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

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

 

Tabela 11. Stopień deacetylacji chitozanu obliczony na podstawie widm 1H NMR po 

degradacji w rozcieńczonych kwasach organicznych (5%), temperatura 20 °C, stężenie 

polimeru 3%. 

 

Nazwa próbki Stopień deacetylacji [%] 
0 (h) 168 (h) 

Kwas octowy 72,2 72,9 
Kwas mlekowy 72,9 71,6 

Kwas mrówkowy 72,2 72,2 
Kwas jabłkowy 72,2 71,1 

 

Wyznaczony stopień deacetylacji chitozanów, na podstawie widm 1H NMR 

(przykładowo rysunek 23, 24), poddanych procesowi degradacji w rozcieńczonych kwasach 

organicznych (tabela 11) pokazuje, że nie ulega on zmianom w sposób znaczący. Brak 

pojawienia się nowych sygnałów na widmach 1H NMR chitozanów np. protonów grupy 

aldehydowej potwierdza, że reakcja degradacji prawdopodobnie następuje poprzez zerwanie 

wiązań β-1,4-glikozydowych.  



 73 

5.2. Wyniki pomiarów przeciwdrobnoustrojowych włóknin chitozanowych w 
różnych kwasach  
 

5.2.1. Objętość retencji kwasu dla próbek włóknin chitozanu 
 

W celu określenia ilości przyłączonych grup kwasowych (odpowiadających ilości 

grup amonowych utworzonych w chitozanie) zastosowano metodę miareczkowania 

odwrotnego (kwasowo-zasadowego). Roztwory 0,1 M HCl i 0,1 M NaOH zostały użyte 

odpowiednio jako titrant i jako substancja zobojętniająca cząsteczki kwasu biorących udział 

w tworzeniu soli chitozanu. Dodatkowo dla modyfikowanych materiałów chitozanowych 

zmierzono objętość retencji. Tabele 12-14 przedstawiają tylko wyniki dla pochodnych 

chitozanu, dla których wzrost kolonii był ograniczony lub nieobecny. 

 

Tabela 12. Objętość retencji kwasu włóknin chitozanowych modyfikowanych w atmosferze 

nasyconej pary kwasu HCL i CH3COOH  

 

Czas inkubacji materiału 
chitozanowego w atmosferze 
nasyconej pary kwasu [min] 

Objętość retencji (%) 
po obróbce 

nasyconymi parami 
HCl 

Objętość retencji (%) po 
obróbce nasyconymi parami 

CH3COOH 

15 93 92 
60 86 87 
120 85 88 

 

Po 15 minutach działania nasyconej pary kwasu octowego i solnego obserwuje się, 

iż wartość objętości retencji dla octanu chitozanu i chlorowodorku chitozanu wynosiła 

powyżej 90% dla wszystkich badanych włóknin chitozanowych (Tabela 1). Dla 

chlorowodorku chitozanu objętość retencji wynosiła 93%, a dla octanu chitozanu 92%. Po 

120 minutach objętość retencji była niższa dla chitozanu modyfikowanego chlorowodorem 

(85%) niż dla chitozanu modyfikowanym parami nasyconymi kwasu octowego (88%).  

 

 

 



 74 

Na podstawie danych z tabeli 12 można stwierdzić, że w początkowym okresie 

procesu modyfikacji przeważał proces sorpcji powierzchniowej i związany z nim chwilowy 

wzrost ilości zaadsorbowanego kwasu. Po upływie 60 min nastąpił nieznaczny spadek ilości 

zaadsorbowanego kwasu, którego zawartość po tym okresie się ustabilizowała. Może to być 

związane z ustanowieniem się stanu równowagi pomiędzy procesami sorpcji i desorpcji 

cząsteczek kwasu. 

 

Tabela 13. Objętość retencji modyfikowanych włóknin chitozanowych po obróbce 

w roztworach kwasu octowego w etanolu - procedura bez płukania 

 

Próbka Objętość retencji (%) 
5/10 88 
5/20 81 
5/30 82 
5/40 80 
5/50 87 
5/60 89 

Próbka Objętość retencji (%) 
10/10 95 
10/20 92 
10/30 90 
10/40 93 
10/50 93 
10/60 95 

Próbka Objętość retencji (%) 
15/10 92 
15/20 93 
15/30 94 
15/40 93 
15/50 94 
15/60 94 

 

gdzie: 

Cyfry 5,10.15 - stężenie kwasu octowego w etanolu;  

Cyfry od 10 do 60 - czas obróbki (min) włóknin w kąpieli kwasu octowego w etanolu. 
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Tabela 14. Objętość retencji modyfikowanych włóknin chitozanowych po obróbce 

w roztworach kwasu octowego i etanolu - procedura z płukaniem. 

 

Próbka Objętość retencji (%) 
5/10 85 
5/20 86 
5/30 88 
5/40 90 
5/50 92 
5/60 91 

Próbka Objętość retencji (%) 
10/10 86 
10/20 85 
10/30 84 
10/40 89 
10/50 91 
10/60 92 

Próbka Objętość retencji (%) 
15/10 90 
15/20 86 
15/30 88 
15/40 89 
15/50 91 
15/60 92 

 

gdzie: 

Cyfry 5,10.15 - stężenie kwasu octowego w etanolu;  

Cyfry od 10 do 60 - czas obróbki (min) włóknin w kąpieli kwasu octowego w etanolu. 

 

Dane przedstawione w tabeli 13 pokazują, że wielkości retencji octanu chitozanu 

wynosiły od 80% do 94% dla wszystkich roztworów kwasu w etanolu i różnych czasów 

obróbki, w procedurze bez płukania próbek. Najwyższą wartość retencji uzyskano dla próbek 

poddanych obróbce 10% roztworu kwasu octowego w etanolu i czasu obróbki 60 min, 

a najniższą wartość w przypadku zastosowania 5% roztworu CH3COOH w etanolu i czasu 

obróbki 20 min.  
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Tabela 14. przedstawia objętość retencji octanu chitozanu otrzymanego w wyniku 

obróbki kwasem octowym i etanolem z procedurą płukania końcowego. Wartości objętości 

retencji octanu chitozanu po płukaniu próbek są nieco niższe w porównaniu z metodą bez 

płukania końcowego. Uzyskane wartości wynosiły powyżej 80%. Najwyższe wskaźniki 

retencji były w przypadku zastosowania 10% i 15% roztworów CH3COOH przez 60 min. 

 

5.2.2. Badania mikrobiologiczne i wpływ modyfikowanych materiałów chitozanowych 
na proces hemolizy i toksyczność dla ludzkich krwinek czerwonych 
 

Podczas badań zastosowano metodę przesiewową w celu wytypowania 

zmodyfikowanych włóknin o najlepszych właściwościach przeciwdrobnoustrojowych. 

Fragmenty włóknin nie były dodatkowo sterylizowane. Próbki umieszczano w płynnych 

pożywkach dla grzybów lub bakterii. Umożliwiło to określenie, czy badane materiały były 

podatne na kolonizację przez mikroorganizmy. Po 24 godzinach inkubacji próbki zostały 

wysiane na stałe podłoże. 
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Rysunek 25. Schemat badań wzrostu bakterii Gram-dodatnich i Gram ujemnych 

w pożywce (MHA) na włókninach chitozanu 
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Rysunek 26. Schemat badań wzrostu grzybów w pożywce (SDA) na włókninach 

chitozanu 
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Na rysunkach 25 i 26 symbol "+" oznacza, że zaobserwowano wzrost 

bakterii/grzybów. Mueller Hinton Agar (MHA) był podłożem stosowanym dla bakterii, 

natomiast w przypadku grzybów jako podłoże zastosowano agar Sabourauda (SDA). Literą 

A oznaczono próbki włókniny z płukaniem. Literą B oznaczono próbki włókniny bez 

płukania. Próbki włókniny 1, 2 i 3 odpowiadają materiałom poddanym działaniu 5%, 10% 

i 15% kwasu octowego w etanolu. Liczby 10-60 odnoszą się do czasów obróbki od 10 do 60 

min. Najbardziej obiecujące wyniki uzyskano dla próbek bez płukania, a także dla próbek 

z płukaniem, ale dłuższym czasem obróbki (50 min lub 60 min). Zauważono, że próbka 

chlorowodorku chitozanu uległa natychmiastowemu rozpuszczeniu w ciekłym medium. 

