WTMIWT

Wydziat Technologii
Materiatowych
i Wzornictwa Tekstyliow

Politechnika todzka
Wydziat Technologii Materiatowych i Wzornictwa Tekstyliow

Instytut Widkiennictwa

Rozprawa doktorska

Badania nad wykorzystaniem innowacyjnych estrowych pochodnych chityny do

otrzymywania materiatdw o potencjalnym zastosowaniu w medycynie

mgr inz. Anna Bednarowicz

Promotor: dr hab. inz.. Grzegorz Szparaga

Promotor pomocniczy: dr inz.. Ewelina Pabjanczyk- Wlazito

todz 2024






Pragne wyrazi¢ serdeczne podziekowania mojemu Promotorowi, Panu dr hab.
inz. Grzegorzowi Szparadze, za nieocenione wsparcie oraz cenne wskazowki,
ktére byty nieodtgczng czesScig mojej pracy naukowey.

Dziekuje rowniez mojej Promotor Pomocniczej, Pani dr inz. Ewelinie Pabjanczyk-
Wilazto, za zaangazowanie, zyczliwoSc oraz konstruktywng krytyke, ktore
zZnaczgco przyczynity sie do powstania tej pracy.

Wyrazy wdzigecznosci kieruje do mojej rodziny, ktorej mitoSc, wsparcie i
zrozumienie byty dla mnie nieocenione przez caty okres pracy nad tg praca.
Chciatbym rowniez podziekowac¢ moim kolezankom i kolegom z tukasiewicz —
todzkiego Instytutu Technologicznego za wsparcie, wspolne dyskusje oraz
inspiracje, ktéra motywowata mnie do dalszych badan.

Na koniec, szczegolne podziekowania kieruje do Niny Tarzyriskiej, za nieustajgcg
motywacje, ogromne poktady cierpliwosc i wsparcie w trudnych chwilach.
Dziekuje za wiare w moje mozliwosci i pomoc, ktora wielokrotnie pozwolita mi
przezwyciezy¢ wszelkie trudnoSci.

Dziekuje wszystkim, ktorzy przyczynili sie do realizacji tej pracy — bez Waszego

wsparcia nie bytoby to mozliwe.






Spis tresci

WYKAZ SKROTOW......oouiiieieeee ettt e 7
STRESZCZENIE. ... et e e e e e e e e e eeaa e e aeees 9
AB ST R A C T et e et e e et e e e e e e e e eeaans 11
1. WV S, e 13
1.1 PoliSAChArydy ........cccooiiiiiiiie e 13

1.2. O 01117/ - USRS 16

1.3, ZrOAta ChItYNY ..ot 16

1.4. EKstrakcja ChitynNy........ooovuuiiiii e 21

1.5. Struktura ChityNy........coooii i 23

1.6. WHGSCIWOSCI. ... 26

1.7. Modyfikacje CRILYNY ......coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 27

1.8. Zastosowania chityny i jej pochodnych ............ccccooeii, 36

2. Cel 1 NIPOEZA ...ccceeiiiiiiiiiiiiiei e 41
3. Materiaty i Metody........oooiiiiiii 43
3.1. MAEEIIAHY ... 43

3.2. Synteza butyrylo-bursztyno chityny (BSC) ..........ccccceuiiiiiiiiiiiiiinnnnes 43

3.3. Badania nad potencjatem aplikacyjnym butyrylo-burszyno chityny . 45
3.4. Metody badan ... 47
4. WYNIKi Dadan .........ooouuiiii s 57

4.1. Synteza kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny z uzyciem kwasu

NAACRIOTOWEQO ... e 57

4.2. Synteza kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny z uzyciem jako

katalizatora kwasu metanosulfonowego- wariant I..............ccccoeeeieeein. 59

4.3. Synteza butyrylo-bursztyno chityny z uzyciem jako katalizatora kwasu

metanosulfonowego- Wariant 1l..........ccooooiiiiiiiiiiii e 66

4.4, Ocena WIaSCIWOSCH TOli..c..eenee e 79



4.5. Analiza wtasciwosci reologicznych roztworow kopolimerow butyrylo-

PUrSztyno Chityny ..o 83
4.6. Ocena wiasciwoséci widkien formowanych z roztworu na mokro...... 88

4.7. Ocena  wiasciwosci mikrowtokien  wytworzonych metodg

elektroprzedzenia- analiza skaningowym mikroskopem elektronowym ....... 96

4.8. Ocena wiasciwoséci wytworzonych materiatéw porowatych ........... 106

5. POASUMOWENIE. ... 117
BIBLIOGRAFIA ..ot e e eeaans 121
SPIS RYSUNKOW ..ottt ettt en et 141



WYKAZ SKROTOW

'H NMR- spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego

BAC- butyrylo- acetylo chityna

BSC 90/10; 80/20; 70/30; 60/40- produkt syntezy z uzyciem Kkwasu
metanosulfonowego jako katalizatora, zawierajgcy grupy bezwodnika kwasu
mastowego i bursztynowego w stosunku odpowiednio: 90/10; 80/20; 70/30; 60/40
BSC- butyrylo- bursztyno chityna

DBC- dibutyrylochityna

DMAC- N,N-dimetyloacetamid

DMF- N,N-dimetyloformamid

DMSO- dimetylosulfotlenek

EtOH- alkohol etylowy

FTIR- spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera

SEM- skaningowa mikroskopia elektronowa

Synteza 1/2/3/4- produkt syntezy z uzyciem kwasu nadchlorowego jako
katalizatora, zawierajgcy grupy bezwodnika kwasu mastowego i bursztynowego w
stosunku 95/5; 85/15; 75/25; 65/35

Synteza la/2a/3a/4a- produkt syntezy z uzyciem kwasu metanosulfonowego jako
katalizatora, zawierajgcy grupy bezwodnika kwasu mastowego i bursztynowego w
stosunku 95/5; 85/15; 75/25; 65/35

Synteza la/2b/3b/4b- produkt syntezy z uzyciem kwasu metanosulfonowego jako
katalizatora, zawierajgcy grupy bezwodnika kwasu mastowego i bursztynowego w
stosunku 90/10; 80/20; 70/30; 60/40

TGA- analiza termograwimetryczna






STRESZCZENIE

Chityna jest drugim po celulozie najczesciej wystepujgcym polisacharydem
w przyrodzie. Posiada ona unikalne wtasciwosci takie jak biokompatybilnosc,
biodegradowalnos$¢, aktywnos¢ hemostatyczna, antybakteryjnosé czy zdolno$¢ do
promowania regeneracji tkanek. Dzieki tym cechom chityna stanowitaby doskonaty
materiat do zastosowan medycznych, jednak kluczowym wyzwaniem w jej
przypadku pozostaje ograniczona rozpuszczalnosc¢. Nie rozpuszcza sie ona w
wodzie, ani konwencjonalnych rozpuszczalnikach organicznych, co sprawia, ze
nadal poszukuje sie metod jej modyfikacji, w celu wytworzenia rozpuszczalnych
pochodnych. Dodatkowo mozliwos¢ szerszego wykorzystywania chityny bytaby
niezwykle korzystna z punktu widzenia zréwnowazonego rozwoju. Przyczynitaby
sie ona do redukcji odpadoéw powstajgcych w przemysle spozywczym, co wpisuje
sie rowniez w aktualng koncepcje gospodarki o obiegu zamknietym. Nowe
pochodne chityny mogg by¢ projektowane do wybranych wymagan aplikacyjnych,
w celu maksymalizacji ich korzystnych wtasciwosci.

Celem pracy byto opracowanie metody syntezy nowej pochodnej chityny-
butyrylo- bursztyno chityny poprzez reakcje estryfikacji grup hydroksylowych
chityny z wykorzystaniem bezwodnikéw kwasu mastowego i bursztynowego oraz
ocena jej mozliwosci aplikacyjnych. Pierwszym etapem prowadzonych prac byto
opracowanie metody syntezy, ktére obejmowato dobdr katalizatora, stosunku
stosowanych substratow oraz warunkéw reakcji pozwalajgcych na otrzymanie
polimeru o potencjalnym zastosowaniu do celéw medycznych. Sprawdzone
zostaty mozliwosci zastosowania kwasu nadchlorowego oraz metanosulfonowego
jako katalizatorow reakcji estryfikaciji.

Drugim etapem pracy bylo potwierdzenie budowy chemicznej, stopnia
podstawienia oraz analiza charakterystyki otrzymanych kopoliestrow. Budowe
potwierdzono wykorzystujgc technike FTIR ATR oraz *H NMR. Przeprowadzono
rowniez pomiar lepkosci dynamicznej pozornej roztwordw butyrylo-bursztyno
chityny oraz analize termograwimetryczng.

Nastepnie oceniono mozliwosci aplikacyjne otrzymanych polimerow
poprzez wytworzenie materiatbw porowatych metodg salt-leaching, widkien

metodg formowania z roztworu na mokro oraz elektroprzedzenia.



W cyklu badan wykazano, ze kwas metanosulfonowym jest
skuteczniejszym katalizatorem reakcji estryfikacji butyrylo-bursztyno chityny.
Analiza reologiczna potwierdzita nienewtonowski charakter roztwordow
polimerowych z BSC oraz pozwolita na wyselekcjonowanie odpowiedniego
rozpuszczalnika dla wytworzonego polimeru. Wykazano rowniez, ze wytworzone
z kopoliestru wtdkna nie posiadajg witasciwosci mechanicznych pozwalajgcych na
przetwarzanie ich konwencjonalnymi metodami wtdkienniczymi. Udowodniona
zostata mozliwos¢ wytwarzania mikrowtokien metodg elektroprzedzenia oraz
materiatbw porowatych z butyrylo-bursztyno chityny o kontrolowanych
wiasciwosciach hydrofilowych lub hydrofobowych i chtonnosci w zaleznosci od
zawartosci grup pochodzacy od bezwodnikéw kwasu mastowego i bursztynowego.

Przeprowadzone badania pozwolity na opracowanie metody syntezy
nowego kopoliestru chityny — butyrylo-bursztyno chityny oraz opracowanie na jej

bazie materiatdw, ktdre mogtyby zalez¢ zastosowanie w medycynie.
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ABSTRACT

Chitin is the second most abundant polysaccharide present in nature after
cellulose. It possesses unique properties such as biocompatibility,
biodegradability, haemostatic activity, antibacterial activity, and the ability to
promote tissue regeneration. These characteristics would make chitin an excellent
material for medical applications, but its key challenge remains its limited solubility.
It does not dissolve in water or conventional organic solvents, so modification
methods are still being sought to produce soluble derivatives. In addition, the
possibility of broader use of chitin would be highly beneficial from an environmental
sustainability point of view. It would contribute to reducing waste generated by the
food industry, which also fits in with the current circular economy concept. New
chitin derivatives can be designed to select application requirements to maximise
their beneficial properties.

This study aimed to develop a method for the synthesis of a new chitin
derivative, butyryl-succinyl chitin, through the esterification reaction of chitin
hydroxyl groups using butyric and succinic acid anhydrides and to evaluate its
potential for application. The first stage of the work was developing the synthesis
method, which included the selection of the catalyst, the ratio of substrates used
and the reaction conditions allowing the preparation of a polymer with potential
application for medical purposes. The possibility of using perchloric acid and
methanesulfonic acid as catalysts for the esterification reaction was examined.
The second stage of the work was to confirm the change in chemical structure and
degree of substitution and analyse the characteristics of the copolyesters obtained.
The structure was confirmed using FTIR ATR and 'H NMR techniques.
Measurement of the dynamic apparent viscosity of butyric-succinic chitin solutions
and thermogravimetric analysis were also carried out.

Subsequently, the applicability of the obtained polymers was evaluated by
producing porous materials by salt-leaching, fibres by wet spinning method and
electrospinning.

The study series showed that methanesulfonic acid was a more effective
catalyst for the esterification reaction of butyric-succinic chitin. Rheological
analysis confirmed the non-Newtonian nature of the polymer solutions made from

BSC and allowed the selection of a suitable solvent for the polymer produced. The

11



fibres produced from the copolyester were found not to have the mechanical
properties necessary to be processed by conventional textile methods. The
possibility of producing microfibres by electrospinning and porous materials from
butyric-succinic chitin with controlled hydrophilic or hydrophobic properties and
absorbency depending on the content of groups derived from butyric acid and
succinic acid anhydrides was proved.

The research allowed the development of a method for synthesising a new
chitin copolyester, butyryl succinyl chitin, and the development of materials based

on it that could find application in the medical sector.
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1. Wstep

1.1. Polisacharydy

Polisacharydy to grupa weglowodanéw ztozonych z cukréw prostych
poftgczonych wigzaniami glikozydowymi. Liczba jednostek monosacharydowych
w ich strukturze waha sie od okoto 35 (cho¢ zwykle wynosi co najmniej 100) do
okoto 60 000 [1]. lch struktura moze byc¢ liniowa lub rozgateziona (Rys. 1).
Polisacharydem o strukturze liniowe] jest celuloza czy chitozan, natomiast

o strukturze rozgatezionej skrobia czy glikogen.

Rys. 1 Fragmenty czgsteczek polisacharydéw przedstawiajgce rozne rodzaje rozgatezien

[1]

Polisacharydy wystepujg we wszystkich organizmach roslinnych

i zwierzecych oraz w wielu mikroorganizmach i grzybach. W roslinach wystepujg
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jako sktadniki scian komoérkowych [2] oraz petnig role magazynow energii [3].
W organizmach zwierzecych natomiast dzielg sie na dwie kategorie: chityne oraz
glikozaminoglikany, ktére obejmujg kwas hailuronowy, heparyne, siarczan
heparanu czy siarczan chondroityny [4]. W mikroorganizmach i grzybach
polisacharydy stuzg one jako materiaty strukturalne, np. w Scianach komérkowych
oraz ochronne, np. otoczki bakterii [5]. Do najczesciej wystepujacych
polisacharydéw w tych organizmach nalezg chityna, glikany, agar oraz alginian.

Ze wzgledu na duzg roéznorodnos¢ struktur istnieje wiele klasyfikacji
polisacharydow. Wystepujg one we wszystkich organizmach roslinnych
i zwierzecych oraz w wielu mikroorganizmach i grzybach. W roslinach wystepujg
jako sktadniki scian komorkowych [2] oraz petnig role magazyndéw energii [3].
W organizmach zwierzecych natomiast dzielg sie na dwie kategorie: chityne oraz
glikozaminoglikany, ktore obejmujg kwas hailuronowy, heparyne, siarczan
heparanu czy siarczan chondroityny [4]. W mikroorganizmach i grzybach
polisacharydy stuzg one jako materiaty strukturalne, np. w scianach komérkowych
oraz ochronne, np. otoczki bakterii [5]. Do najczesciej wystepujgcych
polisacharydow w tych organizmach nalezg chityna, glikany, agar oraz alginian.
Ze wzgledu na duzg roznorodnos¢ struktur istnieje wiele klasyfikaciji
polisacharydow:

e rodzaj rozgatezien: (a) liniowe; (b) liniowe z krotkimi rozgatezieniami (i)
regularnie rozmieszczonymi lub (ii) nieregularnie rozmieszczonymi; (c)
rozgatezione z rozgatezieniami w skupiskach; (d) silnie rozgatezione,

e rodzaj jednostek monomeru: (a) jeden (homoglikan); (b) dwa
(diheteroglikan); (c) trzy (triheteroglikan); (d) cztery (tetraheteroglikan); (e)
pie¢ (pentaheteroglikan),

e tadunek: (a) obojetny; (b) anionowy; (c) kationowy,

e pochodzenie: (a) rosliny; (b) algi; (c) zwierzeta; (d) mikroorganizmy.
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W tabeli 1 przedstawiono przyktady polisacharydéw scharakteryzowanych

pod wzgledem rodzaju rozgatezienia, rodzaju jednostek monomeru i tadunku.

Tabela 1 Klasyfikacja polisacharydow [1]

Rodzaj rozga%eglenla t adunek Rodzaj jednostek Przykiad
czgsteczKi monomeru
Celuloza,
Obojetny Homoglikan laminarany,
amylozy, inuliny
Obojetny Diheteroglikan Konjac, agaroza
Liniowe Anionowy Homoglikan Pektyny
. . . Alginiany,
Anionowy Diheteroglikan karageniany
Anionowy Triheteroglikan Guma gellan
Kationowy Homoglikan Chitozan
Liniowe z krétkimi Obojetne Homoglikan B-Gluléa'ny z
rozgatezieniami grzybow
regularnie Oboi . . Guma guar,
rozmieszczonymi ojetne Diheteroglikan ,mz.qczk_a ’chl_eba
Swietojanskiego
Liniowe z krétkimi Obojetne Homoglikan Mannan drozdzowy
rozgatezieniami
nieregularnie Anionowe Triheteroglikan Guma ksantanowa
rozmieszczonymi
Rozgatezione z
rozgatezieniami w Obojetne Homoglikan Amylopektyny
skupiskach
Anionowe | Tetraheteroglikan Guma karaya,
guma z okry
Silnie rozgatezione Guma arabska,
Anionowe | Pentaheteroglikan guma z nasion
psyllium

Polisacharydy znajdujg szerokie zastosowanie w medycynie i farmaceutyce
z nastepujgcych powodow:
e polisacharydy wystepujg powszechnie w organizmach zywych, a metody
ich ekstrakcji sg dobrze scharakteryzowane [6],
e sg biodegradowalne i biokompatybilne [7],
e ryzyko odpowiedzi immunologicznej zwigzanej z ich uzyciem jest znikome
[8l,
e mogg byc¢ funkcjonalizowane [9],
e dostepnos¢ grup funkcyjnych umozliwia kompleksowanie z innymi
czgsteczkami biologicznymi [10].
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1.2. Chityna

Chityna jest to polimer pochodzenia naturalnego, o ktérym pierwsze
wzmianki pojawity sie juz pod koniec XVIII wieku. Pierwszg ekstrakcje chityny
przypisuje sie Charlesowi Hatchettowi, ktérg przeprowadzit na skorupach
mieczakow z uzyciem kwasow mineralnych w roku 1799, opisat on jednak tylko
wiasciwosci materiatu nie nadajgc mu nazwy [11]. W 1811 roku chemik Henri
Braconnot zidentyfikowat chityne w $cianach komérkowych grzybow i nadat jej
nazwe fungine [12]. Jednak jej obecna nazwa wywodzi sie od francuskiego stowa
chitine, ktérego pierwszy raz uzyt francuski chemik August Odier w roku 1821,
w swojej publikacji pod tytutem Mémoire sur la composition chimique des parties
cornées des insectes (Raport na temat sktadu chemicznego rogowych czesci
owadow), w ktorej opisat ekstrakcje ,zrogowaciatej” substancji z elytry (pierwsza
para skrzydet u owadow, ktérej zadaniem jest ochrona drugiej delikatniejszej pary
stuzgcej do latania) chrabgszcza majowego (Melolontha melolontha)

z wykorzystaniem wodorotlenku potasu [13].
1.3. Zrédta chityny

Chityna jest drugim co do iloéci wystepowania po celulozie liniowym
polisacharydem sktadajgcym sie z poli 3(1-4) N-acetylo-d-glukozaminy, ktéry jest
syntezowany przez wiele organizméw zywych.