Ostatnie dwa okręgi z oznaczeniami od A do F na rys. 25 i 26 przedstawiają wyniki 

przeciwdrobnoustrojowego działania materiałów na bazie chitozanu poddanych działaniu 

nasyconych par różnych kwasów, wyniki są przedstawione w tabeli 15. 

 
  
Tabela 15. Opisy symboli opisujące próbki na testowanych płytkach Petriego 
 
 

Symbol na 
okręgu 

Atmosfera 
kwasu  

A kwas 
walerianowy 

B kwas 
propionowy 

C kwas mrówkowy 
D kwas masłowy 
E kwas solny 
F kwas octowy 

 
 

Aktywność wobec bakterii odnotowano dla próbek włóknin chitozanu 

modyfikowanych w atmosferze nasyconych par kwasu bez procesu płukania. Dla próbki 

włókniny chitozanu niemodyfikowanej na drodze oddziaływania nasyconej pary kwasu 

zaobserwowano wzrost organizmów świadczący o braku właściwości przeciwbakteryjnej 

niemodyfikowanego chitozanu.  
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Tabela 16. Wpływ modyfikacji włóknin chitozanu roztworem kwasu octowego w etanolu 

bez płukania końcowego na wzrost drobnoustrojów S. aureus i E. coli 

 

Próbka S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922 
5/10 Wzrost Wzrost 
5/20 Wzrost Wzrost 
5/30 Wzrost Wzrost 
5/40 Wzrost Wzrost 
5/50 Wzrost Wzrost 
5/60 Wzrost Wzrost 

10/10 Wzrost: widoczna redukcja 
wzrostu Wzrost 

10/20 Wzrost: 170* kolonii Wzrost 
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 Wzrost 
15/20 Wzrost: 12* kolonii Wzrost 
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 

* - średnia wartość z 3 powtórzeń 

 

Tabela 17. Wpływ modyfikacji włóknin chitozanu modyfikowanych nasyconymi parami 

różnych kwasów bez płukania końcowego na wzrost drobnoustrojów S. aureus i E. coli 

 

Próbka S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922 
Kwas walerianowy Wzrost Wzrost 
Kwas propionowy Wzrost Wzrost 
Kwas mrówkowy Wzrost: 5* kolonii Wzrost 

Kwas masłowy Wzrost Wzrost 
Kwas 

chlorowodorowy Brak wzrostu Brak wzrostu 

Kwas octowy Brak wzrostu Brak wzrostu 
* - średnia wartość z 3 powtórzeń 
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W tabeli 16 przedstawiono wpływ modyfikacji włóknin chitozanowych roztworem 

kwasu octowego w etanolu bez płukania końcowego na wzrost drobnoustrojów S. aureus 

i  E. coli. W 10% roztworze kwasu octowego w etanolu aktywność zmodyfikowanych 

włóknin chitozanowych wzrosła wobec komórek bakterii S. aureus (zmniejszenie liczby 

kolonii bakterii lub brak wzrostu). Nie zaobserwowano zmniejszenia wzrostu szczepu E. coli 

dla innych modyfikatorów niż kwas octowy i kwas chlorowodowy. Dla włóknin 

chitozanowych modyfikowanych nasyconymi parami kwasów organicznych: kwas 

mrówkowy, propionowy, kwas masłowy i kwas walerianowy nie zaobserwowano działania 

biobójczego (Tabela 17). 

W tabeli 18 przedstawiono wyniki badania toksyczności próbek włóknin 

chitozanowych modyfikowanych roztworem kwasu octowego w etanolu poddawanych 

płukaniu końcowemu w czystym etanolu oraz bez procedury płukania końcowego. 

 

Tabela 18. Toksyczność dla ludzkich krwinek czerwonych mierzona jako % hemolizy 

włóknin modyfikowanych przy użyciu roztworu kwasu octowego w etanolu - procedury bez 

płukania i z płukaniem 

 

Próbki % hemolizy w próbkach 
“płukanych” 

% hemolizy w próbkach 
“niepłukanych” 

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 próbek włóknin chitozanu poddanych 

obróbce nasyconymi parami kwasów organicznych.  

 

Tabela 19. Toksyczność dla ludzkich czerwonych krwinek mierzona jako % hemolizy 

w włókninach modyfikowanych oparami różnych kwasów (otrzymywanie 

zmodyfikowanych materiałów w warunkach gazowania). 

 

Kwasy % 
Hemoliza 

Kwas walerianowy 0,00 
Kwas propionowy 0,26 
Kwas mrówkowy 0,00 
Kwas masłowy 1,04 
Kwas 
chlorowodorowy 0,88 

Kwas octowy 21,18 
 

Całkowity brak hemolizy odnotowano w przypadku materiałów modyfikowanych 

kwasem walerianowym i kwasem mrówkowym. Hemolizy nie zaobserwowano 

w niemodyfikowanej próbce włókniny chitozanowej niepoddanej modyfikacji. Włókniny 

modyfikowane kwasem octowym w roztworze etanolu, płukane końcowo za pomocą etanlu, 

wykazywały znacznie mniejszy wpływ na hemolizę w porównaniu do próbek niepłukanych 

(Tabela 18). Cytotoksyczność odnotowano dla próbek modyfikowanych kwasem 

masłowym, kwasem solnym i kwasem octowym. Najwyższą toksyczność (21,18%) 

zaobserwowano w przypadku obróbki 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 próbek analizowano na podstawie widm spektroskopii 

FTIR ATR.  

 
Rysunek 27. Przykładowe widma FTIR ATR dla włókniny chitozanowej poddanej działaniu 

roztworu kwasu octowego w etanolu poddanych procesowi płukania czystym etanolem i bez 

płukania końcowego 
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Na widmie FTIR -ATR wyjściowego chitozanu przedstawionym na rysunku 27 

widoczne są charakterystyczne piki tego polimeru, ostry pik przy maksimum 564 cm-1 

(drgania zginające poza płaszczyzną wiązań w grupie NH, drgania zginające poza 

płaszczyzną wiązanie C-O), 711 cm-1 (drgania zginające poza płaszczyzną wiązanie NH), 

1174 cm-1 (drgania rozciągające wiązanie w grupie C-O-C), 2871 cm-1 (drgania 

rozciągające wiązania w grupie CH2) i 3430 cm-1 (drgania rozciągające w wiązania w grupie 

-OH). Wibracje drgań rozciągające wiązań w grupie amidu C=O zaobserwowano przy 

maksimum przy 1650 i 1590 cm-1. 

 

Widma próbek włóknin chitozanowych poddanych działaniu kwasu octowego 

w etanolu poddanych procesowi płukania czystym etanolem jak i bez płukania końcowego 

przedstawiono na rysunku 27. Na podstawie tych widm obliczono stopień deacetylacji 

stosując równania (4) i (5) zaproponowane przez Czechowską-Biskup (215). Zgodnie 

z pierwszym równaniem stopień deacetylacji wynosił DDA + 87%, a zgodnie z drugim 

równaniem DDA = 89,7%.  
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Rysunek 28 Przykładowe widma FTIR ATR dla włókniny poddanej działaniu nasyconych 

par kwasów: octowego (A), chlorowodorowego (B) i masłowego (C) 
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Rysunek 29 Przykładowe widma FTIR ATR dla włókniny poddanej działaniu nasyconych 

par kwasów: walerianowego (D), propionowego (E) i mrówkowego (F) 
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Zmiany w strukturze chemicznej próbek włóknin poddanych modyfikacji 

w atmosferze nasyconej par kwasów organicznych analizowano na podstawie zmian 

w  widmach FTIR-ATR (rysunek 28 i 29). Dodatkowo dla analizowanych próbek określono 

zmiany stopnia deacetylacji dla badanych próbek. 

Jak widać na przedstawionych widmach FTIR-ATR, istnieją różnice potwierdzające 

powstawanie pochodnej chitozanu, w postaci soli kwasu octowego, po 10-60 min ekspozycji 

na kwas organiczny w fazie gazowej. Występuje silny sygnał dla grup karboksylowych, 

z maksimami przy 1550 cm-1 i 1400 cm-1. Adsorpcja kwasu octowego na powierzchni 

włókniny chitozanowej w postaci gazowej może zachodzić w wyniku oddziaływania wiązań 

wodorowych między grupami hydroksylowymi chitozanu i grupą karboksylową kwasu 

octowego. Po 1 h ekspozycji na nasycone pary kwasu octowego pojawiają się nowe piki 

w zakresie 1600 cm-1 a 1200 cm-1, w wyniku tworzenia się grup soli amoniowej chitozanu 

i kwasu octowego. Występują silne sygnały dla grup karboksylowych, z maksimami przy 

1549 i 1405 cm-1. Pojawienie się sygnału z maksimum przy 1549 cm-1 świadczy 

o powstawaniu soli aminiowej chitozanu i kwasu octowego. Sygnały zlokalizowane 

w zakresie 1410-1340 cm-1 są wynikiem występowania drgań rozciągających wiązania 

COO- w resztach kwasowych przyłączonego kwasu octowego. 

 

Widma FTIR-ATR przedstawione na rysunkach 28 i 29 dla pozostałych modyfikacji 

materiału badawczego nasyconymi parami kwasów potwierdziły powstanie soli 

chitozanowych. Największą różnicę zauważano dla obróbki kwasem mrówkowym, gdzie 

w paśmie z maksimum przy 1200cm-1 i 1690 cm-1 widać nakładanie się pików o dużej 

intensywności pochodzących od kwasu mrówkowego (F). 

 

 

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

Na rysunkach 30 i 31 przedstawione są przykładowe widma 1H-NMR soli chitozanu 

i kwasu chlorowodorowego oraz soli chitozanu i kwasu octowego otrzymanych w wyniku 

obróbki włókniny chitozanowej z nasyconymi parami odpowiednego kwasu.  
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Rysunek 30. Widmo 1H-NMR soli chitozanu i kwasu chlorowodorowego (chlorowodorku 

chitozanu) 

 
 

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 są 

następujące sygnały protonów: w zakresie 1,8-2,3 ppm protony grupy acetamidowej 

NHOCCH3, 3,1-3.2 ppm protony związane z drugim węglem pierścienia cukrowego (H2), 

w  zakresie 3,3-4,1 ppm protony związane z węglami (C3-C6) pierścienia cukrowego (H3-

H6), w zakresie 4,4-4,9 ppm proton związany z pierwszym węglem pierścienia cukrowego 

(H1). 

Na widmie 1H NMR octanu chitozanu (rysunek 31) widoczne są następujące sygnały 

protonowe: w zakresie 1,6-1,8 ppm dla protonów soli kwasu octowego -OOCCH3; w zakresie 

1,8-2,1 ppm dla protonów grupy acetamidowej NHOCCH3; 2,8-3. 1 ppm dla protonów 

związanych z drugim węglem pierścienia cukrowego (H2); w zakresie 3,3-4,1 dla protonów 

związanych z węglami (C3-C6) pierścienia cukrowego (H3-H6); w zakresie 4,6-4,8 dla 

protonów związanych z pierwszym węglem pierścienia cukrowego (H1), który pokrywa się 

z resztami H2O. 

 

Jak widać z widm 1H-NMR dla soli chlowodorku chitozanu o dobrych 

właściwościach antybakteryjnych (Rysunek 30), nie obserwuje się dodatkowego sygnału 

protonu pochodzącego od kwasu HCl. Sygnał protonu soli HCl chitozanu pokrywa się 

z  resztkowymi protonami obecnymi w rozpuszczalniku DCl.  

Na rysunku 31 w widmie 1H-NMR soli octanu chitozanu, widoczny jest wyraźny 

sygnał protonu reszty kwasowej CH3COO. Pole pod powierzchnią sygnału protonów grupy 

CH3 kwasu octowego wykorzystano do obliczenia stopnia podstawienia. Wyniki obliczeń 

przedstawiono w tabeli 20. Dodatkowo zamieszczono w celach porównawczych wartości 

stopnia podstawienia obliczone na podstawie analizy miareczkowej. 
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Tabela 20. Stopień podstawienia dla soli chitozanu, obliczony na podstawie widm 1H-NMR 

i analizy miareczkowej 

 

Próbka  Stopień podstawienia 
obliczony na 

podstawie 1H-NMR 
[%] 

Stopień podstawienia 
obliczony na podstawie 

miareczkowania 
[%] 

Chlorowodorek chitozanu - 85 
Octan chitozanu 88,0 89 

 

Jak można odczytać z tabeli 20 zarówno dla metody 1H-NMR jak i metody 

odwróconego miareczkowania konduktometrycznego otrzymano podobnie wyniki w 

przypadku octanu chitozanu. Z uwagi na stosowanie do 1H-NMR DCL deuterowanego 

chlorowoadoru nie ma możliwości odczytania pola powierzchni pochodzącego od protonu 

HCl z uwagi na to, że sygnał protonowy wodoru soli chlorowodorku chitozanu pokrywa się 

z protonami DCl. 

 

5.3. Wyniki pomiarów przeciwdrobnoustrojowych foli chitozanu z adduktem 
ciprofloksacyny   
 

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

W pierwszym etapie badań podjęto próbę sprawdzenia, czy modyfikacja folii 

chitozanowej za pomocą ciprofloksacyny (addukt fizyczny CS-CIP) i dodatkową obróbką 

nasyconą parą kwasu octowego skutkuje uzyskaniem nowej aktywnej pochodnej chitozanu. 

Przygotowane materiały poddano badaniu metodą FTIR-ATR. Poniżej przedstawiono 

przykładowe widma niemodyfikowanego chitozanu, chitozanu modyfikowanego 

ciprofloksacyną fizyczne addukty CS-CIP oraz fizycznych adduktów CS-CIP dodatkowo 

poddanych działaniu oparów kwasu octowego (rysunek 32 i 33). 
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Rysunek 32. Widma FTIR-ATR folii chitozanowych modyfikowanych adduktami 

fizycznymi CS-CIP i dodatkowo poddanych obróbce nasyconą parą kwasu octowego. a) CIP, 

b) nałożone 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. c) nałożone widma 

CS10 i CSGC dodatkowo poddanych obróbce nasyconą parą kwasu octowego, d) nałożone 

widma CS2 (niezmodyfikowanego) i CS2GC dodatkowo poddanych obróbce nasyconą parą 

kwasu octowego i ciprofloksacyny. 
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Porównując widma FTIR-ATR niezmodyfikowanych filmów chitozanu (CS) 

i fizycznego adduktu ciprofloksacyny do chitozanu w postaci filmu (CS-CIP) można 

zaobserwować zmiany w intensywności charakterystycznych sygnałów CS, co sugeruje, że 

CIP została utrwalona na powierzchni poprzez oddziaływania międzycząsteczkowe. 

zaobserwowano przesunięcie sygnałów w zakresie 1700-1200 cm-1, co jest zgodne z danymi 

literaturowymi Durgapal oraz  Singh (225,226) od dla nanocząstek chitozanu zawierających 

cyprofloksacynę.   