Jest ona gtéwnym sktadnikiem egzoszkieletow stawonogéw, wystepuje ona
rbwniez w wyscidtkach i Sciegnach bedgcych elementami ich ukfadu
pokarmowego, oddechowego i wydalniczego [14,15]. Chityna stanowi rowniez
istotny sktadnik sciany komérkowej grzybow [16,17], a jako jedno z nowo odkrytych
zrédet chityny wymienia sie guano nietoperzy [18]. Na rysunku 2 przedstawiono

gtéwne Zrodta wystepowania chityny.
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Rys. 2 Zrédta chityny

Chityna, kluczowy skfadnik szkieletu zewnetrznego owaddéw i macierzy
ochronnej w ich ukladzie pokarmowym, jest syntetyzowana przez enzymy
w komorkach nabtonka [19]. Badania mikroskopii elektronowej wykazaty, ze
syntaza chityny, enzym odpowiedzialny za produkcje chityny, znajduje sie gtéwnie
na wierzchotkach mikrokosmkéw — drobnych wypustek na powierzchni komorek
[20]. U karaczana Periplaneta americana enzymy te zlokalizowano dzigki technice
immunohistochemii [21]. Podobne wyniki uzyskano w jelicie sSrodkowym owadow,
gdzie chityna tworzy ochronng macierz nazywang bfong perytroficzna.
W komérkach nabtonka jelita sSrodkowego larw Manduca sexta zaobserwowano,
ze syntaza chityny znajduje sie zaréwno na koncach mikrokosmkéw, jak i w matych
pecherzykach transportowych [22].

Egzoszkielet w przypadku skorupiakow petni kluczowg role w ochronie
przed drapieznikami i patogenami, oraz zapewnia wsparcie mechaniczne
i mobilnosciowe organizmu [23]. Materia, sktadajgca sie z czterech natozonych na
siebie warstw i zlozona z chityny zwigzanej z biatkami, jest wytwarzana przez
monowarstwe komorek naskorka, ktore wydzielajg rowniez niewielkie ilosci lipiddw
i karotenoidow. Wszystkie elementy egzoszkieletu posiadajg strukture nazywang

,Skrecong sklejkg”, ktéra sktada sie z utozonych w stosy ptaskich uktadow
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ztozonych z witokien chitynowo-biatkowych [24]. W wiekszosci czesci kutikuli
materiat organiczny jest potaczony z nieorganicznymi nanoczgsteczkami.
Czasteczki te sg utozone zgodnie z organizacjg witdkien chitynowo-biatkowych,
dzieki czemu kutikula stanowi materiat kompozytowy o wysokiej wszechstronnosci
funkcjonalnej. Proces linienia umozliwia wzrost organizméw poprzez zastgpienie
starego egzoszkieletu nowym, ktéry poczgtkowo pozostaje niezmineralizowany,
a nastepnie podlega stopniowemu twardnieniu i mineralizaciji.

Chityna wystepujgca w mieczakach ma rézng zawartos¢ w zaleznosci od
rodzaju organizmu. Wystepuje ona nie tylko w ciatach gtowonogoéw, muszlach, ale
réwniez masie pertowej, periostrakum czy radiuli slimakow [25]. Jej zawarto$¢
w organizmach potwierdza ich adaptacje do ekosystemow, poniewaz jest duza
w przypadku gatunkow ryjgcych, a bardzo niska u organizmow osiadtych. Podczas
gdy szkielety ggbek pospolitych sktadajg sie ze sponginy, to w przypadku gabek
szklanych sg one zbudowane z kompozytu krzemionkowo-organicznego. Jednak
zaréwno gabki pospolite (Verongula gigantea, Aplysina sp.), jak i szklane (Farrea
occa, Euplectella aspergillum) posiadajg chityne jako skfadniki swoich szkieletow.
Szczegodlnie czysta forma beta-chityny znajduje sie w monokrystalicznych kolcach
okrzemki morskiej [26]. Kolce te zwiekszajg powierzchnie komorki, a tym samym
jej opér, zmniejszajgc w ten sposob szybkos¢ toniecia.

Chityna w grzybach produkowana jest enzymy wystepujgce w Scianie
komorkowej. Petni ona gtownie funkcje ochronng i wspiera wytrzymatos¢ Sciany
komédrkowej i wystepuje w roznych czesciach grzyba- strzepkach, zarodniach oraz
owochikach. Petni ona szczegdlng role w trakcie podziatébw komdérkowych, gdzie
odpowiedzialna jest za tworzenie nowych struktur.

Zawartos¢ procentowa czystej chityny w biomasie, ktora jest
wykorzystywana do jej pozyskiwania, rézni sie w zaleznosci od zrodta jej
pochodzenia. Wptywa ono rowniez na zawarto$¢ procentowg azotu, weglanu
wapnia oraz biatka. Zawartosci poszczegolnych sktadnikow w chitynie
w zaleznosci od Zrodia jej pozyskiwania przedstawiono w ponizszej tabeli (Tabela
2).
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Tabela 2 Zalezno$¢ sktadu chityny od zrédta jej pozyskiwania [27]

) >
O c
g O~ % O —~ =
g E ) 88 | o _ g SE
3 S SE e S 5O i
< © Qo 20 o~ == S X
g © ik S8 | & g2 | §°
o 2 =
© ©
N N
Skorupiaki
Oskorek kraba 40-50 15-30
Portunus Pancerz 68.87 10.33 20.8
pelagicus &
Portunus Pancerz 65.5 1436 | 20.14
pelagicus @
Portunus Pancerz 66.58 1668 | 16.73
pelagicus
Grapsus 10
Kraby marmoratus
Portunus puber 10
Maja squinado 16
Oskorek 72.1
Cate cialo 64.2
Paralithodes Cate ciato 35
Oskorek krewetek 20-30 30-40
Metapenaeus Pancerz 45.66 3759 | 16.75
affinis
Penaeus aztecus Pancerz 48.97 29.5 21.53
penaeus Pancerz 42.26 34.02 23.72
duorarum
Krewetki Palaemon
- 22
fabricius
Penaeus Pancerz 5.74 10
monodon
Penaeus Pancerz 52.03 28.84 19.13
semisulcatus
L . Thenus orientalis Pancerz 61.81 16.93 21.26
Dziesiecionogi
Scyllarus arctus 25
Langusta Pallnur_us 32
vulgaris
Homar Homarus vulgaris 17
Astacoidea Pro‘é?;‘lz?r“s Pancerz 63.94 15.56 20.6
Astacoidea Astacus fluviatilis 36
Oskorek szczetek 20-25 20-30
Wasonogi Lepas anatifera 7
Rawka wieszczka Squilla mantis Wysuszony d orosty 24
0sobnik
Réwnonogi Oniscus asellus 4.7 6-7
Insekty
Pszczoty miodne Apis mellifera Egzoszkielet 5.56 2.5
Aiolopus 53
simulatrix W g ty
. : suszony doros
Konik polny Aiolopus y :
strepens osobnik 7.4
5.7

Duroniella fracta
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Duroniella

- . 6.5
laticornis
Oedipoda miniata 8.1
Oedipoda 8.9
caerulescens '
Pyrgomorpha 6.6
cognata )
Schlstocgrca Egzoszkielet 2.92 12.2
gregaria
Hermetia illucens | VySuszona 2,7-19,7 | 37.7-40.7 | 5.6-6.7
prepupa
Czarmamucha | Hermetia illucens | Wysuszona larwa 17.5 2.10
Hermetia illucens Cata larwa 6.4
Plesniakowiec Alphitobius Catly bezkregowiec 56
ISnigcy diaperinus ptaski '
Melolontha Wysuszony dorosty 6.72 13-14
Zuk melolontha osobnik '
Calosoma rugosa Egzoszkielet 5
Blattella 18.4
Karaczan Periplaneta Oskorek 54.8
Blatta lateralis Wyschniete nimfy 19.0 0.67
. Bombyx 44.2
Jedwabnik - -
Bombyx mori I. Oskorek 23-52 3662
Motylica Galleria 33.7
Trocinkowate Chllecomgdla Wyschniete larwy 15.5 111
moorei
Egzoszkielet
Zawiskowate Manduca sexta dorostego 60 20
osobnika
Biedronkowate Coleoptera 27-35
Odorek zieleniak Palomena Wysuszony _dorosly 10.8
prasina osobnik
Bielinkowate Pieris 2
Mucha domowa | Musca domestica Wysuszony _dorosly 19,7 1,19
osobnik
Mieczaki
Muszla Nieistotna 20-40
wewnetrzna
_ Loligo vulgaris Muszla 4.74 46,23 49
Katamarnica wewnetrzna
Sepia spp. Pancerz 91.25 1.35 7.4
Muszla 88.48 6.12 5.4
wewnetrzna
Matwa Sepia officinalis 20
Matze Pancerz 85-90 3-6
Inne zwierzeta
. Plumatella
Myszywioty repens Suszone 13.3
Koralowina Antlpathe_lla Szklelet_ (czesc 70 10
fiordensis organiczna)
. Warstwa
Kryzelnice
zewnetrzna
Gabki
Geolycosa 6.42 8-8.5
Pajaki vultuosa ' i
Hogna radiata 6.41 5.5-7
Grzyby
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Fomes 2.4 19
fomentarius
. Lactarius e
Podstawczaki vellereus Catos¢ biomasy 11
Agaricus Sciana komérkowa 43.8
bisporus
L Mucor rouxii Sciana komérkowa 50.1
Sprezniaki — -
Sciana komoérkowa 44.5
Rhizopus oryzae Catos¢ biomasy 14.6
Aspergillus niger | Sciana komérkowa 42
Penicillium Sciana komérkowa 20.1
Workowce Chryspggnum
Penicillium Sciana komérkowa 18.5
notatum
Saccharomyces | & . .
cerevisiae Sciana komorkowa 2.9
Algi
Okrzemki Thalagspswa
fluviatilis
o Pithophora Sciana komorkowa
Algi zielone oedogonia ’
Chlorella vulgaris | Sciana komérkowa

1.4. Ekstrakcja chityny

Ekstrakcja chityny z roznych zrédet to proces pozyskiwania tej substancji ze
Scian komdrkowych niektérych grzybow, skorup i pancerzy owaddw i skorupiakow,
a takze w niektorych gatunkach roslin. Proces ekstrakcji chityny skfada sie z trzech
gtdwnych etapéw- (1) separacji biatek, tj. deproteinizacji, (2) separacji weglanu

wapnia i fosforanu wapnia, tj. demineralizacji. (3) dekoloryzaciji.
e Deproteinizacja

Proces ten jest zwykle przeprowadzany przez obrébke alkaliczng. Surowa
chityna jest poddawana dziataniu okoto 1 M wodnych roztworow NaOH przez
1- 72 h w temperaturach od 65 do 100°C [28]. Istniejg réwniez alternatywne
metody enzymatyczne, wykorzystujgce np. proteazy alkaliczne [29]. Jednak po
tym procesie ilosSC pozostatego biatka jest wyzsza, wydtuza sie tez czas obrobki
[30].

e Demineralizacja

Demineralizacja polega na usuwaniu mineratéw, poprzez rozktad weglanu
wapnia do chlorku wapnia wraz z uwolnieniem dwutlenku wegla. Proces ten jest

powszechnie prowadzony poprzez obrobke surowej chityny przy uzyciu kwasu
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siarkowego, solnego, azotowego, octowego, szczawiowego lub mréwkowego
[31,32]. Jednak w ekstrakcji chityny z owadow najskuteczniejszy jest HCI [33,34].
Alternatywng metodg demineralizacji jest zastosowanie fermentacji kwasu

mlekowego [35].
e Dekoloryzacja

Etap odbarwiania jest zwykle niezbedny do wusuniecia pigmentéw
I uzyskania bezbarwnego produktu, co jest szczegdlnie wazne w zastosowaniach

biomedycznych lub spozywczych [36].

W zaleznosci od zrodta chityny niektore etapy mogg by¢ pominiete albo
konieczne jest dodanie innych. W przypadku ekstrakcji ze skorupiakéow (Rys. 3)
konieczne jest oddzielnie resztek migsa i prowadzenie silniejszego procesu

demineralizacji ze wzgledu na duzg zawartos¢ CaCOs; [37].

;j" !
o 4
a7
{ }' e
/’[ - skorupki

oczyszczanie

: e demineralizacja  -deproteinizacja dekoloryzacja chityna
i rozdrabnianie

J

Rys. 3 Schemat pozyskiwania chityny ze skorupiakow

W ekstrakcji chityny z grzybow pomijany jest etap demineralizacji ze wzgledu na

brak wapnia w ich strukturze (Rys. 4).

mycie

. o inizacj i chityna
 rordtbninnle deproteinizacja dekoloryzacja y

grzyby

Rys. 4 Schemat pozyskiwania chityny z grzybéw
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W przypadku chityny pozyskiwanej z insektow istotnym jest dodanie po etapie
deproteinizacji i demineralizacji etapu usuniecia ttuszczy, np. poprzez ekstrakcje

acetonem lub chloroformem (Rys. 5).

/ .~ oczyszczanie

/ insekty . .. demineralizacja  -deproteinizacja dekoloryzacja chityna
i rozdrabnianie

Rys. 5 Schemat pozyskiwania chityny z insektow.

1.5. Struktura chityny

Pod wzgledem chemicznym czgsteczka chityny (CsH13OsN)n przypomina
czgsteczke celulozy, przy czym jedyng roznice stanowi obecnos$¢ grupy
acetyloaminowej w monomerze chityny w pozycji wegla- 2, w miejsce grupy
hydroksylowe] (Rys. 6) [38,39]. Wspomniane podobienstwo w ich strukturze
przektada sie na zblizone role odgrywane w Srodowisku naturalnym przez te dwa
polimery, bedgce zaréwno materiatami konstrukcyjnymi, jak i ochronnymi. Chityna
wykazuje rowniez pewnie podobienstwo strukturalne do mureiny, ktéra jest
gtdwnym polimerem budulcowym $cian komorkowych bakterii [40,41].

Pod wzgledem chemicznym czgsteczka chityny (CsH13OsN)n przypomina
czgsteczke celulozy, przy czym jedyng rdéznice stanowi obecnosé grupy
acetyloaminowej w monomerze chityny w pozycji wegla- 2, w miejsce grupy
hydroksylowej (Rys. 6) [38,39]. Wspomniane podobienstwo w ich strukturze
przektada sie na zblizone role odgrywane w Srodowisku naturalnym przez te dwa
polimery, bedgce zaréwno materiatami konstrukcyjnymi, jak i ochronnymi. Chityna
wykazuje rowniez pewnie podobienstwo strukturalne do mureiny, ktéra jest

gtbwnym polimerem budulcowym $cian komorkowych bakterii [40,41].
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Rys. 6 Struktura czgsteczki chityny w poréwnaniu do zblizonych polisacharydéw

Bardzo waznego odkrycia na temat budowy chityny dokonali w 1901 roku
Sigmund Frankel i Agnes Kelly. W swojej publikacji wykazali oni, ze sktada sie ona
z acetylowanej chitozaminy z wigzaniem grupy acetylowej z azotem, czyli
N- acetyloglukozaminy (monomer chityny) oraz uznali jg za polisacharyd [42].
Dopiero zaproponowana w 1926 roku przez Gonella [43], a ostatecznie
potwierdzona przez Meyera i Pankowa w roku 1935 struktura zostata powszechnie
zaakceptowana. Uzyli oni dyfrakcji rentgenowskiej do analizy struktury chityny
pozyskanej z wtdkna pochodzgcego ze sciegna langusty pospolitej (Palinurus
vulgaris). Struktura ta zostata pozniej nazwana a-chityng antyréwnolegtymi
witoknami chityny [44].

Chityna w naturze wystepuje w postaci wielowarstwowych
polisacharydowych struktur, z ktérych kazda ztozona jest z rownolegle utozonych
tancuchow chityny (Rys. 7) [45]. Do powstania wysoce krystalicznych widkien
dochodzi w wyniku interakcji miedzy poszczegdlnymi strukturami [46],
aw zaleznosci od ich orientacji mozliwe jest rozréznienie trzech form
krystalicznych- a, B i y. Jak wspomniano wcze$niej a- chityna charakteryzuje sie
antyréwnolegtym ukfadem widkien chitynowych. (- chityne charakteryzuje
réwnolegty uktad tancuchow chitynowych, ktory zostat zidentyfikowany w 1950
roku przez Lotmara i Pickena, ktorzy uzyli analizy rentgenowskiej do badania
szczeciny myszy morskiej (Aphrodita aculeata) [47,48]. W 1962 Rudall po raz
pierwszy opisat pochodzgcg z oskoérka przetyku katamarnicy z rodziny Loligo
y- chityne,  ktérg charakteryzuje  naprzemienne utozenie  rownolegte
i antyréwnolegte witokien [49].
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a-chitin B-chitin y-chitin

Rys. 7 Formy krystaliczne chityny

Najbardziej rozpowszechniong i najlepiej zbadang formg chityny jest
a- chityna wystepujaca w krylu, w sciegnach i skorupach homarow oraz krabow,
jak i w skorupach krewetek, w oskorku owadow, a takze w scianach komérkowych
drozdzy i grzybow [36]. Wystepuje ona réwniez w szeregu zywych organizmow
morskich lub jest przez nie wytwarzana, tak jak w przypadku strzatki jadowej
u stozkéw [50,51], szczeciny chwytnej u szczecioszczekdw [52—-54] czy filamentow
wydzielanych przez glon Phaeocystis z klasy Coccolithophyceae [55].
W poréwnaniu z a-chityng stawonogdéw te rzadziej wystepujgce zrédta chityny
okazaty sie niezwykle istotne dla badan strukturalnych, poniewaz czes¢ z nich
charakteryzuje sie bardzo wysokg krystalicznoscig oraz czystoscig co jest
bezposrednio zwigzane z faktem, ze sg one syntezowane bez udziatu pigmentu,
biatka lub kalcytu. Poza natywnie wystepujgcg a-chityng, mozliwe jest jej
otrzymywanie w wyniku biosyntezy in-vitro [56,57], polimeryzacji enzymatycznej
[58] Ilub rekrystalizacji z roztworu [59,60]. Charakteryzujgce te forme
antyrownolegte utozenie tancuchow pozwala na maksymalizacje tworzenie wigzan
wodorowych,  doktadniej dochodzi do  powstania dwoéch  wigzan
wewngtrzczgsteczkowych oraz dwoch wigzan miedzyczgsteczkowych. Pierwsze
wigzanie miedzyczgsteczkowe tworzy sie w orientacji pionowej z tancuchem
czasteczki sgsiadujgcej w obszarze tej samej struktury, drugie natomiast
w poziomie z tancuchem czgsteczki sgsiadujgcej znajdujgcej sie w réwnolegtej
strukturze [61]. Obecnos¢ tych wigzan sprawia, ze a- chityna jest wysoko
krystaliczna, a tym samym jest sztywnym i stabilnym materiatem, ktory jest
niereaktywny i nierozpuszczalny [62].

Rzadziej wystepujacg formg chityny jest B-chityna, ktéra wystepuje
w muszlach katamarnic (w potgczeniu z biatkami) [63,64], rurkach wytwarzanych

przez rurkoczutkowce [65,66], szczecinie myszy morskich [67], lorice niektorych
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alg oraz pierwotniakow [68,69]. W zaleznosci od zrédta pochodzenia moze by¢
ona semikrystaliczna lub prawie catkowicie krystaliczna [36,62,70]. Jej szczegdlna
i niezwykle czysta forma, ktora jest catkowicie acetylowana oraz niepotgczona
z zadnymi innymi substancjami, znajduje sie réwniez w monokrystalicznych
kolcach wydzielanych przez okrzemki centryczne Thalassiosira fluviatilis [71-73].
Jej fancuchy sg utozone rownolegle i charakteryzujg sie stabszymi
oddziatywaniami miedzyczgsteczkowymi, z tego powodu jej czgsteczki sg bardziej
miekkie, charakteryzujg sie wiekszym powinowactwem do rozpuszczalnikow oraz
sg bardziej reaktywne. B-chityna moze pecznie¢ w wodzie oraz jest rozpuszczalna
w kwasie mréwkowym [61].

Trzecig i najrzadziej wystepujacg formg chityny jest y-chityna. Uznawana
jest ona za mieszanke lub forme posrednig miedzy a- i B-chityng o jednoczesnym
uktadzie rownolegtym i antyrownolegtym [62]. Co trzeci tahcuch w jej strukturze ma
kierunek przeciwny do dwoch poprzednich [74,75]. Do tej pory nie
przeprowadzono zbyt wielu badan nad y-chityng. Ponadto sugerowano, ze moze
by¢ ona tak naprawde znieksztaticong formg dwoch pozostatych typéw, a nie

prawdziwg, trzecig formg polimorficzna.

1.6. Wiasciwosci

Chityna, bedgca naturalnym polisacharydem, wyréznia sie unikalnymi
wiasciwosciami fizycznymi, chemicznymi i biologicznymi. Znajduje szerokie

zastosowanie w réznych dziedzinach ze wzgledu na ponizsze wtasciwosci:
e Przyspieszenie gojenia ran

Chityna korzystnie wptywa na procesy odgrywajgce kluczowg role
w procesie gojeniaran, takie jak: angiogeneza, ziarninowanie, naskorkowanie oraz

bliznowacenie [76,77]. Stymuluje tez proliferacje fibroblastow [78].
e Nietoksycznosé

Wiasciwosci nietoksyczne chityny wynikajg z jej naturalnego wystepowania

w organizmach zywych oraz braku szkodliwego dziatania na komorki i tkanki [79].
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Jest tez stabilna biologicznie, a podczas jej procesu biodegradacji nie powstajg
toksyczne produkty uboczne.

e Antybakteryjnosc

Chityna moze wykazywac dziatanie antybakteryjne w okreslonych warunkach,
cho¢ jest ono czesto stabsze niz dziatanie chitozanu czy innych pochodnych.
Skuteczno$¢ wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych mozna modulowac poprzez
dobdr zakresu masy czgsteczkowej, rozmiaru czgstek, stopnia czystosci i stopnia
acetylacji grup aminowych chityny [80]. Benhabiles et al. [81] okreslili minimalne
stezenie hamujgce (MIC) chityny, chitozanu i chitynooligosacharydéw (Tabela 3).
MIC to najmniejsze stezenie srodka biobdjczego hamujgce wzrost bakterii.
Chityna moze wykazywac dziatanie antybakteryjne w okreslonych
warunkach, cho¢ jest ono czesto stabsze niz dziatanie chitozanu czy innych
pochodnych. Skutecznos¢ wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych mozna
modulowaé poprzez dobor zakresu masy czgsteczkowej, rozmiaru czgstek,
stopnia czystosci i stopnia acetylacji grup aminowych chityny [80]. Benhabiles et
al. [81] okreslili minimalne stezenie hamujgce (MIC) chityny, chitozanu i
chitynooligosacharydow (Tabela 3). MIC to najmniejsze stezenie $rodka

biobojczego hamujgce wzrost bakterii.

Tabela 3 Minimalne stezenie hamujgce chityny i jej pochodnych

MIC (%)
Rodzaj bakterii Chityna Chitozan Chitynooligosacharydy
Escherichia coli 0,01 0,01 0,003
Pseudo_monas <01 0.05 0.003
aeruginosa
Salmonella >0,1 >0,1 0,003
typhimurium
Shigella dysenteriae 0,01 0,01 0,003

1.7. Modyfikacje chityny

Chityna nie rozpuszcza sie w wodzie i w wiekszosci organicznych
rozpuszczalnikbw, co znacznie ogranicza jej zastosowanie. Ma jednak wiele
uzytecznych wiasciwosci, takich jak biokompatybilnosé, biodegradowalnosc,

aktywnos¢ hemostatyczna i zdolnos¢ do wspomagania procesu gojenie ran.
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W zwigzku z tym prowadzone sg liczne prace nad uzyskaniem rozpuszczalnych
pochodnych chityny, poprzez modyfikacje jej grup hydroksylowych (w pozycjach 6
i 3) oraz grupy acetyloaminowej w pozycji 2. Wtasciwosci fizyczne i chemiczne
pochodnych rdéznig sie w zaleznosci od rodzaju wyjsciowego polimeru oraz

zwigzkow stosowanych do modyfikacii.
1.7.1. Chitozan

Chitozan to czesciowo deacetylowana pochodna chityny, skiadajgca sie
Z reszt 2-amino-deoksy-B-D-glukopiranozy [ 2-acetamido-deoksy-B-D-
glukopiranozy (Rys. 8) (Rysunek DD) [56]. Jego stopien deacetylacji wynosi
powyzej 60%, a masa czgsteczkowa waha sie od 2000 Da do 1,5-10° Da [83].
Chitozan jest rozpuszczalny w wodnych roztworach o pH ponizej 7,5 [84]. Jest tez
biodegradowalny, biokompatybilny i nietoksyczny, co sprawia, ze wzrasta jego

potencjat komercyjny w rolnictwie, zywnosci i farmaceutyce [85].
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Rys. 8 Reakcja syntezy chitozanu [86]
1.7.2. Aminochityna

Woprowadzenie dodatkowych grup aminowych do chityny jest korzystne ze
wzgledu na ich kationowy charakter. Znane sg inne polisacharydy, modyfikowane
grupami aminowymi, jak ((dietyloamino)etylo)celuloza (DEAE-celuloza) [87] czy
maltodekstryna modyfikowana 1,6-heksametylenodiaming (HMD) [88]. Znajdujg
one zastosowanie do oddzielania sktadnikédw biologicznych, takich jak biatka

i kwasy nukleinowe, ze wzgledu na ich wysokg selektywnos¢ w adsorpcji [89].
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Jedng z aminowych modyfikacji chityny jest aminoetylochityna (AEC)
(Rys. 9). Jest to rozpuszczalna w wodzie pochodna, w ktorej grupa hydroksylowa

zostata zastgpiona grupg aminoetylenowg [90].

OH
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NHCOCH,
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NHCOCH,

AE-chitin : R=(CH,);NH,

Rys. 9 Reakacja syntezy aminochityny

Synteze prowadzono dodajgc do chityny wodny roztwér chlorowodorku 2-
chloroetyloaminowego, w temperaturze 65°C. Nastepnie, ciggle mieszajac, przez
18h dodawano kroplami NaOH. Zbadano aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg
pochodnej i dowiedziono, ze skuteczniej niz chityna hamuje wzrost bakterii E. coli,
S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa i S. Mutans. AEC wykazuje tez mniejszg
toksycznos¢ wobec MRC-5 (ludzka linia komoérek fibroblastéw pochodzacych
z tkanki ptucnej). Dowiedziono tez, ze aminoetylochityna przygotowana z chityny
o 50% stopniu deacetylacji ma potencjat hamowania aktywnosci enzymu
konwertujgcego angiotensyne (ACE) [91]. Je, Cho i Kim [92] opisali réwniez
kompleks AEC i DNA w formie nanoczgstek, ktéry moze stanowi¢ niewirusowy
system dostarczania genow- bezpieczniejszg alternatywe dla nosnikéw
wirusowych. Nanoczgstki AEC/DNA wykazaty dobrg zdolno$¢ wigzania DNA oraz
niskg cytotoksycznos¢. Z pochodnej tej wytworzono rowniez hydrozele [93], ktére
wykazaty dobrg aktywnosc antybakteryjng przeciw S. Aureus.

Inng pochodng jest ((dietyloamino)etylo)chityna (DEAECH). Do jej
wytworzenia Kurita et al. [68]. uzyli dyspersji chityny w dimetylosulfotlenku, do

ktorej dodano 20% wodny roztwor wodorotlenku sodu. Po 1h dodano
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chlorowodorek (dietyloamino)etylu i mieszano przez 3h w temperaturze pokojowej.
Wytworzone produkty byty tatwo rozpuszczalne w wodzie i znacznie peczniaty
w popularnych rozpuszczalnikach, takich jak benzen czy alkohole. Znalazty
zastosowanie jako adsorbenty i materiaty rozdzielajgce. Inng metode wytworzenia
DEAECH opisali Kim, Kim i Choi [95]. Sproszkowang chityne dyspergowano
w 42% wodnym roztworze NaOH. Po 3h dodano 16d z dejonizowanej wody oraz
wodny roztwor chlorku N,N-dietyloaminoetylu (DEAE-CI) i mieszano przez 2h

w 0°C. Pochodna ta byta rozpuszczalna w wodzie i kwasie octowym.
1.7.3. Karboksymetylochityna (CMCH)

Karboksymetylochityna (CMCH) jest uwazana za jedng z najwazniejszych
pochodnych chityny i jest szeroko stosowana w biomedycynie i ochronie
srodowiska (Rys. 10). Ma dziatanie immunomodulujgce i zwieksza aktywnos$é
komoérek, wydzielanie cytokin i chemokin poprzez wptyw na uktad odpornosciowy
[96,97].

Ding i inni [98] syntezowali CMCH w wodnym roztworze NaOH i mocznika,
uzyskujgc produkt rozpuszczalny w wodzie o potencjalnym zastosowaniu
w systemach dostarczania lekéw kontrolowanych elektrochemicznie. Liu
z zespotem [99] stosowali dwie metody do syntezy karboksymetylochityny.
Pierwszg metodg byt homogeniczny proces w ktérym chityne umieszczono
w wodnym roztworze zawierajgcym 11% NaOH i 4% mocznika. Nastepnie dodano
monochlorooctan sodu, mieszajgc roztwor z uzyciem mieszadta mechanicznego

w temperaturze 2°C. Ukfad reakcyjny utrzymywano w temperaturze 15°C przez

24h.
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Rys. 10 Reakacja syntezy karboksymetylochityn [99]
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Druga metoda- heterogeniczna- polegata na umieszczeniu chityny w 40%
roztworze NaOH w -20°C przez 12h. Do rozmrozonej zawiesiny chityny dodano
izopropanol, a nastepnie, ciggle mieszajgc, dodawano monochlorooctanu sodu.
Uktad reakcyjny utrzymywano w temperaturze 35°C przez 6h. Sini et al. [100]
dowiedli, ze optymalne warunki do produkcji karboksymetylochityny to 60%
stezenie NaOH i temperatura reakcji 35-40°C. Pozwala to uzyskaé¢ higroskopijny,

catkowicie rozpuszczalny w wodzie produkt.
1.7.4. Acetylochityna

Acetylowanie chityny przerywa miedzyczgsteczkowe wigzanie wodorowe
miedzy grupg -OH a grupg amidowg (Rys. 11). Acetylochityna stosowana jest do
produkcji opatrunkow, jako matryca w kontrolowanym uwalnianiu lekow i jako nici
chirurgiczne [101].

Noguchi et al. [102] opisujg, ze synteza acetylochityny przebiega zgodnie
Z ponizszymi metodami:

chityna w nadmiarze bezwodnika octowego i chlorowodoru przechowywana

w 0°C przez kilka dni,

chityna w nadmiarze bezwodnika octowego i kwasu metanosulfonowego

przechowywana w 0°C przez noc,

reakcja chityny w nadmiarze bezwodnika octowego i kwasu nadchlorowego

prowadzona w temperaturze 0°C przez 3h.

Dutkiewicz et al. [103] przeprowadzili synteze acetylochityny przez dodanie
do chityny z kryla mieszaniny kwasy nadchlorowego, lodowatego kwasu octowego
i bezwodnika octowego. Reakcje prowadzono przez 3h w 0°C. Wytworzona
pochodna charakteryzowata sie wyzszymi wartosciami wspotczynnika czasu

krzepniecia niz acetylochitozan czy dibutyrylochityna.

yy CH,OCOCH, H NHCOCH, CH,OCUGH,

H
H
H
H NHCOCH, CH,OCOCH,

Rys. 11 Struktura acetylochityny [103]
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1.7.5. Butyrylochityna (BC)

Butryrylochityna jest bioaktywnym polimerem naturalnym, ktéry wykazuje
dobre wiasciwosci widknotworcze [104]. Jest rozpuszczalna w  wielu
rozpuszczalnikach, np. metanolu, etanolu, dimetyloformamidzie, dioksanie,
acetonie i tetrahydrofuranie oraz w kwasie mréwkowym i octowym [105].

Kaifu et al. [106] wytwarzali butryrylochityne poprzez dodawanie
sproszkowanej chityny do mieszaniny kwasu metanosulfonowego, bezwodnika
mastowego i kwasu mastowego, mieszajgc przez 2 h w temperaturze 0°C.
Powstaty Zzel przechowywano przez noc w temperaturze -20°C, a nastepnie
wytrgcano z uzyciem lodu i przemywano wodg. Kohcowym etapem byto gotowanie
przez kilka minut w celu usuniecia pozostatosci kwaséw. Szosland [107]natomiast
syntezowata tg pochodng dodajgc sproszkowang chityne do mieszaniny
bezwodnika mastowego i 70% kwasu nadchlorowego, w temperaturze 0°C.
Reakacja byta prowadzona przez 3h w 20°C lub 40°C, a nastepnie zatrzymana
przez dodanie eteru dietylowego. Synteza butyrylochityny z uzyciem kwasu
nadchlorowego jako katalizatora ma wiele zalet- reakcja jest szybka, fatwa do

przeprowadzenia i powtarzalna (Rys. 12).
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Rys. 12 Reakcja syntezy butyrylochityny [108]

Bhatt z zespotem [77] wytworzyli butryrylochityne z uzyciem bezwodnika
trifluorooctowego, kwasu mastowego i kwasu fosforowego. Schtodzong
mieszaning dodano do chityny i prowadzono reakcje przez 3h w 50°C.

Zhang et al. [108] wytworzyli porowate rusztowania z butyrylochityny

i hydroksyapatytu. Wykazali rowniez, ze BC ma dobrg cytokompatybilno$¢ oraz
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wspiera adhezje i proliferacje komorek na swojej powierzchni. Jest ona rowniez
biokomaptybilna, a proces jej degradacji przebiega powoli. Butryrylochityne
wykorzystano rowniez do pokrycia nanowtokien z nylonu-6 [78]. Wyniki sugeruja,
ze osadzenie warstwy BC na powierzchni nylonu-6 moze zwiekszy¢ jego

kompatybilno$¢ komorkowa.
1.7.6. Dibutyrylochityna (DBC)

Dibutyrylochityna (DBC) to zmodyfikowana chityna zawierajgca grupy
butyrylowe w pozycjach 3 i 6 grup N-acetyloglukozaminy (Rys. 13) [109]. Jest
nierozpuszczalna w wodzie, jednak rozpuszcza sie w rozpuszczalnikach
organicznych, takich jak aceton, alkohole, chlorek metylenu i dimetyloformamid
[110]. Wykazano, ze DBC nie jest cytotoksyczna dla fibroblastow i keratynocytéw
oraz nie op6znia wczesnych etapow procesu gojenia [111].

Dibutyrylochityne otrzyma¢ mozna w reakcji chityny z bezwodnikiem
mastowym i przy uzyciu kwasu nadchlorowego jako katalizatora, a takze
z bezwodnika mastowego i kwasu mastowego przy uzyciu kwasu

metanosulfonowego jako katalizatora [112].

N0 GH, -\ s CH; % o G
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Rys. 13 Struktura dibutyrylochityny [113]

Muzzarelii et al. [114] rozpoczeli synteze DBC od przygotowania
i schtodzenie do -12°C mieszaniny kwasu nadchlorowego i bezwodnika
mastowego. Mieszanine powoli dodawano do sproszkowanej chityny utrzymujgc
temperature 0°C przez 30 minut, a nastepnie 20-30°C przez 3-4h. Reakcja

egzotermiczna zakonczyta sie, gdy temperatura w reaktorze zrownata sie
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z temperaturg tazni chtodzacej (ok. 20°C). Nastepnie produkt odzyskano przez
filtracje i przemyto eterem dietylowym w celu usuniecia kwasu mastowego
i nadmiaru bezwodnika mastowego. Synteze dibutyrylochityny opisuje tez polski
patent P.370755 [115]- chityne acyluje sie mieszaning bezwodnika mastowego
i kwasu nadchlorowego. Mieszanine wkrapla sie utrzymujgc temperature od 0 do
15°C w czasie od 15 minut do 10h. Po tym czasie reakcja powinna by¢
kontynuowana w temperaturze 20-30°C w czasie do 10h. Metoda ta jest tatwa
w realizacji i pozwala otrzymac polimer o wysokiej masie czgsteczkowe;.