Zmiany w widmach FTIR ATR niezmodyfikowanego chitozanu (CS2) i fizycznego 

adduktu CS-CIP (CS10) dodatkowo poddanego działaniu par kwasu octowego są widoczne 

w zakresie 1800-1700 cm-1, co wskazuje na tworzenie się niewielkich ilości octanu chitozanu 

na powierzchni. Dodatkowo widoczne są zmiany intensywności sygnału w zakresie 1707-

1040 cm-1 (227,228), co ilustruje, że CIP i pozostałości kwasu octowego są obecne 

w powierzchniowych warstwach dysków CS.  

Zestawiając widma FTIR ATR folii CS inkubowanej z roztworem CIP (CS10) z folią 

CS utworzoną przez obróbkę roztworem CIP i następczą obróbkę nasyconą parą kwasu 

octowego (CS2GC), można zaobserwować poszerzenie sygnałów charakterystycznych dla 

CS, co może być wynikiem nakładania się sygnałów CIP, octanu chitozanu i CS. 

Intensywność sygnałów octanu chitozanu w widmie FTIR-ATR jest dominująca w tym 

widmie, jak pokazano na rysunku 1c, co jest prawdopodobnie wynikiem zachodzącej reakcji 

między wolnymi grupami aminowymi chitozanu z kwasem octowym. 
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5.3.2. Badania NMR ciała stałego adduktu ciprofloksacyny do chitozanu  
 

Badania NMR ciała stałego adduktu ciprofloksacyny do chitozanu rozpoczęto od 

analizy 13C CP/MAS (cross-polarization magic angle spinning) poszczególnych 

składników, które posłużyły do przygotowania fizycznego adduktu CS-CIP w postaci filmu. 

 
Rysunek 34. Widma 100 MHz 13C CP/MAS NMR dla a) czystego krystalicznego CIP, b) 

CS, c) fizycznej mieszaniny CIP i CS w stosunku molowym 1:1. Wszystkie widma 

zarejestrowano przy szybkości wirowania 8 kHz w temperaturze otoczenia. 

 

Rysunek 34a przedstawia widmo 100 MHz 13C CP/MAS CIP zarejestrowane przy 

częstotliwości wirowania 8 kHz. Z wcześniejszych badań wiadomo, że CIP występuje w 

różnych formach krystalograficznych: jako kryształy bezwodne i jako dwa hydraty o różnej 

zawartości wody. Formy te zostały szczegółowo zbadane przez Mafrę (229).  
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Rezonanse 13C NMR dla każdej formy zostały przypisane przy użyciu 

eksperymentalnych technik 2D NMR i teoretycznych obliczeń GIPAW. Na podstawie 

danych literaturowych możemy stwierdzić, że próbka użyta w naszym projekcie jest formą 

bezwodną z Z' równym jeden (refcode UHITOV).  

Rysunek 34b przedstawia widmo 13C CP/MAS CS. Literatura opisująca widma 13C 

NMR chitozanu w stanie stałym jest bardzo obszerna i do tej pory opublikowano wiele 

artykułów. CS użyty w naszym projekcie wykazuje typowy wzór z wyraźnie widocznymi 

sygnałami jednostki węglowodanowej (region 50 ppm - 115 ppm) i słabymi sygnałami 

reprezentującymi grupę acylową (karboksylan przy δ= 176 ppm i karboksylan metylu przy 

δ= 23 pm).  

Widmo 13C CP/MAS fizycznej mieszaniny CIP i CS o stosunku molowym 1:1 

otrzymanej przez ręczne zmielenie dwóch składników pokazano na rysunku 34c. Jak widać, 

widmo to jest prostą sumą widm pokazanych na rysunkach 34a i 34b. Warto zauważyć 

nakładanie się karboksylanowych składników CIP i CS przy δ= 176 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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szybkości wirowania 20 kHz w temperaturze otoczenia. Widmo b) zarejestrowano przy 

częstotliwości wirowania 24 kHz w temperaturze otoczenia. W obu przypadkach uzyskano 

osiem skanów. 

 

W kolejnym kroku skonfrontowaliśmy nasze wyniki 13C CP/MAS NMR z danymi 

19F MAS NMR. Z punktu widzenia spektroskopii NMR, fluor-19 jest "przyjaznym" jądrem, 

łatwym do wykrycia. 19F ma spin jądrowy I równy 1⁄2 z wysokim współczynnikiem 

żyromagnetycznym i zawiera 100% naturalnie występującego fluoru. Jądro 19F jest trzecim 

najbardziej czułym jądrem NMR, po jądrach 3H i 1H.  

Fluor-19 jest bardzo wrażliwy na środowisko chemiczne, w zależności od struktury 

molekularnej sygnał 19F można wykryć w zakresie 800 ppm. W środowisku asymetrycznym 

charakteryzuje się wysoką anizotropią przesunięcia chemicznego (CSA). W CSA faza ciekła 

jest eliminowana przez szybkie ogólne bębnowanie i wykrywany jest tylko sygnał 

izotropowy. W stanie stałym efekt CSA jest zmniejszany lub eliminowany przez szybkie 

wirowanie próbki pod kątem magicznym. W większości przypadków, w celu zmniejszenia 

liczby wirujących pasm bocznych, próbka powinna być rejestrowana z prędkością wirowania 

powyżej 20 kHz (230–232)(Pawlak i in., 2020; Potrzebowska i in., 2022; Skorupska i in., 

2015). 

Rysunek 35a przedstawia widmo 19F MAS czystego krystalicznego CIP (patrz 

rysunek 34a) zarejestrowane przy prędkości wirowania 20 kHz. Tylko 8 skanów wystarczyło 

do uzyskania dobrej jakości danych. Izotropowy sygnał znaleziony przy δ = -120 ppm jest 

symetrycznie otoczony przez wirujące satelity (sygnały przy δ =-72 ppm i δ = -168 ppm). 

Widmo potwierdza, że jedna cząsteczka CIP jest jednostką asymetryczną, jak wynika 

z testów rentgenowskich dla postaci bezwodnej. Rysunek 35b przedstawia sygnał 19F dla 

CIP zmieszanego z CS (patrz Rysunek 34c). Widmo zarejestrowano przy częstotliwości 

wirowania 24 kHz, stąd wirujące satelity są widoczne w innym położeniu niż na rysunku 

35a. Sygnał izotropowy, podobnie jak w poprzednim przypadku, występuje przy δ = -120 

ppm. Należy podkreślić, że w obu przypadkach szerokości linii rezonansowych 19F są 

znacząco różne. Dla czystego CIP pełna szerokość w połowie wysokości (FWHH) wynosi 

610 Hz, podczas gdy dla mieszaniny CIP/CS FWHH wynosi 1150 Hz. Różnica ta sugeruje, 

że podczas mielenia składników może wystąpić częściowa amorfizacja CIP. Ponadto warto 
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zauważyć, że takiego poszerzenia sygnałów nie zaobserwowano na widmach 13C CP/MAS. 

Oznacza to, że jądro 19F jest bardzo czułą sondą (bardziej czułą niż jądro 13C) nie tylko na 

efekty wewnętrzne, ale także na odległe oddziaływania. 

W ostatnim etapie zbadaliśmy próbki folii chitozanowych impregnowanych CIP. 

Zastosowaliśmy dwa rodzaje chitozanu odpowiednio oznaczone CS 100 i CS 30. Rysunki 

36a i 36b przedstawiają widma 13C CP/MAS odpowiednio dla CS 100 impregnowanego CIP 

i CS 30 impregnowanego CIP. 