Dibutyrylochityna znajduje zastosowanie w inzynierii tkankowej i produkcji
opatrunkéw. Ozdemir et al. [113] wytworzyli rusztowania do zastosowan
ortopedycznych metodg salt leaching, uzywajgc acetonu i etanolu jako
rozpuszczalnikéw, przy stosunku wagowym DBC do soli od 1 do 20 i wielkosci
krysztatow soli od 200 do 400 pm. Chilarski i inni [116] udowodnili, Ze opatrunek
widkninowy z dibutyrlochityny wspomaga gojenie ran, szczegoOlnie ran
oparzeniowych i pooperacyjnych. Pielka z zespotem [117] zbadali opatrunki
wytworzone z wtdkniny polipropylenowej powlekanej folig z DBC. Suchy materiat
opatrunkowy zawierat okoto 40% dibutryrylochityny i nie powodowat efektow
cytotoksycznych czy pierwotnego podraznienia. Miat tez pozytywny wptyw na
proces gojenia ran.

Na rynku dostepny jest opatrunek DibuCell Active produkowany przez
Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne LEK-AM Sp. z o0.0., skiadajgcy sie wiasnie
z dibutyrylochityny [118]. Producent deklaruje, ze opatrunek jest catkowicie

biodegradowalny w srodowisku rany, skraca czas leczenia i nie traumatyzuje rany.
1.7.7. Acetylomréwczanochityna (AFC)

De Lucca, Kazar i O’Brien [119,120] opisali metode syntezy
acetylomréwczanochityny. Do przygotowania tej pochodnej uzyto, schtodzonej do
0°C, mieszaniny kwasu mréwkowego, chlorku metylenu i bezwodnika octowego.
Mieszanine dodano do chityny i powoli wkraplano kwas nadchlorowy, a nastepnie
mieszano przez 12h utrzymujgc temperature 0°C. Pochodna ta byta jednak stabo

rozpuszczalna w typowych rozpuszczalnikach organicznych.

34



1.7.8. Butyryloactetylochityna (BAC)

Draczynski et al. [121] syntezowali butryloacetylochityne poprzez dodanie
mieszaniny acetylujgcej (bezwodnik octowy, bezwodnik mastowy i kwas
nadchlorowy) do chityny (Rys. 14). Reakcje prowadzono w szklanym reaktorze
z mieszadtem, chtodzonym w tazni lodowej z NaCl, w temperaturze 0°C przez
pierwsze 30 min i 25°C przez pozostate 2,5h. W kazdej reakcji stosowano
pieciokrotny nadmiar mieszaniny estryfikacyjnej. Wprowadzenie dwdch grup
hydrofobowych- butyrylowej i acetylowej- jako grup bocznych chityny pozwala na
uzyskanie pochodnych przyspieszajgcych gojenia sie ran i stymulujgcych tkanke

taczng [122].
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Rys. 14 Struktura butyryloacetylochityny [123]

Z BAC formowano widkna metodg z roztworu na mokro [122,124]. Wibkna
formowane przy warto$ci wyciggu filierowego 10% charakteryzowaty sie wartoscig
wytrzymato$ci wtasciwej na poziomie 24,8 cN/tex.

Przeprowadzono réwniez proby produkciji pochodnej na skale przemystowag
[125]. Uzyskano wydajnos¢ produkcyjng na poziomie 6 kg na dobe, co jest
wystraczajgce do zapewnienia ciggtosci dostaw w fancuchu produkcyjnym. Sujka
et al. [123] opisali wytwarzanie porowatych materiatdw opatrunkowych na bazie
butyryloacetylochityny, zawierajgcej 90% grup butyrylowych i 10% grup
acetylowych. Porowate ggbki wytworzone metodg salt leaching nie wykazywaty
dziatania draznigcego ani uczulajgcego i dodatkowo przyspieszaty gojenie ran.
Rezultatem tych badan byto wprowadzenia przez firme Tricomed S.A. na rynek

trzech opatrunkow:
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— Medisorb R Membrane - w postaci porowatej btonki,
— Medisorb R Powder - w postaci proszku,

— Medisorb R Ag - w postaci porowatej btonki z mikrosrebrem [126].

1.8. Zastosowania chityny i jej pochodnych

Chityna wykazuje szereg pozytywnych cech, takich jak biokompatybilnosc¢,
wychwytywanie metali ciezkich, cholesterolu i innych ttuszczéw, ponadto wykazuje
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i przeciwutleniajgce. Jednak mimo tego jej
rzeczywiste zastosowania sg raczej ograniczone ze wzgledu na trudnosc
ekstrakcji i oczyszczania czy czestg koniecznos¢ modyfikacji w chitozan lub inne

pochodne.
e Opatrunki

Badania nad zastosowaniem chityny i jej pochodnych do wytwarzania
opatrunkéw rozpoczety sie w 1970 roku. Wtedy to Prudden i inni [127] zauwazyli,
ze n-acetyloglukozaminy pochodzgce z chrzgstek rekindbw sg srodkami skutecznie
przyspieszajgcymi gojenie ran. W 1972 roku natomiast powstat patent opisujgcy
opatrunki z chityny, czesciowo depolimeryzowanej chityny i pochodnych chityny
[128]. Obecnie chityna i jej pochodne komercyjnie wykorzystywane sg do produkcji
opatrunkéw. Produkty te sg dostepne na rynku od lat 80-tych, gtéwnie w Azji
i Ameryce Pdtnocnej, ale takze w Europie. Sg one produkowane przez firmy takie
jak BioSyntech (Kanada), Hemcon (USA), Medovent (Niemcy), Marine Polymers
Technologies (USA), Cytosial (Francja) [129]. Mniejsza popularnos¢ tego typu
wyrobéw w Europie wynika wysokich kosztow zwigzanych z certyfikacjg produktéw
z chityng. Pierwszym komercyjnie dostepnym opatrunkiem byt Beschitin (Unitika
Ltd., Osaka, Japonia), wprowadzony na japonski rynek w 1982 roku. Byta to
widknina z chityny stosowana na oparzenia [82]. Natomiast pierwszym polskim
opatrunkiem na bazie chitozanu jest Tromboguard, produkowany przez firme
Tricomed SA. Jest to opatrunek hemostatyczny, o warstwie aktywnej na bazie
chitozanu, alginianu sodu/wapnia i soli srebra [130]. Produkowano réwniez
opatrunek o nazwie Chitodine (IMS, Polska), ktory sktadat sie ze sproszkowanego
chitozanu z jodyng [131]. Innym polskim opatrunkiem jest KytoCel (Aspen

Medical). Ten oparty na acetylowanej formie chitozanu wtdknisty opatrunek tamuje
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krwawienia, jak i odprowadza nadmiar wysieku z rany [132]. Najnowszym polskim
opatrunkiem na bazie pochodnej chityny jest DibuCell (LEK-AM Sp. z 0.0., Polska).
Wedtug producenta ulega on biodegradacji enzymatycznej w ranie, tworzgc
rusztowanie dla komérek w nowopowstatych tkankach. Wspomaga gojenie ran
przez zapewnienie im wilgotnego srodowiska i usuwanie nadmiaru wysieku [133].

Duzy potencjat jako sktadnik produktéw do opatrywania ran wykazuje tez
chityna pochodzgca z grzybow gatunkoéw Aspergillus oryzae, Mucor mucedo
i Phycomyces blakesleeans. Zwieksza ona proliferacje ludzkich fibroblastéw,

przyczyniajac sie w ten sposob do wzrostu efektywnosci ziarninowania rany [134].
e Leki o przedtuzonym uwalnianiu

Waznymi skfadnikami produktow leczniczych sg substancje pomocnicze,
ktore poza utatwieniem procesow technologicznych poprawiajg biodostepnosc
substancji leczniczych. Jako substancja pomocnicza w lekach szeroko stosowana
jest celuloza mikrokrystaliczna (MCC) [135,136], poniewaz jest fizjologicznie
obojetna i cechuje jg szerokg kompatybilnos¢ z aktywnymi skfadnikami
farmaceutycznymi (API) [137]. Jako, ze chityna i chitozan sg strukturalnie
spokrewnione z celulozg, trwajg badania nad stosowaniem ich jako substanciji
pomochiczych w produkcji produktow leczniczych. Sawayanagi i inni [138]
potwierdzili, ze chityna i chitozan sg odpowiednimi dodatkami do rozpuszczalnych
w wodzie lekdbw o przedtuzonym uwalnianiu. Z ich badah wynika rowniez, ze
mieszanina chitozanu i laktozy zwiekszyta twardos¢ tabletki w poréwnaniu z MCC,
co spowalnia uwalnianie substancji czynnych. Inne badania rowniez potwierdzaja,
ze dodatek chitozanu spowalnia uwalnianie lekéw z tabletek [139,140]. Natomiast
w przypadku kapsutek przedtuzenie uwalniania mozna uzyskac¢ stosujgc kompleks
chitozanu i alginianu sodu lub chitozanu i pektyny. Mitrevej z zespotem [141]
wykazali, ze taka powtoka przedtuza uwalnianie dikolfenaku sodu w poréwnaniu

z komercyjnie dostepnym lekiem.
e Stomatologia

Chityna i jej pochodne, w szczegodlnosci chitozan, sg stosowane w celu
zapobiegania chorobom jamy ustnej, takim jak zapalenie btony $luzowej, tworzenie

sie ptytki nazebnej, problemy z przyzebiem i préchnica, poniewaz wykazujg
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wiasciwosci antybakteryjne, przeciwzapalne i sg biokompatybilne. Achmad i inni
[142] paste do zebow na bazie chitozanu z krewetki biatej zdolng do zmniejszenia
liczby kolonii Streptococcus Mutans w przypadku prochnicy wczesnego
dziecinstwa. Wytworzono réwniez nosniki chitozanowo-zelatynowe do uwalniania
wodorotlenku wapnia przez dluzszy czas, uzywane podczas leczenia
endodontycznego [143]. Dodatkowo wodorotlenek wapnia w potgczeniu
z chitozanem wykazat znacznie wyzszg aktywnosSC¢ przeciwbakteryjng
w poréwnaniu z kazdym z materiatdw osobno [144]. Dodatkowo chitozan wykazuje
zdolnosc¢ do penetracji struktury szkliwa, dzieki czemu moze dostarczac skfadniki
mineralne do gtebszych warstw szkliwa. Arnaud [145] i Zhang [146] dowiedli, Zze
materialy na bazie chitozanu odbudowujg zdemineralizowane szkliwo
i zapobiegajg jego dalszej demineralizacji. Zhang et al. [147] wykazali rowniez, ze
kompleks chitozan-bioszkliwo moze by¢ stosowany w remineralizacji wczesnych

zmian prochnicowych lub erozyjnych szkliwa.
¢ Inzynieria tkankowa

Gtéwnym celem inzynierii tkankowej jest rekonstrukcja uszkodzonych lub
chorych tkanek, takich jak kosci, skoéra, chrzgstka czy naczynia krwionosne. Kumar
et al. [148] opracowali nanokompozytowe rusztowanie wykorzystujgc mieszanine
pektyny, chityny i weglanu wapnia. Struktury wytworzone metodg liofilizacji
wykazywaty znikomg toksycznos¢ wobec komérek mysich fibroblastow i ludzkich
fibroblastéw skornych. Unnithan i inni [149] wytworzyli natomiast rusztowanie do
zastosowania w inzynierii tkanki kostnej. Struktura na bazie tlenku grafenu,
chitozanu i kwasu hialuronowego wptywata na osteogeneze i biomineralizacje,
jednoczesnie posiadajgc doskonatg kompatybilnosé. Ge et al. [150] opisali
natomiast wytwarzanie porowatych rusztowan do regeneracji kosci metodg
odlewania z roztworu i liofilizacji. Ptatki chityny rozpuszczano w N, N-
dimetyloacetamidzie, a nastepnie dodawano sproszkowany hydroksyapatyt.
Chityna i jej pochodne mogg tez by¢ stosowane do regeneracji tkanki chrzestne;.
Lahiji et al. [151] wykazali biokompatybilnos¢ chitozanu jako substratu dla wzrostu
ludzkich osteoblastéw i chondrocytow. Suzuki z zespotem [152] porownywali
natomiast zdolnosci chondrocytow do syntezy kolagenu w rusztowaniach

wytworzonych z B-chityny i chitozanu. Rusztowania na bazie czystej B-chityny
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wykazaty najlepsze wyniki w syntezie kolagenu typu Il. Pochodne chityny znajdujg
tez zastosowanie w regeneracji nabtonka rogowki. Rusztowania wytworzone
z karboksymetylochityny w wiekszym stopniu wspieraty adhezje i proliferacje
komorek oraz wykazaty lepsze wiasciwosci w zakresie przepuszczalnosci swiatta
w poréwnaniu do rusztowan z czystego chitozanu. Z karboksymetylochityny
wytworzono rowniez rusztowania mogace znalezC zastosowania w inzynierii
tkankowej  skéry.  Struktury te byly wytwarzane z  sieciowanej
karboksymetylochityny metode zol-zel potgczong z liofilizacjg i wykazywat brak

cytotoksycznosci i dobrg biokompatybilnos¢ [153].
¢ Rolnictwo

Chityna i jej pochodne stosowane sg do ochrony roslin przed patogenami.
Chityna przyczynia sie do ochrony nasion, gtéwnie poprzez umozliwienie wzrostu
mikrobiologicznych pestycydow, takich jak Trichoderma harzianum P1, ktéry
wzbudza odpornos¢ w roslinach [129]. Xu et al. [154] opisali zastosowanie chityny
jako nawozu o spowolnionym uwalnianiu, wynikajgce ze zdolnos¢ polimeru do
powolnej degradacji, co prowadzi do braku ryzyka przenawozenia. Chityna
zwieksza rowniez produkcje weglowodanow w roslinie i poprawia tolerancje roslin
na mroz [155]. Moze réwniez tworzy¢ kompleksy z metalami ciezkimi, co
doprowadzito do badah nad uzyciem chityny i jej pochodnych do rekultywaciji
zanieczyszczonych gleb i zrédet wody [156,157].

Chityna i jej pochodne znajdujg tez zastosowanie w ochronie Swiezych
produktow w okresie przechowywania po zbiorach [158]. Pokrycie warstwg
chitozanu owocéw takich jak, jabtka, wisnie, czeresnie, kiwi, liczi czy papaja
zapobiega zgniliznom spowodowanymi grzybami [159]. Sivakumar et al. [160]
wykazali, ze oprécz zwalczania grzybowych chordb roslinych na przechowywanej
papai, zastosowanie chitozanu poprawito jakosS¢ owocow poprzez opdznienie
procesu dojrzewania. Produkty na bazie chityny byly rowniez z powodzeniem

stosowane w celu przedtuzenia okresu przechowywania kwiatow cietych [161].

39



40



2. Cel i hipoteza

Celem pracy jest opracowanie metody syntezy nowej pochodnej chityny —
butyrylo-bursztyno chityny oraz ocena jej potencjatu aplikacyjnego.

Hipoteza badawcza zaktada, ze wprowadzenie do makroczgsteczki chityny
grup butyrylowych i bursztynowych doprowadzi do wytworzenia nowej pochodnej
chityny- butyrylo-bursztyno chityny, rozpuszczalnej w czesto stosowanych
w przetworstwie polimerdow rozpuszczalnikach, ktéra umozliwi otrzymanie
materiatéw o potencjalnym zastosowaniu w medycynie.

W zwigzku z powyzszym zakres pracy w pierwszej kolejnosci obejmowat
opracowanie warunkéw syntezy nowej pochodnej chityny, uzyskanej w reakcji
estryfikacji grup hydroksylowych chityny oraz wprowadzenia reszt kwasu
mastowego i reszt kwasu bursztynowego. Realizacja tego etapu wymagata
okreslenie rodzaju katalizatora reakcji i doboru sktadu mieszaniny reakcyjnej.
Wybér bezwodnika mastowego oraz bursztynowego podyktowany jest
potencjalnym zastosowaniem wytworzonych polimeréw do celéw medycznych.
Bezwodnik kwasu mastowego poprzez wprowadzenie grup alkilowych wptywa na
wzrost witasciwosci hydrofobowych wytworzonych polimeréw, co moze byé
korzystne w przypadku opatrunkdéw, jak i materiatéw do implantacji. Zwieksza on
rowniez powinowactwo do hydrofobowych substancji bioaktywnych. Natomiast
obecnos$¢ bezwodnika bursztynowego w procesie estryfikacji skutkowa¢ moze
wprowadzeniem do otrzymanych polimeréw grup hydroksylowych, co zwiekszy ich
hydrofilowo$é. W zaleznosci od zawartosci poszczegdinych grup pochodzgcych
od bezwodnika mastowego i bursztynowego, mozliwe bedzie dopasowanie
wiasciwosci hydrofilowych i hydrofobowych do zastosowania. Otrzymany polimer
zostat scharakteryzowany pod wzgledem budowy chemicznej, wiasciwosci
termicznych oraz reologicznych.

Kolejnym etapem pracy byta ocena mozliwosci wykorzystania kopolimeru
do wytworzenia materiatdw o potencjalnym zastosowaniu w medycynie W ramach
tych prac przeprowadzono badania na otrzymywaniem porowatych struktur
mogacych znalez¢ zastosowanie do wytwarzania materiatéw opatrunkowych oraz
rusztowan komorkowych. Na tym etapie pracy istotny byt dobor stezenia roztworu,

stezenia porogenu oraz warunkow procesu salt-leachingu. Z butyrylo-bursztyno
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chityny wytworzono réwniez wtdkna metodg z roztworu na mokro oraz metodag

elektroprzedzenia.
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3.

Materialy i metody

3.1. Materialy

Do celow badawczych w niniejszej pracy wykorzystano:

Chityne ze skorupek krewetek w ptatkach (CAS 1398-61-4), Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri, USA),

Kwas nadchlorowy, 70% CZDA (CAS 7601-90-3), Avantor (Radnor
Township,Pensylwania, USA),

Bezwodnik n-mastowy, 98% (CAS 106-31-0), Termo Fischer Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA),

Bezwodnik bursztynowy, 99% (CAS 108-30-5), Termo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA),

Amoniak (woda amoniakalna) 25% CZDA (CAS 1336-21-6), Chempur
(Piekary Slaskie, Polska) ,

Alkohol etylowy 96% CZDA (CAS 64-17-5), Stanlab (Lublin, Polska),
Dimetyloformamid CZDA (CAS 68-12-2), Chempur (Piekary Slagskie,
Polska),

Dimetyloacetamid 99% (CAS 127-19-5), Termo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA),

Dimetylosulfotlenek CZDA (CAS 67-68-5), Chempur (Piekary Slaskie,
Polska).

3.2.  Synteza butyrylo-bursztyno chityny (BSC)

Przygotowanie chityny

W celu zapewnienia homogenicznosci uzywanej do badan chityny

rozdrobiono jg za pomocg miynka kulowego Pullverisette 7 firmy Fritsch. Jeden

cykl mielenia trwat 5 minut i miat predkos¢ 600 obr/min. Dla kazdej partii mielone;j

chityny przeprowadzono 5 takich cykli.
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e Synteza bursztyno-butyrylo chityny

W ramach niniejszej pracy przeprowadzono syntezy kopoliestru chityny
z uzyciem bezwodnika kwasu mastowego i bezwodnika kwasu bursztynowegooraz
dwoch roznych katalizatoréw- kwasu nadchlorowego i kwasu metanosulfonowego.
Na mieszanine reakcyjng skfadaty sie rozdrobiona chityna oraz bezwodnik kwasu
mastowego i bezwodnik kwasu bursztynowego oraz wybrany katalizator. Reakcje
byty prowadzone zgodnie ze schematem ponizej (Rys. 15).

bezwodnik bezwodnik
kwasu kwasu
butyrylowego  bursztynowego

katalizator

bezwodnik bezwodnik
kwasu kwasu

butyrylowego bursztynowego

chityna chityna

ptaszcz chtodzacy ptaszcz chtodzacy

Rys. 15 Schemat syntezy butyrylo-bursztyno chityny

Celem przeprowadzonych syntez byto otrzymanie nowego kopoliestru

chityny- butyrylo- bursztyno chityny (Rys 16)

" ?R "
H,C
~ 20(R),0) | /l—OH oI T
. H
kwas metanosulfonowy/ M
kwas nadchlorowy H NH
|
C\
n - O// CH3 =N
|| I b
rR:. —C—C—C—CH; —C—C—C—C
2 H; H, H, \\O

Rys. 16 Reakcja syntezy butyrylo-bursztyno chityny
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3.3. Badania nad potencjatem aplikacyjnym butyrylo-burszyno
chityny

W celu oceny mozliwosci wykorzystania butyrylo-bursztyno chityny
zdecydowano sie a prébe wytworzenia czterech réznych form z otrzymanych
polimerow. W ramach niniejszej pracy badawczej wytworzone zostaty folie, widokna
metodg formowania z rotworu na mokro, widkna metodg elektroprzedzenia oraz

struktury porowate.
e Wytwarzanie folii z butyrylo-bursztyno chityny

W celu wytworzenia folii z otrzymanych kopolimeréw butyrylo-bursztyno
chityny, sporzadzono ich 5% roztwory w alkoholu etylowym. Nastepnie niewielkg
ilos¢ roztworu wylewano na gtadkg folie z polipropylenu i przeciggano go raklg w
celu utworzenia rownomiernej warstwy. Konstrukcja rakli zapewniata statg grubosé
powierzchni wylewanego roztworu. Przygotowane w ten sposob prébki
pozostawiano na folii polipropylenowej az do momentu catkowitego odparowania

alkoholu etylowego.

¢ Formowanie wtékien z kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny metoda

z roztworu na mokro

Wibkna z butyrylo-bursztyno chityny byty formowane metodg z roztworu na
mokro, z wykorzystaniem przedzarki wielkolaboratoryjnej. Parametry procesu
zostaty dobrane na podstawie danych literaturowych dotyczgcych przedzenia
widkien z kopolimeru butyrylo-acetylo chityny [162]. Stezenie roztworu
przedzalniczego w alkoholu etylowym wynosito 10%. Witdkna formowano
z uzyciem 250 otworowej dyszy o Srednicy otworkdéw wynoszgcej 0,08 mm,
a predkos$¢ podawania roztworu wynosita 2,5 cm3/min. Proces zestalania wtdkien
prowadzono w kapieli wodnej o temperaturze 15°C, zawierajgcej 10% alkoholu
etylowego. Alkohol etylowy zostat wybrany do tego celu z powodu jego szerokiego
zastosowania w medycynie oraz jego zdolnosci do mieszania sie z wodg. Wodna
kgpiel, w ktorej prowadzono jednoetapowy proces rozciggu miata temperature
65°C. Przeprowadzenie jedno etapowego procesu rozciggu bylo podyktowane

checig maksymalnego uproszczenia uktadu technologicznego. Widkna byty
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formowane przy wyciggu filierowym w zakresie -40% do 0% i rozciggu na poziomie
okoto 85%. Wtokna byly odbierane na szpule, ktore nastepnie byty umieszczane
w wodzie destylowanej, w celu usuniecia pozostatego alkoholu etylowego.

Ostatnim etapem byto wysuszenie wiokien.
e Wytwarzanie witékien metoda elektroprzedzenia

Aby mozliwe bylo przeprowadzenie procesu elektroprzedzenia
przygotowano 3% roztwory kazdego z produktéw syntezy w alkoholu etylowym.
Tak przygotowane roztwory mieszano przez 24 godziny z uzyciem mieszadta
mechanicznego, a nastepnie przeprowadzono proces elektroprzedzenia
w temperaturze 25°C. Srednica igly wynosita 0,8 mm, odlegto$¢ od kolektora 25
cm, a przytozone napiecie od 15 do 45 kV.

Widékna wytwarzano na urzgdzeniu sktadajgcym sie ze zbiornika na roztwor
polimeru, filiery, kolektora oraz zasilacza prgdu statego (Rys. 17). Proces

elektroprzedzenia trwat dla kazdej z probek 15 minut.

roztwor polimeru «——

v

|

zrédlo

wysokiego
napigcia — . wlokna

Rys. 17 Schemat urzgdzenia do elektroprzedzenia
¢ Wytwarzanie struktur porowatych metoda salt leaching

Etapem przygotowujgcym do wytworzenia struktur porowatych metodg salt
leachingu byto przygotowanie roztworéw z produktéw syntez w alkoholu etylowym,
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gdzie polimer stanowit 7% masy catego roztworu. Roztwory byty nastepnie
mieszane przez 24 godziny z uzyciem mieszadta mechanicznego. Do
zhomogenizowanych roztwordow polimeru dodano chlorek sodu w ilosci od 10% do
90%, ktory petnit role porogenu oraz glikol polipropylenowy w celu nadania
wiekszej plastycznosci probkom. Wytworzono réwniez prébki niezawierajgce
porogenu w celach porownawczych.

Probki umieszczono w naczyniach o srednicy 5cm i pozostawiono az do
catkowitego odparowania alkoholu etylowego w warunkach podwyzszonej
wilgotnosci. Nastepnie wyptukano kazdg prébke kilkukrotnie w wodzie
destylowanej w celu oczyszczenia probki z pozostatego chlorku sodu
i pozostawiono do catkowitego wyschniecia. Gotowe probki zbadano z uzyciem

skaningowego mikroskopu elektronowego.

3.4. Metody badan

e Analiza FTiR ATR

W  przeciwienstwie do promieniowania UV-vis czy rentgenowskiego,
podczerwone promieniowanie elektromagnetyczne jest niewystarczajgce do
wzbudzenia elektronéw, ale intensyfikuje drgania molekularne i rotacyjne [163]
charakterystyczne dla wigzan chemicznych w danej czgsteczce. W obszarze
dalekiej podczerwieni widmo okresla ilosciowo zmiany wywofane drganiami
rotacyjnymi, podczas gdy obszar bliskiej podczerwieni obejmuje zaréwno drgania
wibracyjne, jak i rotacyjne. Intensywnos¢ pasm zalezy od tego, jak skutecznie
czgsteczki absorbujg energie, co z kolei zalezy od zmiany momentu dipolowego.
Czgsteczki symetryczne, takie jak gazy dwuatomowe - N2, Hz2 i O2 - sg pozbawione
momentu dipolowego, a co za tym idzie, nie posiadajg charakterystycznego widma
w podczerwieni. Podstawg dziatania w FTIR jest wykorzystanie interferometru
Michelsona, ktéry odpowiedzialny jest za generowanie interferogramu. Dzieki
matematycznej metodzie analizy- transformacie Fouriera, dochodzi do
przeksztatcenia interferogramu w widmo absorpcji, gdzie jej intensywnosc¢ jest
prezentowana jako funkcja dtugos$ci fali. Dzieki temu mozliwe jest uzyskanie
szczego6towych informacji na temat obecnosci grup funkcyjnych oraz identyfikacja

zwigzkow chemicznych. Dzieki swojej wszechstronnosci oraz mozliwosci analizy
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prébek w stanie statym, ciektym jak i gazowym technika FTIR jest szeroko
stosowana w chemii, biologii, inzynierii materiatowej oraz medycynie.

Prébki chityny i wytworzonych na jej podstawie polimerow w postaci proszku
zostaty zbadane za pomocg analizy FTIR ATR w celu potwierdzenia zmian w ich
strukturze chemicznej. Badanie przeprowadzono za pomocg aparatu Thermo
Scientific, Nicolet 6700 (Waltham, Massachusetts, USA), stosujgc rozdzielczos¢ 4

nm. Dla kazdej prébki zostaty wykonane 64 skany.
e Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (*H NMR)

Jedng z najwazniejszych technik analitycznych stosowanych w chemii
organicznej oraz materialoznawstwie jest spektroskopia magnetycznego
rezonansu jgdrowego (*H NMR). Opiera sie ona na absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego przez jgdra wodoru wystepujgce w zewnetrznym polu, co
pozwala na przeprowadzenie analizy strukturalnej oraz interakcji
miedzyczgsteczkowych, jak i badanie dynamiki molekularnej [164].

Szczegotowe informacje o srodowisku chemicznym protonéw oraz ich
rozmieszczeniu wzgledem siebie w czgsteczce sg dostepne dzieki przesunieciom
chemicznych (d), ktére sg zalezne od lokalnego ekranowania magnetycznego oraz
statego sprzezenia spinowo-spinowego (JJ). Na tej podstawie mozliwe jest
precyzyjne okreslenie struktury zwigzkéw organicznych jak i badanie ich
stereochemii oraz konformacji [165,166]. Technika NMR pozwala na identyfikacje
oraz analize ilosciowg zwigzkow organicznych, ocene czystosci prébek, badania
wptywu struktury na wtasciwosci oraz badania roztworow zawierajgce biomolekuty.
Jest ona niezwykle istotna zarbwno w badaniach podstawowych jaki
i aplikacyjnych [167,168].

W niniejszej pracy zastosowanie spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego pozwolito na ocene stopnia podstawienia w polimerze. Znajgc
integracje sygnatow w otrzymanym widmie mozliwe jest okreslenie stosunkéw
ilosciowych grup funkcyjnych oraz ich potozenie w strukturze [169].

W celu analizy struktury chemicznej otrzymanych polimeréow przeprowadzono
analize przy uzyciu 'H NMR Avance Il plus (Bruker BioSpin, Billerica,
Massachusetts, USA) pracujgcego na czestotliwosci *H 700 MHz.
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Na podstawie pomiarow intensywnos¢ wybranych pikow okreslono stopnie

podstawienia wytworzonych polimeréw, stosujgc ponizsze réwnanie:

.1
DSy = 21 /3 lyn, (1)
/6 IHz—He
Gdzie:
Lcu,- Wielkos¢ catkowita intensywnosci sygnatu, pochodzgca od protonow

w grupie metylowej reszty kwasu mastowego/ bursztynowego

Iy,-n,- warto$¢ catkowita intensywnosci sygnatu w zakresie 3,0-4,2 ppm

pochodzgca od protonéw H2 - H6 w czgsteczce glukozaminy polimeru
¢ Badanie lepkosci dynamicznej pozornej

Niezwykle istotnym pomiarem, dzieki ktéremu mozliwe jest okreslenia
charakterystyki reologicznej roztworow polimerow jest pomiar lepkosci
dynamicznej pozornej. Parametr ten wyrazany jest poprzez stosunek naprezenia
stycznego (1) do szybkosci Scinania (y) i pozwala opisa¢ charakter przeptywu
cieczy newtonowskich oraz nienewtonowskich. W przypadku roztworéw polimeréw
okreSlenie lepkosci dynamicznej pozornej pozwala na uzyskanie informaciji
0 masie czgsteczkowej, stezeniu oraz oddziatywaniach miedzyczgsteczkowych.
Okreslenie powyzszych parametrow ma kluczowy wptyw na proces formowania
wiokien metodg z roztworu na mokro, poniewaz dobranie odpowiedniej lepkosci
roztworu wptywa na stabilnoS¢ procesu przedzenia oraz wtasciwosci i jakosc
otrzymanego produktu [170].Mozliwosci przetworcze roztworow polimerowych sg
determinowane poprzez ocene zachowan pseudoplastycznych, dylatantnych czy
tiksotropowych, ktérej dokonuje sie dzieki badaniom lepkosci dynamicznej
pozornej. Uzywajgc reometru rotacyjnego uzyskujemy mozliwo$é precyzyjnego
odwzorowania witasciwosci badanego roztworu w okreslonych warunkach,
stosujgc ukfady takie jak stozek- ptytka czy cylindry wspotosiowe oraz regulujgc
wysokosc¢ temperatury czy szybkosc¢ scinania [171].

W celu oceny wiasciwosci reologicznych roztworéw wytworzonych
polimeréw przeprowadzono badania reologiczne. Wiasciwosci reologiczne

roztwordw zostaty zmierzone za pomocg reometru rotacyjnego Rheolab QC firmy
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Anton Paar (Graz, Austria). Pomiary przeprowadzono przy szybkosciach scinania
od 0 do 160 s* w temperaturach 15°C i 25°C, przy uzyciu cylindra CC17.

Parametry n i k zostaty okreslone zgodnie z modelem Ostwalda-de Waele:
t=kg" 2)

Gdzie:
n - charakterystyczny wskaznik przeptywu (-)

k - wspétczynnik spojnosci (Pa-s").
e Analiza termograwimetryczna (TGA)

Jedng z kluczowych technik stosowanych w badaniach polimeréw jest
analiza termograwimetryczna. Polega ona na rejestrowaniu w kontrolowanych
warunkach zmian w masie probki w funkcji temperatury lub czasu. Stosujgc
technike TGA mozliwe jest okreslenie kluczowych wiasciwosci termicznych
badanego materiatu, w sréd ktérych wyrézni¢ mozna stabilnos¢ termiczng, zakres
temperatur degradaciji oraz zawartos¢ substancji lotnych i pozostatego popiotu.

Dzieki zastosowaniu TGA do badan polimerow mozliwe jest uzyskanie
informacji o ich strukturze chemicznej, zmianach wtasciwosci wynikajgcych
z modyfikacji oraz oddziatywan miedzyczgsteczkowych. Dla nowopowstatych
polimeréw analiza TGA jest réwniez niezwykle istotna, poniewaz pozwala ona na
wstepng ocene mozliwych zastosowan oraz trwatosci. W przypadku polimeréw
poddanych modyfikacji mozliwe jest analiza wptywu nowych grup funkcyjnych na
wiasciwosci polimeru takich jak stabilnos¢ termiczna.

Analiza termograwimetryczna petni réwniez kluczowg role w ocenie
mechanizméw degradacji termicznej, ktéra moze miec jeden lub wiecej etapdw.
Dzieki temu mozliwe jest lepsze zrozumienie wtasciwosci fizykochemicznych
badanych materiatéw oraz ich zachowan w warunkach krytycznych. TGA pozwala
réwniez na przewidzenie zachowania materiatu w procesach przetworczych oraz
ich optymalizacji.

Analize termograwimetryczng wytworzonych kopolimerow przeprowadzono
na urzgdzeniu TG Labsys Evo 1150 firmy Setaram (Genewa, Szwajcaria),
uzywajgc do tego oprogramowania sterujgcego Calisto firmy AKTS (Sierre,

Szwaijcaria), ktérego podzniej uzyto rowniez do opracowania wynikdw pomiaru.
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Pomiary byl wykonywane w atmosferze azotu przy przeptywie 21 cm3min.
Naczynka, w ktérych umieszczono nawazki byly wykonane z platyny i miaty
pojemnosc¢ 100ul. Badanie byto prowadzone w zakresie temperatur 20°C + 600°C,

przy szybkosci ogrzewania 10°C/min.
e Skaningowa mikroskopia elektronowa

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) nalezy do zaawansowanych
technik obrazowania. Dzieki niej mozliwa jest szczegdétowa analiza powierzchni
prébek w mikro- i nanoskali. W przeciwienstwie do mikroskopii optycznej, SEM
bazuje na uzyciu wigzki elektronow, ktora pozwala na otrzymanie obrazow
0 zdecydowanie wyzszej rozdzielczosci. Wytwarzane przez mikroskop elektrony
wchodzg w interakcje z materiatem badanej probki, wskutek czego dochodzi do
emisji wtérnych elektronow. W wyniku tej emisji dochodzi do generowania roznych
sygnatéw, ktére nastepnie sg wykorzystywane do analizy powierzchni. Pewnym
ograniczeniem mikroskopu SEM jest koniecznos$¢ pokrywania nieprzewodzgcych
prébek cienkg warstwg materiatu przewodzgcego np.: ztota, wegla czy platyny.
Wysoka rozdzielczo$s¢ oraz mozliwos¢ uzyskiwania obrazoéw topograficznych
o charakterze trojwymiarowym sprawia, ze metoda ta znajduje zastosowanie w
wielu obszarach nauki. Skaningowa mikroskopia elektronowa jest réwniez
szeroko stosowana w badaniach polimerow oraz materiatdw z nich wytworzonych.
Dzieki technice SEM mozliwa jest szczegotowa analiza struktur widknistych, w tym
pomiar srednic widkien (wytworzonych zarébwno metodami formowania z roztworu
na mokro, ze stopu oraz otrzymanych metodg elektroprzedzenia), ocena ich
jednorodnosci oraz wystepowanie defektow na ich powierzchni. Z kolei
w przypadku materiatdbw porowatych mozliwa jest analiza wielkosci oraz ksztattu
porow.

W celu zbadania morfologii wytworzonych widkien oraz mikrowtdkien uzyto
skaningowego mikroskopu elektronowego Quanta 200 firmy FEI (USA). Przed
przeprowadzeniem badania, probki zostalty pokryte warstwg ztota o grubo$ci
20 nm w napylarce prozniowej Q 150R S. Zdjecia byt wykonywane w trybie
prozniowym HiVac (wysoka prdznia) przy napieciu przyspieszajgcym wigzke
elektronéw wynoszgcym 2, 5,10 i 15 kV i zastosowaniu detektora ETD.
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Na podstawie obrazow SEM dokonano réwniez pomiarow srednic widkien oraz

wielkosci porow z uzyciem programu Imaged (National Institute of Health, USA).
e Badanie wytrzymatosci

Badania z uzyciem maszyny wytrzymatosciowej stanowig nieodzowne
narzedzie w inzynierii materiatowej. W przypadku badania wtokien podstawowg
funkcjg tej analizy jest okreslenie wtasciwosci mechanicznych, wsréd ktorych
wyrozni¢ mozna wytrzymatos¢ na rozcigganie, wydtuzenie przy zerwaniu oraz
modut sprezystosci. Na podstawie tych parametrow mozliwa jest ich ocena oraz
przypisanie odpowiedniego zastosowania. Zasada dziatania maszyny
wytrzymatosciowej bazuje na precyzyjnym przyktadaniu sprecyzowanego
odksztatcenia do prébki, dzieki czemu mozliwe jest okredlenie odpowiedzi
mechanicznej badanego materiatu. Parametry wytrzymato$ciowe wytworzonych
widkien zbadano na maszynie wytrzymatosciowej firmy Zwick (Ulm, Niemcy).
Przeprowadzone w oparciu o norme PN-EN ISO 5079:2021-03 [172] badanie
pozwolito okreslic wytrzymatos¢ wiasciwg badanych witdkien

Odlegtos¢ miedzy zaciskami wynosita 100 mm, a predkos¢ przesuwu belki
wynosita 100 mm/min. Dla kazdej wytworzonej prébki wykonane zostato dziesie¢
pomiarow, na podstawie ktérych wyznaczone zostaty srednia wytrzymatosc
wtasciwa i wydtuzenie przy zerwaniu.