 

 
Rysunek 36. a) Widmo 13C CP/MAS NMR CS 100 impregnowanego CIP zarejestrowane z 

szybkością wirowania 8 kHz. b) Widmo 13C CP/MAS NMR CS 30 impregnowanego CIP 

zarejestrowane z szybkością wirowania 8 kHz. c) Widmo 19F MAS NMR CS 100 

impregnowanego CIP zarejestrowane z szybkością wirowania 20 kHz. d) Widmo 19F MAS 

NMR CS 30 impregnowanego CIP zarejestrowane z szybkością wirowania 20 kHz. 
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Z analizy widm 13C NMR jasno wynika, że rezonanse reprezentujące CIP nie są 

obserwowane. Jedyny nowy sygnał pojawił się przy δ = 166 ppm, który nie jest 

reprezentatywny dla CIP. Wynik ten można interpretować w następujący sposób: a) CIP nie 

jest włączony do CS podczas impregnacji, b) CIP jest włączony w bardzo małej ilości do CS, 

ale sonda 13C NMR nie jest wystarczająco czuła, aby wykryć sygnały NMR c) CIP jest 

włączony w bardzo małej ilości do CS, ale jest bardzo amorficzny. W takich przypadkach 

linie rezonansowe są bardzo szerokie i trudne (lub niemożliwe) do zmierzenia. Aby wyjaśnić 

te wątpliwości w dalszych badaniach, zastosowaliśmy bardziej czułą sondę NMR niż 13C - 

jądro 19F. Rysunek 36c przedstawia widmo 19F MAS NMR dla próbki CS 100 

impregnowanej CIP zarejestrowane przy prędkości wirowania 20 kHz. Dane uzyskano 

w ciągu nocy (5 k skanów). Sygnał CIP jest wyraźnie widoczny. Jego FWHH wynosi 2480 

Hz, znacznie więcej w porównaniu do krystalicznej próbki CIP lub mieszaniny CIP/CS. 

Widmo 19F MAS dla próbki CS 30 impregnowanej CIP jest jeszcze bardziej spektakularne 

(Rysunek 36d). W tym przypadku FWHH wynosi ponad 20 kHz (Rysunek 36d). 

Podsumowując, zgodnie z wynikami NMR, możemy powiedzieć, że CIP jest zawarty 

w CS i jest silnie amorficzny. Niestety, nasze pomiary nie pozwalają nam na wyciągnięcie 

wniosków ilościowych i określenie ilości CIP w CS. 
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5.3.3. Analiza AFM adduktu  ciprofloksacyny do chitozanu w postaci folii 
 

Analiza obrazów AFM adduktu ciprofloksacyny do chitozanu w postaci folii 

(rysunek 37) wskazuje, że zastosowana modyfikacja folii CS za pomocą CIP (B) i obróbki 

nasyconymi parami kwasu octowego (C) znacząco wpływa na zmianę morfologię 

powierzchni. 

 

 
 

Rysunek 37. Obrazy AFM powierzchni folii chitozanu (A), adduktu ciprofloksacyny do folii 

chitozanu (B) i poddanej następczo obróbce nasyconą para kwasu octowego CS-CIP-AC(C). 
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W porównaniu do obrazu wyjściowej folii chitozanu (rysunek 37A) na obrazie folii 

zawierającej addukt ciprofloksacyny (rysunek 37B) można zaobserwować obecność adduktu 

CIP na powierzchni folii CS w postaci aglomeratów. Dodatkowa obróbka folii CS 

modyfikowanej CIP (addukt fizyczny) i nasyconymi parami kwasu octowego (CS-CIP-AC) 

powoduje całkowite pokrycie powierzchni folii (rysunek 37C). Obrazy AFM ilustrują 

topografię w wąskich warstwach, jak pokazano na rysunkach 37 A-C. Topografię 

powierzchni foli można scharakteryzować za pomocą określenia średniej kwadratowej 

chropowatości powierzchni (RMS) (233). Wartość RMS powierzchni jest obliczana na 

podstawie profilu przekroju lub pola powierzchni badanych folii. Chropowatość powierzchni 

RMS uzyskana dla wąskich warstw chitozanu wynosiła odpowiednio 33 nm, 90,9 nm i 49 

nm. Chropowatość powierzchni RMS folii CS wzrasta w wyniku pokrycia jej warstwą CIP, 

co można przypisać połączeniu dwóch materiałów: CS i CIP. Wartość chropowatości 

powierzchni dla modyfikowanych folii CIP i następczo nasyconymi parami kwasu octowego, 

sugeruje mechanizm wygładzania poprzez dyfuzję CIP na powierzchni. Aktywność kwasu 

octowego powoduje rozprzestrzenianie się CIP na powierzchni próbki.  

Dodatkowo przeprowadzono test w trybie fazowym. Test In-phase jest związany 

z interakcjami mechaniczno-lepkościowymi i powierzchniowo-sondowymi, które z kolei są 

związane ze składem chemicznym powierzchni. Każda zmiana składu chemicznego wpływa 

następnie na zmianę sygnału, który pozwala na ,,rozdzielenie" faz, a właściwie na ich 

rozmieszczenie na powierzchni próbki. Jest to szczególnie dobrze widoczne dla próbek folii 

chitozanowych modyfikowanych CIP (addukt fizyczny) i następczo nasyconą parą kwasu 

octowego (rysunek 37C). Efekt ten jest nieco mniej widoczny dla próbek folii CS 

modyfikowanych CIP (addukt fizyczny) (rysunek 37B). Podkreśla on obszary o różnych 

właściwościach (inny kolor na skanach); mają one również inny kształt niż w przypadku 

próbki CS-CIP-AC (rysunek 37C). Technika AFM okazała się bardzo pomocna w ocenie 

właściwości powierzchniowych badanych materiałów, co zauważyli również inni autorzy 

badający folie chitozanowe. Według danych literaturowych, Almalik i współpracownicy 

((234) zastosowali metodę AFM do badania nanocząstek CS, które zostały pokryte kwasem 

hialuronowym (HA). W tym teście AFM został użyty do określenia obecności HA na CNP. 

Grubość pokrycia HA na CPS oszacowano na około 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 jonów Hg2+ za pomocą rezonansu plazmonów powierzchniowych. Rubina (236) 

wykorzystali mikroskopię sił atomowych jako podstawowe narzędzie do badań 

morfologicznych folii CS. Badane folie CS zostały wyjęte z roztworów kwasu octowego o 

różnych stężeniach, a także folie CS zawierające złoto i srebro. 

 

5.3.4. Analiza obrazów SEM folii chitozanowych z adduktem ciprofloksacyny 
 

Obrazy SEM próbek folii chitozanowych jak i również modyfikowanych samym CIP 

jak również z dodatkową modyfikacją nasyconymi parami kwasu octowego przedstawiono 

na rysunku 38  

 

 
 

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

a  następnie działaniu nasyconych par kwasu octowego (c).   
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Analiza obrazu SEM badanych próbek potwierdza obecność ciprofloksacyny (CIP) 

na powierzchni folii fizycznych adduktów CS-CIP (rysunek 38b) oraz fizycznych adduktów 

CS-CIP i dodatkowo poddanych działaniu nasyconej pary kwasu octowego (rysunek 38c). 

Powierzchnia niezmodyfikowanej folii chitozanowej  (CS) jest gładka i płaska, podczas gdy 

zmodyfikowane próbki wykazują chropowatą powierzchnię z charakterystycznymi cechami 

występujących aglomeratów co jest zgodne z danymi otrzymanymi z analizy AFM. Rathore 

i  współpracownicy wykazali również podobną zależność (237), wraz ze wzrostem stężenia 

CIP wzrastała również porowatość folii. W przypadku próbek dodatkowo obrabianych 

nasyconymi parami kwasu octowego można zauważyć zmiany w strukturze stałej CIP, 

wykazujące bardziej równomierne rozmieszczenie leku na powierzchni folii. Zmiany te 

skutkują lepszym pokryciem krążków CS filmem CIP w stosunku do filmów nie poddanych 

działaniu oparów kwasu octowego. Prawdopodobnie jest to związane z rozpuszczaniem CIP 

w środowisku kwaśnym podczas inkubacji próbki w oparach kwasu octowego, a także 

z występowaniem przewidywanego dodatkowego efektu pęcznienia CS w środowisku 

kwaśnym.  
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5.3.5. Analiza adhezji ciprofloksacyny na powierzchni krążków chitozanowych 
 

Pomiary zmian stężenia CIP w wyniku adhezji CIP na powierzchni krążków 

chitozanowych przeprowadzono metodą RP-HPLC. 