Przed wykonaniem pomiaru okreslono mase liniowg badanych witdkien na

podstawie normy PN-ISO 1973:1997 [173] zgodnie ze wzorem:

T= 3)

m

N
Gdzie:

T- masa liniowa wtdkien (tex)
m- masa odcinka widkien (g)

[- dtugos$¢ odcinka witokien (km)
e Badanie zdolnosci sorpcyjnych

W przypadku materiatbw do zastosowan medycznych, a zwtaszcza
materiatdbw opatrunkowych bardzo istotnym parametrem jest ich zdolnosc
sorpcyjna. Norma PN-EN 13726-1:2005 opisuje metode oceny wtasciwosci
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sorpcyjnych materiatdw opatrunkowych. Chtonnos¢ przy swobodnym nasigkaniu
okresla ilos¢ ptynu, ktorg jest w stanie wchiongé badany materiat opatrunkowy.
Zdolnosci sorpcyjne stosowanego opatrunku powinny by¢ dopasowane do ilosci
i charakterystyki wysieku, jak i utrzymania wtasciwej wilgotnosci leczonej rany, co
ma kluczowe znaczenie w prawidtowym procesie gojenia. Jest to szczegdlnie
istotne w leczeniu ran przewlektych o znaczacej ilosci wysieku. Nadmierna ilos¢
wysieku w otoczeniu rany moze doprowadzi¢ do maceracji tkanek, a tym samym
powodowac infekcje i zaburzenia procesu gojenia. Dlatego badania zdolnosci
sorpcyjnych odgrywajg kluczowa role w badaniu zaréwno komercyjnie dostepnych
opatrunkow jak i projektowaniu nowych materiatow opatrunkowych.

Majgc na uwadze potencjalne wykorzystanie otrzymanych kopolimeréw do
celédw medycznych, przeprowadzono badanie chtonnosci wytworzonych z nich
materiatbw porowatych. Badania przeprowadzono w oparciu o norme PN-EN
13726-1:2005 (Rys. 18) [174].

roztwy

37°C
&
30 min
probka cieplarka

Rys. 18 Schemat badania wtasciwosci sorpcyjnych

Pierwszym etapem badan byto przygotowanie zgodnie z wytycznymi
zawartymi w normie wodnego roztworu A, ktory sktadat sie 0,8298% NacCl oraz
0.0368% CaClz i miat imitowac ptyny ustrojowe. Do badan przygotowano probki o
masie + 0,2 g, ktére nastepnie umieszczono w naczyniach zawierajgcych roztwor
A, ktory stanowit czterdziestokrotnos¢ masy probki. Tak przygotowane probki
umieszczono w suszarce laboratoryjnej, w ktorej temperatura miata by¢ podobna
do temperatury ludzkiego ciata i wynosita 37°C i pozostawiono na 30 minut. Po
wyjeciu preparatow z suszarki, w celu pozbycia sie niewchtonietej cieczy z prébek

podniesiono za jeden z ich rogdéw i trzymano w tej pozycji przez 30 sekund,
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a nastepnie zwazono. W oparciu o dokonane pomiary masy, obliczono zdolnosci

sorpcyjne badanych probek zgodnie z ponizszym wzorem:
my, — Mg
C R
. (4)
Gdzie:
Cm- chtonnos¢ masowa,
Mw- Mmasa probki nasyconej ciecza,

Ms- masa suchej probki.
e Pomiar kata zwilzania

Badanie kata zwilzania stanowi jedno z podstawowych narzedzi w ocenie
wiasciwosci powierzchniowych materiatow. Pozwala ona na ocene wiasciwosci
powierzchni badanej substancji pod katem hydrofilowosci czy hydrofobowosci.
Narzedziem wykorzystywanym do pomiaru kata zwilzania jest goniometr. Technika
badania z jego uzyciem polega na okresleniu charakterystyki interakcji miedzy
cieczg, a badang powierzchnig. Definiuje sie jg jako kat pomiedzy badang
powierzchnig, a kroplg cieczy na niej umieszczonej. Do podstawowych elementow
goniometru nalezg: ukfad dozowania cieczy- aplikuje on krople o okreslonej
objetosci na badang powierzchnie, stolik roboczy- umieszcza sie na niej badang
probke, uktad optyczny z kamerg- rejestruje obraz kropli, ktéry pozwala pozniej
dokonac¢ pomiaru oraz oprogramowanie analityczne- program przetwarzajgc obraz
kropli i analizujgcy jej ksztatt, a nastepnie w oparciu o model matematyczny
wyznacza kat styku pomiedzy kropla, a badang powierzchnia.

Kat zwilzania jest nastepnie wyznaczany zgodnie z rownaniem Younga:
_ySG —ySL

0
cos VLG

(5)

Gdzie:
ySG- napiecie powierzchniowe miedzy ciatem statym a gazem
ySL- napiecie powierzchniowe miedzy ciatem statym a cieczg
YLG- napiecie powierzchniowe miedzy cieczg a gazem

Jedyng wadg zastosowania goniometru jest mozliwa zalezno$¢ wynikow od
temperatury, wilgotnosci czy czystosci badanie powierzchni, jednak szybkos$¢
I precyzja pomiaru oraz mozliwos¢ badania wielu rodzajéw materiatow sprawia, ze

jest to urzadzenie szeroko stosowane do badan wtasciwosci polimeréw takich jak
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energia powierzchniowa czy obecnos¢ modyfikacji na powierzchni badanego
materiatu.

Pomiaru kata zwilzania wytworzonych z kopoliestréw folii polimerowych
dokonano przy uzyciu goniometru Rame-Hart Model 90 (Rame-Hart, Succasunna,
USA) oraz oprogramowania DROPImage Pro w wersji 3.19.12.0 (Rame-Hatrt,
Succasunna, USA). Do pomiaru wykorzystano wode destylowang, a dla kazdej

badanej probki wykonano dziesie¢ powtorzen.
e Ocena wiasciwosci antybakteryjnych

Wraz ze wzrastajgcg swiadomoscig co do higieny i ryzyka zwigzanego
Z rozprzestrzenianiem sie patogenow, wiasciwosci antybakteryjne sg coraz
istotniejsze dla szerszej gamy produktéw. Z tego powodu badania
antybakteryjnosci odgrywajg jedng z wazniejszych rol w projektowaniu materiatow,
ktére minimalizowa¢ bedg mozliwos¢ zakazen i infekcji. Jedng z metod, ktéra
W precyzyjny sposob pozwala oceni¢ skuteczno$¢ materiatu do hamowania
rozwoju bakterii jest norma I1SO 22196. Opisuje ona metody oceny
antybakteryjnosci powierzchni z tworzyw sztucznych oraz innych materiatow
nieporowatych.

Dla wytworzonych z otrzymanych kopoliestréw folii badania zostaty
przeprowadzone zgodnie z normg ISO 22196:2011[175]. Prébki byty sterylizowane
promieniowaniem UV przez 10 min dla kazdej strony. Nastepnie zawiesina bakterii
E. coli i S. aureus zostata naniesiona na badang probke folii 0 wymiarach 50x50
mm. Po 24 godzinach bakterie byty wymywane i oznaczana byta liczba komoérek,
ktdére przezyty kontakt z prébkg. Porownujgc jg z liczbg bakterii na probce
kontrolnej obliczano aktywnosc¢ antybakteryjng prébki badane;:

Aktywno$¢ przeciwbakteryjng R dla prébki badanej obliczano za wzoru:
R=(U;—Up) — (At — Up) = Uy — A, (6)

Gdzie:

Ar- logarytm dziesietny ze Sredniej liczby bakterii na prébce aktywnej po 24

godzinach

Ut- logarytm dziesietny ze Sredniegj liczby bakterii na folii kontrolnej po 24 godzinach

Uo- logarytm dziesietny ze $redniej liczby bakterii na folii kontrolnej w czasie 0

godzin

55



56



4. Wyniki badan

4.1. Synteza kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny z uzyciem
kwasu nadchlorowego

Pierwszym etapem przeprowadzonych prac badawczych byto opracowanie
warunkéw syntezy butyrylo-bursztyno chityny. W oparciu o badania prowadzone
nad uzyskaniem acetylomrowczanochityny [119,120], butyrylo-acetylo chityny
[122] zdecydowano sie na uzycie kwasu nadchlorowego.

Przygotowano cztery mieszaniny reakcyjne o roznych stosunkach
molowych zawartosci bezwodnika mastowego i bezwodnika bursztynowego
(Tabela 5) oraz 25 g zmielonej chityny. Tak przygotowane mieszaniny
umieszczono w chtodzonych reaktorach Wkraplacze wypetniono kwasem
nadchlorowym i powoli wkraplano do mieszaniny reakcyjnej. Proces syntezy

prowadzono przez 4 godziny, w temperaturze nieprzekraczajgcej 20°C (Rys. 19).

Tabela 4 Stosunek molowy bezwodnika kwasu mastowego i bezwodnika kwasu

bursztynowego w zaleznosci od wariantu syntezy

Bezwodnik kwasu mastowego | Bezwodnik kwasu bursztynowego

(mol) (mol)
Synteza 1 0,95 0,05
Synteza 2 0,85 0,15
Synteza 3 0,75 0,25
Synteza 4 0,65 0,35

Po zakonczeniu procesu syntezy, otrzymany produkt zobojetniono
z uzyciem 5% roztworu amoniaku, wyptukano w wodzie destylowanej- do
momentu, w ktorym zostato osiggniete pH neutralne, a nastepnie wysuszono.

Do suchych juz produktow kazdej z czterech syntez dodano alkohol etylowy,
w celu oddzielenia ich z nieprzereagowanej w trakcie procesu chityny.
Przygotowano roztwory o stezeniu okoto 7%, a nastepnie mieszano przez 24
godziny. Kolejnym krokiem byto wytrgcenie roztworéw polimeru do wody
destylowanej. Wydajnos¢ procesu byta bardzo niska, ponadto w otrzymanym
produkcie widoczna byta rowniez znaczna iloS¢ nieprzereagowanej chityny.

Otrzymany produkt pozwolit jedynie na wykonanie analizy FTIR ATR.
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kwas
nadchlorowy

bezwodnik kwasu
butyrylowego

bezwodnik kwasu ‘
bursztynowego

chityna

plaszcz chlodzycy
Rys. 19 Schemat procesu syntezy z uzyciem kwasu nadchlorowego

e Analiza FTIR ATR Kkopolimeru butyrylo-bursztyno chityny

syntezowanego z uzyciem kwasu nadchlorowego

W celu oceny efektéw syntezy z uzyciem kwasu nadchlorowego
przeprowadzono analize FTIR ATR uzyskanych polimeréw. W przedstawionych
ponizej widmach (Rys. 20) nie wida¢ znaczgcych roznic miedzy referencyjnym
widmem chityny, a widmami otrzymanych polimeréw. Nadal widoczne sg drgania
rozciggajgce pochodzgce od grupy -OH przy diugosci fali od 3600 cm™ do 3200
cm oraz drgania rozciggajgce pochodzgce od grupy -CH przy dtugosci fali 2876
cm?t. W przypadku produktéw syntezy, zauwazy¢ mozna pojawienie sie
niewielkich pikow przy diugosci fali 2968 cm*, ktére réwniez pochodzg od grupy
- CH oraz bardziej intensywnych pikow przy dtugosci fali 1732 cm, ktére
odpowiadajg drganiom rozciggajgcym C=0. Piki te mogg wskazywac¢ na proces
estryfikacji otrzymanych polimerow lub obecno$¢ zwigzkéw zawierajgcych
karbonylowych- co moze by¢ spowodowane niskimi wydajnosciami reakcji
i niemozliwoscig prawidtowego oczyszczenia produktéw przed poddaniem ich

badaniu.

58
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chityna

synteza |

synteza 2

synteza 3

synteza 4

Rys. 20 Widmo FTIR butyrylo-bursztyno chityny syntezowanej z uzyciem kwasu

nadchlorowego
Podsumowanie

Proces syntezy z uzyciem kwasu nadchlorowego charakteryzuje sie niskg
wydajnoscia oraz obecnos$cig duzej ilosci nieprzereagowanej chityny
w otrzymanych produktach. Wystarczajgcg ilos$¢ produktu do prowadzenia dalszej
analizy udato sie uzyskac tylko w przypadku dwéch z czterech syntez. Otrzymane
widma FTIR ATR potwierdzity brak wyraznych roéznic miedzy otrzymanymi
kopolimerami, a referencyjnym widmem chityny. Nowy pik przy dtugosci fali
1732 cm* $wiadczy o niewystarczajgco skutecznym procesie estryfikacji. W celu
przeprowadzenia reakcji 0 wysokiej wydajnosci konieczna jest zmiana warunkow

reakcji.

4.2. Synteza kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny z uzyciem jako

katalizatora kwasu metanosulfonowego- wariant |

Ze wzgledu na minimalng wydajnos¢ oraz znikome zajScie procesu
estryfikacji produktéw otrzymanych w wyniku syntez z uzyciem kwasu
nadchlorowego, zdecydowano sie na zmiane katalizatora. Kolejnym wytypowanym
katalizatorem byt kwas metanosulfonowy, ktéry podobnie jak kwas nadchlorowy

byt wczesniej stosowany w pracach opisujgcych synteze pochodnych chityny
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[102,106,122]. Zdecydowano sie na przeprowadzenie syntezy z jego uzyciem
I ponownie przygotowano cztery mieszaniny, z ktorych kazda zawierata 25¢g
chityny, 100 cm?® kwasu metanosulfonowego oraz bezwodniki kwasu mastowego

i bursztynowego w réznych stosunkach molowych zgodnie z Tabelg 5.

Tabela 5 Stosunek molowy bezwodnika kwasu mastowego i bezwodnika kwasu

bursztynowego w zalezno$ci od wariantu syntezy

Bezwodnik kwasu mastowego | Bezwodnik kwasu bursztynowego

(mol) (mol)
Synteza la 0,95 0,05
Synteza 2a 0,85 0,15
Synteza 3a 0,75 0,25
Synteza 4a 0,65 0,35

Gotowe mieszaniny umieszczono w chtodzonych reaktorach, w ktérych
prowadzono proces syntezy przez 4 godziny, czesto mieszajgc oraz dbajgc o to
aby temperatura mieszaniny reakcyjnej nie przekroczyta 4°C (Rys. 21). We
wszystkich przypadkach w trakcie trwania procesu zauwazy¢é mozna byto
zmieniajgcya sie strukture mieszaniny reakcyjnej.

kwas

metanosulfonowy

bezwodnik kwasu
butyrylowego
bezwodnik kwasu
bursztynowego ‘

A

chityna

plaszcz chtodzacy

Rys. 21 Schemat procesu syntezy z uzyciem kwasu metanosulfonowego

Po czterech godzinach prowadzenia reakcji, produkty Syntez 1a, 2a, 3ai4a
zobojetniono 5% roztworem amoniaku, a nastepnie ptukano w wodzie

destylowanej do momentu otrzymania neutralnego pH, a tym samym pozbycia sie
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Zz mieszaniny nieprzereagowanego kwasu metanosulfonowego. Zneutralizowany
produkt doktadnie wysuszono, po czym sporzgdzono okoto 7% roztwory
produktow kazdej z syntez w alkoholu etylowym, ktére nastepnie mieszano przez
24 godziny. Po tym czasie roztwory pozostawiono na kilka godzin w celu
rozdzielenia sie klarownej czesci roztworu od osadu w nim wystepujgcego. Kiedy
widoczny byt juz podziat na dwie frakcje, zdekantowano klarowne czesci
roztworéw. Wykorzystujgc fakt, ze zsyntezowane estry chityny nie rozpuszczajg
sie w wodzie, wytrgcono rozpuszczone produkty do wody destylowanej,
a nastepnie odsgczono z uzyciem tygla Schotta. Otrzymane polimery suszono az
do otrzymania ich statej masy. W przypadku syntezy 1a i 2a udato sie otrzymac
wystarczajgcg ilos¢ produktu, aby mozliwe byto jego poddanie dalszej analizie
z uzyciem 'H NMR i FTIR ATR. Natomiast w przypadku produktéw syntez 3a i 4a
podobnie jak w przypadku syntez z wykorzystaniem kwasu nadchlorowego
wydajnosc¢ procesu byta bardzo niska, co skutkowato otrzymaniem ilosci produktu

pozwalajgcej jedynie na analize FTIR ATR.

e Analiza FTIR ATR kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny

syntezowanego z uzyciem kwasu metanosulfonowego- wariant |

Aby mozliwa byta ocena zmian w strukturze wytworzonych z uzyciem kwasu
metanosulfonowego polimerdéw przeprowadzono analize FTIR ATR (Rys. 22-23).
Do badan uzyto polimerow w formie proszku. W odréznieniu od niezmodyfikowanej
chityny w otrzymanych polimerach widoczny jest zanik piku przy dtugosci fali 3500-
3200 cm?, co jest zwigzane z modyfikacjami grup -OH lub -NH w wyniku
estryfikacji. Przy dlugosci fali 1732 cm™ zauwazyé mozna nowe i intensywne
pasma absorpcji pochodzgce od grupy karbonylowej, a tym samym wynikajgce
z procesu estryfikacji. Piki pochodzgce od grup amidowych | przy diugosci fali
1650-1620 cm™ oraz amidowych Il 1550-1500 cm™ sg widoczne zaréwno
w widmach chityny, jaki i w nieco zmienionej formie w widmach produktéw syntezy.
Piki te sg charakterystyczne dla naturalnych struktur amidowych w chitynie, a ich
zmiana moze sugerowa¢ modyfikacje strukturalng w grupach amidowych, za co
odpowiada uzycie bezwodnika kwasu bursztynowego. W  zakresie
daktyloskopowym widoczne sg pasma pochodzgce od wigzan glikozydowych
C- O-C przy dtugosci fali 898 cm™. Ich niewielka zmiana w przypadku produktéw
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syntez, w porownaniu do chityny jest spowodowana modyfikacjami, ktére zaszty
w trakcie procesu estryfikacji. We wszystkich widmach produktow syntezy sg
widoczne delikatne przesuniecia lub zmiany w intensywnosci pikow w stosunku do
niemodyfikowanej chityny. Wynikajg one z procesu estryfikacji, ktéremu zostaty
poddane badane proébki.

. grupa amidowa |
grupy -OH i -NH grupa
—_——

~— ‘
grupa amidowa Il  C-O-C
— l
: chityna
' BSC syn. la
- BSC syn. 2a
« BSC syn. 3a
BSC syn. 4a

Rys. 22 Widma FTIR ATR butyrylo-bursztyno chityny syntezowanej z uzyciem kwasu

metanosulfonowego- metoda |

grupa karbonylowa ;
chityna

BSC syn. la
BSC syn. 2a
BSC syn. 3a
BSC syn. 4a
grupa amidowa I
[

grupa amidowa II
[ e~ |

Rys. 23 Widma FTIR ATR butyrylo-bursztyno chityny syntezowanej z uzyciem kwasu

metanosulfonowego- metoda |
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e Analiza 'H NMR kopolimeru butyrylo-bursztyno  chityny

syntezowanego z uzyciem kwasu metanosulfonowego- wariant |

W celu oceny stopnia podstawienia grupami funkcyjnymi produkty syntezy
zostaty poddane analizie *H NMR (Rys. 24-25). Do badan wykorzystano jedynie
produkty wytworzonych syntezach 1a i 2a, niestety ilos¢ produktéw wytworzonych
w ramach syntez 3a i 4a okazata sie zbyt mata, aby mozliwe byto ich doktadne
oczyszczenie i dalsza analiza

W widmie 'H NMR (Rys. 24), ktére zostato wykonane dla produktu syntezy

1a, mozliwe jest wyodrebnienie nastepujgcych sygnatéw protonéw (Tabela 6):

Tabela 6 Sygnaty protonéw w widmie 1H NMR produktu syntezy la

Rodzaj grupy Przesuniecie chemiczne (ppm)
NH2 7,8
CH2 2,9-2,7
Beta-CH2 2,3-2,1
Gamma-CH:2 1,7-1,6
CH2 1,47
CHs 0,910,84
| -
r+—tf——l :
[ | | |‘ |
rl ' | ," | | l
J j/ /// // /I / / rz / ’
|
CH , |
gammu-(‘Hzﬂ |
[
a-CH 2|CH , [
NH 2 ‘.hl '
| M Mt t
’ J
’k‘ Ji\/-j\/ b LV
- - .

Rys. 24 Widmo H NMR produktu syntezy la
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Ponizsze widmo 'H NMR (Rys. 25) jest wynikiem analizy produktu syntezy 2a.
Na jego podstawie zostaty zidentyfikowane ponizsze sygnaty protonéw (Tabela 7).

Tabela 7 Sygnaty protonéw w widmie *H NMR produktu syntezy 2a

Rodzaj grupy Przesuniecie chemiczne (ppm)
NH:2 7,8
Ha 4.9
CH2 2,9-2,7
Beta-CH2 2,3-2,1
Gamma-CH: 1,7-1,6
CH> 1,47
CHs 0,9i0,84
CH ,
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Rys. 25 Widmo *H NMR produktu syntezy 2a
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W oparciu o wzoér ponizej mozliwe byto obliczenie stopnia podstawienia (DS)
grupami funkcyjnymi przytgczonymi w wyniku reakcji estryfikacji- pochodzgcymi od
bezwodnika butylowego i bursztynowego, polimeréw otrzymanych w syntezie la
i 2a (Tabela 8):

1
DSy = %

Gdzie:

I, cn, — Wartos¢ catkowa dla intensywnosci sygnatu, pochodzgcego od protonow

w grupie metylowej reszty kwasu mastowego przy 0,60 ppm
Iy, y, catkowa warto$¢ intensywnosci sygnatow w zakresie 3,0-4,2 ppm,

pochodzgcych od protonéw Hz - Hs w cztonie glukozamidowym polimeru

Tabela 8 Stopnie podstawienia

Stopnie
Stosunek reagentow w podstawienia Teoretyczne
mieszaninie (mol) ozhaczone stopn_le .
Nazwa metodg H podstawienia
probki NMR
Bezwodnik Bezwodnik
kwasu kwasu DSs DSs DSg DSs
mastowego | bursztynowego
SyTaeza 0,95 0,05 1,74 | 0,05 1,90 | 0,10
Sygtaeza 0,85 0,15 1,48 | 0,30 1,70 | 0,30
Gdzie:

DSe stopien podstawienia grupami butyrylowymi

DSs stopien podstawienia grupami bursztynowymi

Na podstawie obliczen wykonanych dla produktu syntezy la mozna
stwierdzi¢, ze podstawienie grupami butyrylowymi jest niekompletne. Wynosi on
bowiem 1,74, a jego teoretyczny stopieh podstawienia to 1,9. Podobng zaleznosc¢
mozna zauwazy¢ w przypadku podstawienia grupami bursztynowymi, gdzie
teoretyczny stopien podstawienia wynosi 0,1, natomiast otrzymany produkt
charakteryzuje sie stopniem podstawienia 0,05

Produkt syntezy 2a osiggngt stopien podstawienia zgodny z jego

teoretyczng wartoscig. Zarébwno w przypadku teoretycznego jak i uzyskanego
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stopnia podstawienia wartos¢ ta wynosi 0,3. Natomiast w przypadku grup
butyrylowych nie udato sie uzyskac¢ zatozonego stopnia podstawienia, poniewaz
jego teoretyczna, wynikajgca z ilosci wykorzystanego bezwodnika wartos¢ wynosi
1,9, a uzyskany produkt ma stopien podstawienia o wartosci 1,74. Stopien

deacetylacji chityny obliczony na podstawie integracji wynosit 0,25.
Podsumowanie

W  przypadku syntez przeprowadzonych z uzyciem kwasu
metanosulfonowego wydajnos¢é procesu réwniez byta niska. Otrzymana ilos¢
kopoliestrow w przypadku produktdow syntezy 1a i 2a pozwolita na
przeprowadzenie analizy FTIR ATR oraz *H NMR. Niestety wydajnos¢ syntez 3a
i 4a byta na tyle niska, ze mozliwe byto jedynie przeprowadzenie analizy FTIR
ATR. Na podstawie widm FTIR ATR wszystkich badanych probek butyrylo-
bursztyno chityny wykazano zmiany w strukturze kopoliestréw w odniesieniu do
prébki chityny. Zanikowi ulegty pasma przy dtugosci fali 3500-3200 cm-1, pojawity
sie rowniez piki pochodzgce od wigzania karbonylowego przy 1732 cm-1 co
potwierdzito zaj$cie procesu estryfikacji. Analiza *H NMR wykazata, ze zaréwno w
przypadku produktdow syntezy 1a, jak i 2a stopnie podstawienia grupami
butyrylowymi i bursztynowymi nie osiggnety zatozonych wartosci. W celu poprawy

wydajnosci reakcji niezbedna jest zmiana warunkéw reakcji.

4.3. Synteza butyrylo-bursztyno chityny z uzyciem jako katalizatora

kwasu metanosulfonowego- wariant Il

Ze wzgledu na niskg wydajnos¢ dwdch z czterech wariantdw syntez,
zdecydowano sie na modyfikacje metody, w ktorej kwas metanosulfonowy zostat
uzyty jako katalizator. Poniewaz w pierwszym wariancie syntezy z uzyciem kwasu
metanosulfonowego wystepowaty problemy z ciggtym utrzymaniem odpowiednio
niskiej temperatury, zwtaszcza na poczatkowym etapie reakcji, zdecydowano sie
na wstepne schiodzenie substratow reakcji. Proporcje uzytych bezwodnikow
zostaty przedstawione w tabeli 9.
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Tabela 9 Stosunek molowy bezwodnika kwasu mastowego i bezwodnika kwasu

bursztynowego w zaleznosci od wariantu syntezy

Bezwodnik kwasu Bezwodnik kwasu

mastowego (mol) bursztynowego (mol)
Synteza 1b BSC 90/10 0,90 0,10
Synteza 2b BSC 80/20 0,80 0,20
Synteza 3b BSC 70/30 0,70 0,30
Synteza 4b BSC 60/40 0,60 0,40

W celu tatwiejszej interpretacji wynikéw badan w dalszej czesci pracy
stosowane beda skréoty BSC 90/10, BSC 80/20, BSC 70/30 i BSC 60/40.

Przygotowane substraty umieszczono w chtodzonym reaktorze, po czym
dodano do nich katalizator- rowniez wczesniej schtodzony. Reakcje prowadzono
przez 4 godziny w temperaturze nieprzekraczajgcej 4°C, czesto mieszajgc w celu
zapobiegniecia miejscowym przegrzaniom mieszanin reakcyjnych. Réwniez
w przypadku wariantu Il syntezy dato sie zauwazy¢ zmieniajgcg sie wraz z
trwajgcym czasem strukture mieszanin reakcyjnych. Po uptywie czasu
prowadzenia reakcji, zneutralizowano produkty syntez za pomocag 5% wodnego
roztworu amoniaku, a nastepnie ptukano w wodzie destylowanej, az do momentu
otrzymania neutralnego pH wody, co sygnalizowato pozbycie sie
nieprzereagowanego kwasu metanosulfonowego z otrzymanych polimeréw.

Wysuszone juz produkty syntez rozpuszczono w alkoholu etylowym, gdzie
polimery stanowit okoto 7% masy catego roztworu i mieszano przez 24 godziny.
Po uptywie tego czasu roztwory pozostawiono na kilka godzin w celu umozliwienia
procesu sedymentacji. Kiedy widoczny byt juz wyrazny rozdziat frakcji we
wszystkich roztworach, klarowne czesci zostaly zdekantowane, a pozostatosci
zostaly odwirowane w celu maksymalnego oddzielenia polimerow od czesci
nieprzereagowanych.

Klarowne czesci roztworéw, bedgce oczyszczonymi frakcjami polimerow,
wytrgcono nastepnie do wody destylowanej. Nastepnie oddzielono je od wody
z uzyciem tygla Schotta i pozostawiono do wyschniecia az do otrzymania statej
masy.

Ze wzgledu na fakt uzyskania wysokiej wydajnosci reakcji we wszystkich

wariantach, postanowiono przystgpi¢ do dalszej analizy otrzymanych polimerdw.
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e Analiza FTIR ATR butyrylo-bursztyno chityny z uzyciem kwasu

metanosulfonowego- wariant Il

W celu potwierdzenia zmian w budowie wytworzonych polimeréow
przeprowadzono badanie technikg FTIR ATR (Rys. 26- 27). Polimery w formie
proszku zbadano metodg odbiciowg. W widmach spektroskopowych chityny
mozna zaobserwowac charakterystyczne sygnaty, ktore korelujg z okreslonymi
grupami funkcyjnymi w jej strukturze. Pasma w obszarze 4000- 3000 cm
zwigzane sg z drganiami rozciggajgcymi grup hydroksylowych (-OH) oraz grup
amidowych i aminowych (-NH) w chitynie. W przypadku wszystkich produktow
syntez widoczne jest zmniejszenie intensywnosci pasm w obszarze 3600-
3000 cm?, co $wiadczy o zredukowaniu grup -OH oraz NH2 wskutek reakc;ji

estryfikacji i ograniczeniu liczby wigzan wodorowych w wyniku wprowadzenia grup

estrowych.
pierscien glikozydowy
| S—
C-0-C
2 amidowal 1CO
grupy -OH i -NH grupﬁﬂ‘mdou al i
-g —C.o &rupa ?Llidowa 11

chityna
BSC 90/100
BSC 80/20

BSC 70/30

BSC 60/40

Rys. 26 Widma wytworzonych polimerow w odniesieniu do chityny z krewetek

Pasma w zakresie 3000-2800 cm™ przypisywane sg drganiom
rozciggajacym pochodzgcym od grup -CH. W widmach otrzymanych polimerow
zauwazy¢ mozna, ze pasma te sg bardziej zdefiniowane, co s$wiadczy

o skutecznym wprowadzeniu grup alkilowych pochodzgcych z bezwodnika kwasu
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mastowego oraz bezwodnika kwasu bursztynowego. Ponadto w spektrogramie
chityny widoczne sg intensywne sygnaty charakterystyczne dla grup amidowych.
Pasmo o maksimum 1656 cm™ jest przypisane do grupy amidowej |, podczas gdy
pasmo przy 1554 cm* odpowiada grupie amidowej Il. W widmach otrzymanych dla
produktow syntezy zauwazy¢ mozna czesciowy zanik tych pikéw, co wskazuje na
czes$ciowg modyfikacje grup amidowych, w wyniku reakcji z bezwodnikami oraz
potwierdza zmniejszenie udziatu amidéw w strukturze otrzymanych kopoliestrow.

W obszarze 1200-900 cm, ktory zwigzany jest z pierscieniem
glikozydowym nie sg zauwazalne szczegolne roznice. W widmie chityny widoczne
sg charakterystyczne dla pierscienia glikozydowego drgania symetryczne
i asymetryczne, mostkéw tlenowych w pierscieniu glikozydowym (C-O-C) przy
dtugosci fali 1150 cm™ oraz drganiom C-O w strukturze pierscieniowej przy
dtugosci fali 1030-1100 cmt. W widmach wytworzonych polimeréw nadal obecne
sg pasma charakterystyczne dla pierdcienia glikozydowego. Widoczne jest
réwniez pasmo pochodzgce od nowopowstatych wigzan estrowych przy dtugosci
fali 1100-1000 cm, ktére czesciowo natozyly sie na sygnaty z pierscienia
glikozydowego. Dowodzi to, ze charakterystyczny dla chityny pierscien
glikozydowy zostat zachowany dla wszystkich wytworzonych polimeréw, zmianie
ulegto tylko jego otoczenie chemiczne. Po procesie syntezy nadal widoczne sg
zarowno mostki tlenowe (C—-O-C), jak i podstawowe wigzania w strukturze
pierscieniowej w zakresie 1200-900 cm™'. W przeciwienstwie do referencyjnego
widma chityny w produktach wszystkich syntez zauwazy¢ mozna nowe intensywne
pasma przy dtugosci fali 1740-1730 cm™ pochodzace od grup karbonylowych
(=C- O). Grupy te sg charakterystyczne dla grup estrowych oraz dowodzg
skutecznosci procesu estryfikacji z uzyciem bezwodnikbw mastowego

I bursztynowego.
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chityna

BSC 90/10
BSC 80/20
BSC 70/30

BSC 60/40
grupa amidowa 11

grupa amidowa I l

l

Rys. 27 Obszar wystepowania nowych wigzan w wytworzonych polimerach w odniesieniu

do chityny z krewetek
e Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego

Aby okresli¢ zmiany w strukturze chemicznej otrzymanych polimerow
przeprowadzono analize 'H NMR. Przed przygotowaniem probek do badania,
ponownie rozpuszczono czesci produktéw syntez w alkoholu etylowym,
a nastepnie odwirowano w celu usuniecia drobniejszych zanieczyszczen.
Doktadnie oczyszczone produkty wytrgcono do wody destylowanej, a nastepnie
WYsuszono z uzyciem wagosuszarki az do osiggniecia statej masy. Przygotowane
w ten sposéb prébki polimerdw w postaci proszku rozpuszczono w deuterowanym
DMSO. W przedstawionych widmach *H NMR (Rys.28-31) mozna zidentyfikowaé

sygnaty protonowe, przedstawione w tabeli 10.

Tabela 10 Sygnaty protonowe

Rodzaj grupy Przesuniecie chemiczne (ppm)
NH2 7.8
CH: 2,4-2,2
Beta-CH2 2,3-2,1
Gamma-CH: 1,7-1,6
CHz 1,47
CHs 0,9i0,84
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Na podstawie analizy 'H NMR mozliwe jest okreslenie stopnia podstawienia
grupami butyrylowymi i bursztynowymi (Tabela 11).

Tabela 11 Stopien podstawienia grupami butyrylowymi i bursztynowymi

Stopnie
. o Teoretyczne
Stosunek reagentéw w podstawienia stopnie
mieszaninie (mol) okreslone za p_ .
Nazwa 1 podstawienia
r6bki pomocg “H NMR
P Bezwodnik Bezwodnik
kwasu kwasu DSs DSs DSs DSs
mastowego | bursztynowego
BSC
90/10 0.9 0.1 1.8 0.2 1.8 0.2
BSC
80/20 0.8 0.2 1.6 0.4 1.6 0.4
BSC
20/30 0.7 0.3 1.2 0.8 1.4 0.6
BSC
60/40 0.6 0.4 1.2 0.8 1.2 0.8
Gdzie:
DSs — stopien podstawienia grupami pochodzgcymi z bezwodnika kwasu
mastowego
DSs- stopien podstawienia grupami pochodzgcymi z bezwodnika kwasu
bursztynowego

Dla BSC 90/10 stopien podstawienia obliczony dla grup pochodzgcych
z bezwodnika kwasu butyrylowego wynosi 1,8, co odpowiada maksymalnemu
teoretycznemu stopniowi podstawienia. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
w przypadku grup pochodzgcych z bezwodnika kwasu bursztynowego — obliczony
na podstawie widm 'H NMR stopien podstawienia wynosi 0,2, co rowniez jest
zgodne z wartoscig teoretyczng.

W kopolimerze BSC 80/20 stopien podstawienia grupami z bezwodnika
kwasu mastowego wynosi 1,6, osiggajgc warto§¢ maksymalng. Dla grup
pochodzgcych z bezwodnika kwasu bursztynowego rowniez zaobserwowano
zgodnos¢ z teoretycznym maksymalnym stopniem podstawienia.

Kopolimery BSC 70/30 i 60/40 wykazujg rozne wartosci stopni podstawienia. Dla

produktu BSC 70/30 stopien podstawienia grupami z bezwodnika kwasu
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mastowego wynosi 1,2 (teoretyczna wartos¢ to 1,4), natomiast dla grup
z bezwodnika kwasu bursztynowego wynosi 0,8 (przy wartosci teoretycznej 0,6).
W przypadku syntezy 4b stopnie podstawienia dla obu typdw grup sg zgodne
z wartosciami teoretycznymi.