 
Rysunek 39. Zależność wyczerpywania z roztworu CIP (C0=15x10-4M) podczas adhezji 

do powierzchni krążka chitozanowego (CS2, m = 0,15g) w funkcji czasu (test 

przeprowadzono w temperaturze 25°C). 

 

Na rysunku 39 przedstawiono ubytek CIP z roztworu modyfikującego folię 

chitozanową. Intensywny proces sorpcji CIP na powierzchni CS można zaobserwować w 

ciągu 12 godzin, natomiast osiągnięcie równowagi procesów sorpcji i desorpcji CIP na 

powierzchni krążka CS zaobserwowano po 21 godzinach. Dla badanej folii CS o grubości 

50 µm ilość zaadsorbowanego CIP określono na poziomie 420 mg CIP na 1 g chitozanu. 

Adsorpcję CIP na chitozanie przeprowadzono dla wielu różnych wariantów 

kompozytów chitozanowych. We wszystkich przypadkach adsorpcja CIP zmieniła strukturę 

materiałów chitozanowych (238–242). Zwykle modyfikowane materiały chitozanowe są 

wykorzystywane jako materiały do usuwania zanieczyszczeń wody, w tym pozostałości 

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

 

Aktywność przeciwdrobnoustrojową wynikającą z pomiaru strefy zahamowania 

wzrostu drobnoustrojów φ [mm] przedstawiono w tabeli 21.  

 
Tabela 21. Wyniki pomiaru narastania kolonii bakterii E.	coli	i	S.	aureus	na powierzchni 

krążków chitozanowych analizy mikrobiologicznej adduktu CIP 
	

Lp	 Symbol	próbek		
Escherichia	

coli	
ATCC	8739	

Staphylococcus	
aureus	

ATCC	6538	
1	 CS	1	 0	 0	
2	 CS	2	 0	 0	
3	 CS	3	 0	 0	
4	 CS	4	 0	 0	
5	 CS	5	 0	 0	
6	 CS	6	 30	 0	
7	 CS	1C	 45	 36	
8	 CS	2C	 47	 36	
9	 CS	3C	 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	

11	
Kontrola		–	

ciprofloksacyna	
32	𝜇g/mL	

42	 31	

 

Chitozan (CS1), masa cząsteczkowa 890 kDa; Chitozan (CS2), masa cząsteczkowa 30 kDa; 

Chitozan (CS3), masa cząsteczkowa 150 kDa; Chitozan (CS4), masa cząsteczkowa 325 kDa, 

Chitozan (CS5), masa cząsteczkowa 84 kDa; Chitozan (CS6), masa cząsteczkowa 60 kDa. 

G – obróbka nasyconymi parami kwasu octowego; CS1C- obróbka roztworem 

ciprofloksacyny; CG – obróbka roztworem ciprofloksacyny i nasyconymi parami kwasu 

octowego 
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Rysunek 40. Efekt biobójczy dla poszczególnych szczepów bakterii i grzybów. 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 - 

wyraźnie widoczna strefa inhibicji. 
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Masa cząsteczkowa CS i stopień deacetylacji znacząco wpływają na jego aktywność 

biologiczną (243)(Bagheri-Khoulenjani et al., 2009). CS został opisany jako silny środek 

przeciwdrobnoustrojowy przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, Gram-ujemnym i grzybom 

(244)(Rejane C. Goy, n.d.). Właściwości przeciwdrobnoustrojowe CS zależą jednak od 

istotnych czynników, w tym rodzaju szczepu drobnoustrojów, poziomu pH i jego 

właściwości strukturalnych (245)(Qin & Li, 2020).  

Wprowadzenie nowych ugrupowań do łańcucha polimerowego może poprawić 

właściwości biologiczne CS. Dostępna literatura opisuje różne modyfikacje CS za pomocą 

katecholu (246)(Amato i in., 2018), czwartorzędowych grup amoniowych (247)(Martins 

i  in., 2014) lub zasad Schiffa (248)(Wei i in., 2019). Dostępne są różne podejścia syntetyczne 

do otrzymywania pochodnych CS, takie jak bezpośrednia modyfikacja, reakcje 

enzymatyczne lub szczepienie chemiczne (249)(Nagy, 2018). Należy zauważyć, że 

przeprowadzenie udanej wieloetapowej syntezy organicznej złożonych cząsteczek może być 

trudnym procesem. Główną obawą może być to, że niektóre grupy funkcyjne mogą zakłócać 

reakcję, powodując powstawanie niepożądanych produktów. Sytuacji tej można uniknąć, 

stosując grupy ochronne, które tymczasowo maskują grupy funkcyjne, które mogłyby 

przeszkadzać (250)(Abd El-Hack i in., 2020).   

Testowane materiały CS wykazały zróżnicowaną aktywność 

przeciwdrobnoustrojową. Żaden z nich nie był aktywny wobec testowanych szczepów 

grzybów. CS o różnej masie cząsteczkowej i lepkości nie wykazały znaczącej aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej, z wyjątkiem modyfikacji CS6 o słabej aktywności przeciwko 

bakteriom Gram-ujemnym E. coli. Jednakże, chemiczne modyfikacje chitozanu wywołały 

obiecujące efekty przeciwdrobnoustrojowe. Bardzo intersujące wyniki uzyskano dla 

modyfikacji CS za pomocą CIP - skuteczny efekt przeciwbakteryjny odnotowano zarówno 

w stosunku do bakterii Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich. Fakt ten jest wart 

odnotowania, ponieważ CIP jest znany jako antybiotyk o dobrej aktywności wobec 

większości bakterii Gram-ujemnych, ale jego działanie wobec szczepów bakterii Gram-

dodatnich może być umiarkowane lub słabe(251) (Davis i in., 1996). 
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Modyfikacje chitozanu kwasem octowym skutkowały z kolei słabszym działaniem 

przeciwdrobnoustrojowym, mimo że kwas octowy znany jest z szerokiego działania 

przeciwbakteryjnego. Substancja ta jest powszechnie stosowana w medycynie od ponad 

6000 lat do dezynfekcji ran, a zwłaszcza jako środek antyseptyczny w leczeniu i profilaktyce 

dżumy. Spektrum mikrobiologiczne kwasu octowego jest szerokie, nawet przy niskim 

stężeniu 3% (252,253)(Pangprasit et al., 2020; Ryssel et al., 2009).  

Modyfikując CS kwasem octowym i dodatkową substancją czynną istnieje 

możliwość uzyskania materiałów o wysokiej skuteczności biobójczej. Ostatnio 

zsyntetyzowano pochodne chitozanu z kwasem octowym i grupami guanidynowymi I 

scharakteryzowano je za pomocą 13C NMR, spektroskopii FT-IR, termograwimetrii 

i  analizy elementarnej. Zarówno octan N-guanidyniowy CS, jak i chlorek N-guanidyniowy 

CS wykazywały wysoką aktywność przeciwdrobnoustrojową w porównaniu z czystym CS 

(254)(Salama i in., 2020). Ponadto, liofilizowany octan CS z wbudowanymi 

nanocząsteczkami srebra skutecznie kontrolował wzrost bakterii (255)(Huang et al., 2011). 

Dane te sugerują, że synergiczne połączenie octanu chitozanu i innych środków 

przeciwdrobnoustrojowych prowadzi do poprawy skuteczności przeciwbakteryjnej CS.  

Efekt ten został również potwierdzony w moich badaniach. Najlepszy efekt 

przeciwbakteryjny uzyskano poprzez modyfikację CS za pomocą CIP i kwasu octowego. 

Modyfikacje te prowadziły do silnego synergistycznego działania zarówno przeciwko 

bakteriom Gram-ujemnym, jak i Gram-dodatnim. 

Wyniki sugerują, że przygotowany materiał antybakteryjny o właściwościach 

dostarczania leków może być odpowiednim kandydatem do wielu zastosowań medycznych 

i higienicznych. 
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V. Wnioski  
 

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy badania nad wytwarzaniem i modyfikacją 

struktur wykonanych z chitozanu pozwalają na sformułowanie następujących wniosków 

końcowych: 

 

1. Badania porównawcze degradacji chitozanu w różnych roztworach kwasów 

organicznych z wykorzystaniem kwasu mlekowego, octowego, jabłkowego 

i mrówkowego pozwoliły wskazać, który z tych kwasów ma najmniejszy wpływ na 

degradację chitozanu. Obliczone na podstawie oznaczonych wartości zredukowanej 

lepkości istotnej dla próbek chitozanu degradowanych w roztworach wytypowanych 

kwasów, potwierdzają występowanie degradacji w czasie ich przetrzymywania 

w  temperaturze 20 °C. Najwyższy spadek zredukowanej lepkości istotnej roztworu 

chitozanu w czasie obserwuje się dla kwasu jabłkowego, w pozostałych 

zastosowanych roztworach kwasów ten spadek jest znacznie powolniejszy. Do 

sporządzania roztworów chitozanu przeznaczonych do długotrwałego 

przechowywania rekomendowane są roztwory uszeregowane w kolejności 

stabilności lepkości istotnej: kwas octowy, kwas mrówkowy i kwas mlekowy. 

2. Na podstawie analizy produktu degradacji chitozanu w wytypowanych kwasach 

organicznych metodą chromatografii GPC/SEC, można je uszeregować według ich 

zdolności do degradacji makrocząsteczek chitozanu od naj najmniejszej do 

największej: kwas octowy→kwas mrówkowy→kwas mlekowy→kwas jabłkowy. 

3. Analiza kinetyki degradacji chitozanu w roztworach kwasów organicznych wpisuje 

się z model opisujący kinetykę pierwszego rzędu. Wartości stałej szybkości 

degradacji pierwszego rzędu dla badanych kwasów organicznych przedstawia się 

następująco dla analizy Mv: kkwas octowy=5,26 x 10-7 , kkwas mrówkowy =6,09·x 10-7, kkwas 

mlekowy =6,46·x 10-7, Kkwas jabłkowy = 18,87 x·10-7, dla analizy Mw: kkwas octowy=5,68 x 

10-7 , kkwas mrówkowy = 6,76 x 10-7 , kkwas mlekowy =14,55 x 10-7 ; Kkwas jabłkowy = 14,86 x 

10-7;dla analizy Mn: kkwas octowy=12,33 x 10-7 , kkwas mrówkowy = 14,80 x 10-7, kkwas mlekowy 

= 28,25 x 10-7 , Kkwas jabłkowy = 31,01 x·10-7  
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4. Na podstawie analizy widm 1H NMR próbek chitozanu poddanych procesowi 

degradacji wyznaczono dla każdej z nich wartości stopinia deacetylacji (DDA). 

Wyznaczone wartości wskazują, że DDA nie ulega zmianom w sposób znaczący 

w czasie procesu degradacji. Ponadto brak pojawienia się nowych sygnałów np. 

protonów grupy aldehydowej na widmach 1H NMR potwierdza, że reakcja 

degradacji w roztworach kwasów organicznych następuje jedynie poprzez zerwanie 

wiązań β-1,4-glikozydowych.  

5. Zaproponowana metoda modyfikacji na drodze obróbki nasyconymi parami kwasów 

organicznych oraz roztworami kwasów organicznych w alkoholu etylowym, 

pozwoliła na wytworzenie nowych pochodnych chitozanowych, niemożliwych do 

uzyskania konwencjonalnymi metodami z uwagi na rozpuszczalność chitozanu 

w kwasowym środowisku. Zastosowane przedstawionego w pracy sposobu 

modyfikacji pozwala uzyskać nowy, innowacyjny materiał, który może być 

poddawany dalszym modyfikacjom. 

6. Analiza włóknin chitozanowych poddanych obróbce nasyconymi parami 

wytypowanych kwasów organicznych oraz ich roztworami w alkoholu etylowym 

z  zastosowaniem spektroskopii FTIR ATR potwierdziła tworzenie w warstwach 

powierzchniowych włókien elementarnych nowych pochodnych – soli chitozanu. 

7. Zaproponowana w niniejszej pracy procedura modyfikacji form chitozanowych 

alkalicznym roztworem ciprofloksacyny prowadzi do uzyskania aktywnego 

biologicznie adduktu względem bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych 

8. Badania NMR ciała stałego 13C CP/MAS oraz 19F MAS NMR dla adduktu 

ciprofloksacyny do chitozanu, potwierdziły obecność ciprfloksacyny na powierzchni 

folii chitozanowych. Ponadto analiza widm 19F MAS NMR wskazuje, że 

ciprofloksacyna została przekształcona na powierzchni folii chitozanowych z formy 

krystalicznej w amorficzną, co poprawia jej biodostępność oraz zakres aktywności 

mikrobiologicznej. Badania spektroskopii FTIR ATR potwierdziły również 

obecności ciprofloksacyny na wytworzonych foliach   

9. Badanie AFM adduktu ciprofloksacyny do chitozanu w postaci folii potwierdziło jej 

przyłączenie do powierzchni folii. Wartość chropowatości powierzchni dla 

modyfikowanych folii ciprofloksacyną i poddanych obróbce nasyconymi parami 
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kwasu octowego skutkuje efektem jej wygładzenia, poprzez dyfuzję ciprofloksacyny 

na powierzchni folii chitozanowej.  

10. Badania mikrobiologiczne przeprowadzone zarówno dla włóknin jaki folii 

chitozanowych pozwoliły potwierdzić modyfikacje zastosowanymi kwasami oraz ich 

skuteczność względem bakterii. Efekty skutecznej biobójczości uzyskano dla folii 

chitozanowych modyfikowanych kwasem octowym oraz chlorowodorowym.  

11. Badanie procesu hemolizy w obecności modyfikowanych form chitozanu 

wytypowanymi kwasami pozwoliło określić cytotoksyczność materiałów 

modyfikowanych parami różnych kwasów jak i w roztworze etanolu.  

12. Cytotoksyczność wytworzonych form soli chitozanowych wytypowanych kwasów 

organicznych zmniejsza się znacząco poprzez zastosowanie procesu usuwania 

nadmiaru zaadsorbowanego kwasu organicznego procesem ługowania 

modyfikowanych włóknin czystym alkoholem etylowym.  

13. Modyfikacja wytworzonych form chitozanowych poprzez obróbkę z zastosowaniem 

alkalicznego roztworu ciprofloksacyny oraz następczą modyfikację nasyconą parą 

kwasu octowego zwiększa ich zdolności biobójcze w wyniku synergistycznego 

działania soli chitozanu oraz adduktu ciproflaksyny do chitozanu. 
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Spis tabel  
 

Tabela 1. Parametry zgrzeblenia.  

Tabela. 2 Charakterystyka chitozanu użytego do modyfikacji wraz z metodą modyfikacji. 

Czas odparowania wynosił 120 min 

Tabela 3. Wyniki pomiarów lepkości wewnętrznej soli chitozanu poddanej procesowi 

degradacji oraz wartości średniej wiskozymetrycznej masy molowej. 

Tabela 4. Wartość współczynnika kątowego uzyskanego z liniowej zależności zmian Mv 

od czasu degradacji 

Tabela 5. Wartości parametrów molekularnych wyznaczonych techniką GPC/SEC. 

Tabela 6. Wartość współczynnika kątowego uzyskanego z liniowej zależności zmian Mw w 

czasie degradacji 

Tabela 7. Wartość współczynnika kątowego uzyskanego z liniowej zależności zmian Mn od 

czasu degradacji 

Tabela 8. Dane kinetyki degradacji opracowane na podstawie zmian wartości Mv 

chitozanu rozpuszczonego w odpowiednich kwasach organicznych 

Tabela 9. Dane kinetyki degradacji opracowane na podstawie wartości zmian wartości Mn 

chitozanu rozpuszczonego w odpowiednich kwasach organicznych 

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

wartości Mn 

Tabela 10. Dane kinetyki degradacji opracowane na podstawie wartości Mw. 

Tabela 11. Stopień deacetylacji chitozanu obliczony na podstawie widm 1H NMR po 

degradacji w rozcieńczonych kwasach organicznych (5%), temperatura 20 °C, stężenie 

polimeru 3%. 

Tabela 12. Objętość retencji kwasu modyfikowanych włóknin chitozanowych 

modyfikowanych w atmosferze nasyconej pary kwasu HCL i CH3COOH  

Tabela 13. Objętość retencji modyfikowanych włóknin chitozanowych po obróbce w 

roztworach kwasu octowego w etanolu - procedura bez płukania 

Tabela 14. Objętość retencji modyfikowanych włóknin chitozanowych po obróbce w 

roztworach kwasu octowego i etanolu - procedura z płukaniem. 

Tabela 15. Opisy symboli opisujące próbki na testowanych płytkach Petriego 
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Tabela 16. Wpływ modyfikacji włóknin chitozanu roztworem kwasu octowego w etanolu 

bez płukania końcowego na wzrost drobnoustrojów S. aureus i E. coli 

Tabela 17. Wpływ modyfikacji włóknin chitozanu modyfikowanych nasyconymi parami 

różnych kwasów bez płukania końcowego na wzrost drobnoustrojów S. aureus i E. coli 

Tabela 18. Toksyczność dla ludzkich krwinek czerwonych mierzona jako % hemolizy 

włóknin modyfikowanych przy użyciu roztworu kwasu octowego w etanolu - procedury bez 

płukania i z płukaniem 

Tabela 19. Toksyczność dla ludzkich czerwonych krwinek mierzona jako % hemolizy w 

włókninach modyfikowanych oparami różnych kwasów (otrzymywanie zmodyfikowanych 

materiałów w warunkach gazowania). 

Tabela 20. Stopień podstawienia dla soli chitozanu, obliczony na podstawie widm 1H-NMR 

i analizy miareczkowej 

Tabela 21. Wyniki pomiaru narastania kolonii bakterii E.	coli	i	S.	aureus	na powierzchni 

krążków chitozanowych analizy mikrobiologicznej adduktu CIP	
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Spis rysunków  
 

Rysunek 1. Podział weglowodanów (4,5) 

Rysunek 2. Podział polisacharydów przestawiający kryteria budowy i funkcje w 

organizmach (11) 

Rysunek 3. Podział biopolimerów na podstawie podjednostek meru (16). 

Rysunek 4. Zwartości procentowa chityny u skorupiaków (27)  

Rysunek 5. Zwartości procentowa chityny u mięczaków (27) 

Rysunek 6. Zwartości procentowa chityny w grzybach(27) 

Rysunek 7. Zwartości procentowa chityny u owadów(27) 

Rysunek 8. Schemat łańcucha chityny (49)  

Rysunek 9. Formy alf beta gama chityny (53)  

Rysunek 10 Proces przetwarzania chityny (86) 

Rysunek 11. Schemat konwersji chityny do chitozanu (87) 

Rysunek 12. Schemt mechanizmu działania chitozanu na bakterie Gram-dodatnie oraz 

Gram-ujemnie (110)  

Rysunek 13. Zmiany Mv chitozanu po czasie degradacji 

Rysunek 14. Rozkład masy molowej chitozanu degradowanej w kwasie jabłkowym  

Rysunek 15. Rozkład masy molowej chitozanu degradowanym w kwasie octowym. 

Rysunek 16. Rozkład masy molowej chitozanu degradowanym w kwasie mrówkowym. 

Rysunek 17. Rozkład masy molowej chitozanu degradowanym w kwasie mlekowym. 

Rysunek 18. Zmiany wartości Mw chitozanu po czasie degradacji. 

Rysunek 19. Zmiany wartości Mn chitozanu po czasie degradacji 

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

wartości Mv 

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

wartości Mn 

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

wartości Mw 

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

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

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

Rysunek 25. Schemat badań wzrostu bakterii Gram-dodatnich i Gram ujemnych w pożywce 

(MHA) na włókninach chitozanu 

Rysunek 26. Schemat badań wzrostu grzybów w pożywce (SDA) na włókninach chitozanu 

Rysunek 27. Przykładowe widma FTIR ATR dla włókniny chitozanowej poddanej działaniu 

roztworu kwasu octowego w etanolu poddanych procesowi płukania czystym etanolem jak i 

bez płukania końcowego 

Rysunek 28 Przykładowe widma FTIR ATR dla włókniny poddanej działaniu nasyconych 

par kwasów: octowego (A), chlorowodorowego (B) i masłowego (C) 

Rysunek 29 Przykładowe widma FTIR ATR dla włókniny poddanej działaniu nasyconych 

par kwasów: walerianowego (D), propionowego (E) i mrówkowego  (F) 

Rysunek 30. Widmo 1H-NMR soli chitozanu i kwasu chlorowodorowego (chlorowodorku 

chitozanu) 

Rysunek 31. Widmo 1H-NMR soli chitozanu i kwasu octowego (octanu chitozanu) 

Rysunek 32. Widma FTIR-ATR folii chitozanowych modyfikowanych adduktami 

fizycznymi CS-CIP i dodatkowo poddanych obróbce nasyconą parą kwasu octowego. a) CIP, 

b) nałożone widma niezmodyfikowanego CS (CS2) i adduktu fizycznego CS-CIP (CS10) 

Rysunek 33. Widma FTIR-ATR folii chitozanowych modyfikowanych adduktami 

fizycznymi CS-CIP i dodatkowo traktowanych parami kwasu octowego. c) nałożone widma 

CS10 i CS10 dodatkowo poddanych obróbce nasyconą parą kwasu octowego, d) nałożone 

widma CS (niezmodyfikowanego) i CS10 dodatkowo poddanych obróbce nasyconą parą 

kwasu octowego (CS2GC). 

Rysunek 34. Widma 100 MHz 13C CP/MAS NMR dla a) czystego krystalicznego CIP, b) 

CS, c) fizycznej mieszaniny CIP i CS w stosunku molowym 1:1. Wszystkie widma 

zarejestrowano przy szybkości wirowania 8 kHz w temperaturze otoczenia. 

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 

szybkości wirowania 20 kHz w temperaturze otoczenia. Widmo b) zarejestrowano przy 

częstotliwości wirowania 24 kHz w temperaturze otoczenia. W obu przypadkach uzyskano 

osiem skanów. 
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Rysunek 36. a) Widmo 13C CP/MAS NMR CS 100 impregnowanego CIP zarejestrowane z 

szybkością wirowania 8 kHz. b) Widmo 13C CP/MAS NMR CS 30 impregnowanego CIP 

zarejestrowane z szybkością wirowania 8 kHz. c) Widmo 19F MAS NMR CS 100 

impregnowanego CIP zarejestrowane z szybkością wirowania 20 kHz. b) Widmo 19F MAS 

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

Rysunek 37. Obrazy AFM powierzchni folii chitozanu (A), adduktu ciprofloksacyny 

do folii chitozanu (B) i poddanej następczo obróbce nasyconą para kwasu octowego CS-CIP-

AC(C). 

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

następnie działaniu oparów kwasu octowego (c).   

Analiza obrazu SEM badanych próbek potwierdza obecność CIP na powierzchni folii 

fizycznych adduktów CS-CIP (rysunek 38b) oraz fizycznych adduktów CS-CIP i dodatkowo  

Rysunek 39. Zależność zubożenia roztworu CIP (C0=15x10-4M) podczas adhezji do 

powierzchni krążka chitozanowego (CS2, m = 0,15g) w funkcji czasu (test przeprowadzono 

w temperaturze 25°C). 

Rysunek 40. Efekt biobójczy dla poszczególnych szczepów bakterii i grzybów. 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 - 

wyraźnie widoczna strefa inhibicji. 
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