Powodem zbyt niskiego podstawienia grupami kwasu mastowego w BSC
70/30 jest wystgpienie efektu sterycznego, w tym przypadku zawady
przestrzennej. Grupy pochodzgce od bezwodnika kwasu bursztynowego sg
wieksze w poréwnaniu do grup bezwodnika mastowego, co powoduje ograniczenia
przestrzenne i trudnos¢ w dostepie mniejszych grup do miejsc reaktywnych.
WyzZsze niz teoretycznie podstawienie grupami pochodzgcymi z ~ bezwodnika
kwasu bursztynowego wynika z jego bardziej symetrycznej struktury,
w poréwnaniu do bezwodnika kwasu mastowego. Powoduje to jego wiekszg
reaktywnos¢ i podatnos¢ na atak nukleofilowy co prowadzi do bardziej
efektywnego i szybszego postepowania reakcji. Dodatkowo bezwodnik kwasu
bursztynowego ma strukture czteroczionowego pierscienia w wyniku czego
generowane jest napiecie pierscieniowe, ktore sprawia, ze wigzania stajg sie
bardziej podatne na rozerwanie w trakcie prowadzenia reakcji chemicznych.
Natomiast bezwodnik kwasu mastowego, nie posiada takiego napiecia co

powoduje jego nizszg reaktywnos¢ [176,177].
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Podsumowanie

W wyniku kolejnej syntezy z uzyciem kwasu metanosulfonowego jako
katalizatora uzyskano wysokg wydajnosc¢ reakcji, a tym samym wystarczajgcqg do
dalszej analizy ilos¢ kopolimerow butyrylo-bursztyno chityny. Dzieki uzyciu analizy
FTIR ATR potwierdzono zmiany w strukturze chemicznej wytworzonych
kopoliestréw. Zaobserwowany zostat czesciowy zanik pasm w obszarze 3600-
3000 cm?, co zwigzane jest z estryfikacjg grup hydroksylowych i aminowych.
Obecnos¢ grup alkilowych pochodzgcych z bezwodnika kwasu mastowego
I bursztynowego zostata potwierdzona przez pojawienie sie nowych pasm
w zakresie 3000-2800 cm™. Pasma pochodzace od grup karbonylowych przy
dtugosci fali 1740-1730 cm™? dowodzg skutecznego przeprowadzenia reakcji
estryfikacji. We wszystkich produktach syntezy zostat roéwniez zachowany
pierscien glikozydowy chityny.

W przypadku stopnia podstawienia grupami butyrylowymi i bursztynowymi
wiekszos$¢ produktow uzyskata zgodnos¢ wartosci teoretycznych z otrzymanymi.
Wyijatek stanowito BSC 70/30, w przypadku ktorego wystgpit efekt steryczny.
Dodatkowo wyzsza reaktywno$¢ bezwodnika bursztynowego przyczynita sie do
bardziej efektywnego podstawienia, tym samym blokujgc mozliwo$¢ podstawienia

grupami kwasu mastowego.
e Wiasciwosci termiczne

W celu oceny wptywu procesu estryfikacji na wiasciwosci termiczne
wytworzonych polimerow przeprowadzono analize termograwimetryczng. Krzywe
termograwimetryczne (Rys. 32-33) dla wszystkich prébek charakteryzujg sie

jednoetapowg degradacja, a réznice miedzy nimi sg stosunkowo niewielkie.
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Rys. 33 Krzywe termograwimetryczne dla BSC 70/30 i BSC 60/40

Pierwszy etap procesu rozpoczyna sie dla wszystkich prébek
w temperaturze okoto 50°C, najwiekszy ubytek masy obserwowany jest
w temperaturze 80,0-83,5°C, a proces konhczy sie w temperaturze od 96,7°C do
103,1°C w zaleznoéci od badanej probki (Tabela 12). Ubytek masy badanych
prébek jest niewielki i zamyka sie w granicach 3,1-3,5%. Jest on spowodowany

odparowaniem wody lub innych rozpuszczalnikéw lotnych oraz utratg
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rozpuszczalnikow resztkowych. Jest to proces fizyczny i nie powoduje degradacji
polimeréw. Etap gtéwnej degradacji termicznej rozpoczyna sie w znacznie wyzszej
temperaturze (289,7- 291,1°C), temperatura, w ktérej obserwowany jest
najwiekszy ubytek masy miesci sie w granicach 314-322,6°C, a maksymalna
temperatura 340-351,4°C konczy etap degradacji. Ubytek masy w trakcie tego
etapu jest znaczacy i waha sie w granicach 81,1-83,8%, co oznacza intensywng
degradacje materiatu, jest to proces charakterystyczny dla termicznej degradacji

polimeru.

Tabela 12 Temperatury utraty masy dla badanych probek

Temperatura utraty masy Gtéwna degradacja termiczna
ool e e
] [%]

9%‘75) 54,5181,1]1031| -35 |3005]320,7]3403| -82,6
8%?,2) 5031800 96,7 | -31 |291,1]322,6]3514| -838
7%??% 53,5 79,7 1014 | 32 |2906]3194]3474| -811
6%?4% 515|835 994 | 33 |2897]|3141]3461| -816

Gdzie: Tn- temperatura utraty masy

Stawski i inni [178] wykazali, ze podstawowy zakres degradacji termicznej
chityny wynosi 300-460°C, w zaleznosci od zrddta jej pochodzenia [179].
Temperatura degradacji wytworzonych kopoliestrow miesci sie w zakresie

temperatur degradacji chityny.
Podsumowanie

Analiza wtadciwosci termicznych wytworzonych polimeréw wykazata, Zze
w trakcie procesu ogrzewania wystepujg dwa etapy utraty masy. Pierwszy z nich
zwigzany jest z odparowywaniem wody oraz lotnych rozpuszczalnikéw. Proces ten
konczy sie niewielkim ubytkiem masy i nie powoduje degradacji polimerow. Drugi,
a tym samym gtéwny etap rozktadu termicznego powoduje znaczacy ubytek masy

i zachodzi w temperaturze 314°C a 322,6°C. Zakres temperatury degradacji
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termicznej wytworzonych kopoliestrow jest zatem zblizony do temperatury

degradacji chityny.

4.4. Ocena wilasciwosci folii

e Wyznaczanie kata zwilzania

Wartosc¢ kata zwilzania okresla hydrofobowo$¢ lub hydrofilowosé materiatu.
Przyjmuje sie, ze kat zwilzania nizszy niz 90° oznacza, ze materiat jest bardziej
hydrofilowy, natomiast wyzszy niz 90° swiadczy o wiekszej hydrofobowosci.
W przypadku wszystkich badanych prébek kat zwilzania wynidst mniej niz 90° co
oznacza, ze charakteryzujg sie one wiekszg hydrofilowoscig (Tabela 13).

Najwyzszy kat zwilzania odnotowano dla foli otrzymanej z BSC 90/10 co
wskazuje na jej najsilniejsze wtasciwosci hydrofobowe w poréwnaniu do
pozostatych prébek. Jest to zwigzane z najwyzszg zawartoscig grup butyrylowych,
ktére zbudowane sg =z krétkich, alifatycznych tancuchoéw posiadajgcych
hydrofobowy charakter. Probka wytworzona z produktu syntezy 2b ma nieco
nizszy kat zwilzania niz pierwsza probka, wynika to najprawdopodobniej
z wyzszego udziatu grup bursztynowych w wytworzonym polimerze. Grupy
pochodzgce od bezwodnika kwasu bursztynowego zawierajg grupy karbonylowe
oraz hydroksylowe, ktére nadajg mu nieco hydrofilowy charakter. Natomiast
prébka uzyskana z BSC 70/30 ma jeszcze bardziej hydrofilowy charakter niz prébki
otrzymane z BSC 90/10 i BSC 80/20. Jest to zwigzane z jeszcze wyzszg
zawartoscig grup bursztynowych w polimerze. Najnizszy kat zwilzania odnotowano
dla probki wytworzonej z produktu BSC 60/40, mozna zatem stwierdzi¢, ze ma ona

najbardziej hydrofilowy charakter.
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Tabela 13 Srednia warto$¢ kata zwilzania

Srednia warto$¢ kata zwilzania
L

BSC 90/10 75,62+4,56
+

BSC 80/20 72,46+2,83
v -
—!—

BSC 70/30 68,45£0,82
+

BSC 60/40 65,45+1,44
£
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W kontekscie potencjalnego zastosowania wytworzonych polimerow
w medycynie wartoS¢ kata zwilzania odgrywa jedng z istotniejszych rol w
okresleniu ich przysziego zastosowania. Materiaty o wiekszej hydrofilowosci-
probki 3 i 4 sprzyjajg lepszej interakcji materialu polimerowego z tkankami
(materiaty opatrunkowe, rusztowania tkankowe czy implanty), zmniejsza ryzyko
wystgpienia reakcji zapalnych oraz utatwiajg tworzenie sie warstwy hydratacyjnej,
ktéra powoduje stabszg adhezje biatek i komoérek. Ze wzgledu na swoje
wiasciwosci materiaty wytworzone z produktow syntezy 3b i 4b mogtyby znalez¢
zastosowanie w inzynierii tkankowej do wytwarzania scaffoldow wspierajgcych
regeneracje tkanek oraz jako nos$nik lekow. Wieksza zawartos¢ grup
pochodzgcych od bezwodnika bursztynowego, a tym samym wieksza
hydrofilowo$¢ moze wptywac na przyspieszenie procesu biodegradacji materiatu
polimerowego w wilgotnym srodowisku.

Z kolei materiaty charakteryzujgce sie nieco wyzszg hydrofobowoscig-
probki 1 oraz 2 bedg ograniczac interakcje materiatu polimerowego z wodg oraz
komorkami, co bedzie miato pozytywny wptyw w przypadku zastosowan takich jak
powtoki ochronne np. do stentéw. Materialy z wyzszg zawartoscig grup
pochodzgcych od bezwodnika kwasu mastowego bedg one charakteryzowaty sie

wolniejszym przebiegiem procesu biodegradaciji.
e Badania antybakteryjnosci

Badanie aktywnosci antybakteryjnej materiatbw pozwala ocenic, czy dany
materiat moze skutecznie ogranicza¢ rozwoj bakterii. W celu oceny kopolimerow
pod kgtem ich mozliwych wtasciwosci antybakteryjnych przeprowadzono badanie
z uzyciem Staphylococcus aureus, czyli Gram-dodatniej bakterii wystepujgcej na
skorze, oraz Escherichia coli, Gram-ujemnej bakterii wchodzgcej w sktad
mikrobioty jelitowej.

W tabeli 14 przedstawiono wyniki aktywnosci antybakteryjnych folii.
Testowane folie nie spetniajg wymagan dotyczgcych aktywnosci antybakteryjnej
wg normy ISO 22196:2011. Materiat ten wymaga wiec modyfikacji lub dodatku
sktadnikéw antybakteryjnych.
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Tabela 14 Aktywnos¢ antybakteryjna probek

Cras Escherichia coli Staphylococcus aureus
ATCC 8739 ATCC 6538 P
= ®© = ©
Symbol L~ . 3 £ [T . =
orobki SE 2 gg | 8 | 2 g g
[h] S o ERh 9 o <
© 2 o 2T 8 = o 2T
i B S-S A <z
5 = = s
Uo= 1,4x | Uo=
4 . ' -
kontrola 0 1,8 x 10 4.26 10° 4,14
U= 1,7x | U=
5 - 1 -
kontrola 24 9,5x10 508 104 4,22
BSC . A= 41x | A=
goin0 | %4 | 17x10 6,22 <0 10 | 4,61 <0
BSC . A= 31x | A=
go0 | 24 | 1L4x10 6.14 <0 10° | 4,49 <0
BSC . A= 34x | A=
7030 | 24 | 13x10 6,12 <0 10° | 453 <0
BSC . A= 39x | A=
eo/s0 | 24 | 1.6x10 6.21 <0 10° | 4,59 <0

Podsumowanie

W oparciu o otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze hydrofilowos$¢ probek
rosnie wraz ze wzrostem zawartosci grup bezwodnika bursztynowego w badanych
kopoliestrach. Jest to zwigzane z wyzszg zawartoscig grup polarnych-
karboksylowych i hydroksylowych. Dzieki mozliwosci sterowania sktadem
kopolimeru materiaty wytworzone z produktéw syntez mogtyby znalez¢ szerokie
zastosowanie w sektorze medycznym. Niestety nie wykazujg one witasciwosci
antybakteryjnych, co w przypadku niektérych zastosowan mozna zapewni¢

z poprzez wprowadzenie dodatkow aktywnych, np. srebra .
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4.5. Analiza wiasciwosci reologicznych roztworéw kopolimeréw

butyrylo-bursztyno chityny

e Ocena wplywu rodzaju rozpuszczalnika na wtasciwosci reologiczne

roztworow

W celu doboru najodpowiedniejszego rozpuszczalnika do celow
przetwérczych dla otrzymanych  kopolimeréw  zdecydowano sie na
przeprowadzenie badan lepkosci dynamicznej pozornej w czterech réznych
rozpuszczalnikach ~ organicznych:  alkohol  etylowy, dimetyloformamid,
dimetylosulfotlenek oraz dimetyloacetamid. Przygotowano 7% roztwory
kopolimeru z syntezy 1b dla kazdego rozpuszczalnika i mieszano przez 24 godziny
z uzyciem mieszadta mechanicznego. Nastepnie zbadano je za pomocg reometru
rotacyjnego Rheolab QC firmy Anton Paar (Graz, Austria). Pomiary
przeprowadzono przy szybkosciach $cinania od 0 do 160 s* w temperaturze 25°C,
przy uzyciu cylindra CC17. Pomiary powtérzono po 7 dniach w celu oceny
stabilnosci roztworow w czasie. Parametry n i k zostaty okreslone zgodnie

z modelem Ostwalda-de Waele:
t=kg" (8)

Gdzie:
n - charakterystyczny wskaznik przeptywu (-)

k - wspotczynnik spojnosci (Pa-s").

Proces oceny poszczegolnych rozpuszczalnikow, prowadzono analizujgc
lepkos¢ dynamiczng pozorng 7% roztworéw po jednym dniu od ich sporzgdzeniu
oraz siedmiu dniach przechowywania w temperaturze pokojowej (Tabela 15).
Wyboru rozpuszczalnikow dokonano na podstawie analizy literatury [121] oraz

powszechnosci stosowania ich w przemysle.
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Tabela 15 Wartosci parametrow k i n dla réznych rozpuszczalnikéw butyrylo-bursztyno
chityny dla BSC 90/10

Rozpuszczalnik Czas od IOrZygoto_vvama . )
roztworu (dni)
1 6,30 0,765
DMF
! 3,47 0,780
1 7,20 0,750
DMAC
’ 8,85 0,755
1 10,11 4
! 22,09 0,642
1 5,62 0,750
EtOH
/ 2,42 0.783

Widoczne jest, ze po uptywie jednego dnia parametr n dla wszystkich
roztworow jest mniejszy niz 1, potwierdza to, ze wszystkie roztwory sg ptynami
rozrzedzonymi scinaniem, co jest charakterystyczne dla roztworow polimerowych
[180].

W przypadku zastosowania dimetyloformamidu (DMF) wartos¢ parametru
k po 1 dniu wynosi 6,30 co pozwolitoby na wytworzenie roztworéw zawierajgcych
wyzsze stezenie polimeru. Po 7 dniach przechowywania roztwory te majg
Znaczgco nizszg wartosc¢ parametru k, co swiadczy o braku stabilnosci roztworu w
czasie. Sugeruje to brak mozliwosci dtuzszego przechowywania roztworu. Mimo
ze, DMF jest popularnym rozpuszczalnikiem stosowanym w przetworstwie
polimerow w tym otrzymywania wtdkien, udowodniono, ze DMF ma negatywny
wptyw na organizm ludzki [181,182]. Biorgc pod uwage potencjalne zastosowanie
wytworzonych polimeréw w sektorze medycznym rozpuszczalnik ten zostat
odrzucony.

Roztwér polimeru w dimetyloacetamidzie (DMAC) charakteryzuje sie
wyzszg wartoscig parametru k w poréwnaniu do roztworu sporzgdzonego w DMF
co réwniez ogranicza mozliwo$¢ przygotowania roztworow o wyzszych stezeniach.
Ponadto zauwazy¢ mozna wzrost wartosci parametru k po okresie
przechowywania przez 7 dni, co sugeruje powstawanie zeli w roztworze. DMAC
podobnie jak DMF jest wykorzystywany w przetworstwie polimerdow. Uzywany jest

miedzy innymi przy formowaniu witokien z poliakrylonitrylu, jak i w przemysle
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farmaceutycznym. Ze wzgledu na mozliwy negatywny wptyw tego rozpuszczalnika
na organizmy zywe zostat on rowniez odrzucony [183].

Roztwory przygotowane w dimetylosulfotleneku (DMSO) charakteryzujg sie
najwyzszg wartoscig parametru k, wsrod wszystkich przygotowanych roztwordéw.
Wysoka wartos¢ tego parametru w sposéb znaczacy ograniczy wytworzenia
roztworéw o wyzszych stezeniach, co jest niekorzystne z punktu widzenia
przetworstwa. Wzrost wielkosci parametru k po uptywie 7 dni sSwiadczy
0 powstawaniu zeli w roztworze. DMSO jest uznawany za stosunkowo bezpieczny
rozpuszczalnik [184] i od lat jest on stosowany w medycynie jak i farmakologii.
Natomiast w wyzszym stezeniu moze powodowac rézne dziatania niepozgdane,
ktére w wiekszosci jednak sg przejsciowe i tagodne. Jednak wysoka lepkos$é
uzyskanych roztworow sprawia, ze uzycie tego rozpuszczalnika miatoby
negatywny wptyw na mozliwosci przetwodrstwa polimeru.

W przypadku roztworu, w ktérym jako rozpuszczalnik zostat uzyty alkohol
etylowy (EtOH) wykazano, iz ma on najnizszg lepko$¢ dynamiczng pozorng
w poréwnaniu do roztworéw otrzymanych z wykorzystaniem innych badanych
rozpuszczalnikdw. W poréwnaniu do roztworu sporzgdzonego w DMSO lepkosc¢
dynamiczna pozorna tego roztworu jest prawie dwukrotnie nizsza. Odnotowano
jednak jej spadek po uptywie siedmiu dni, co moze by¢ spowodowane brakiem
stabilnosci roztworow w czasie.

W zwigzku z odrzuceniem zarowno DMF jak i DMAC jako rozpuszczalnikéw
ze wzgledu na ich potencjalny negatywny wptyw na organizmy zywe, produkty

pozostatych syntez badano jedynie w DMSO i EtOH (Tabela 16).

Tabela 16 Parametry reologiczne 7% roztworéw BSC w DMSO i EtOH

BSC 90/10 | BSC 80/20 | BSC 70/30 | BSC 60/40
DMSO K 10,116 13,336 33,650 22,106
n 0,402 0,496 0,382 0,402
EtOH K 5,620 6,134 13,020 10,776
n 0,750 0,753 0,702 0,704

Wszystkie 7% roztwory w DMSO charakteryzujg sie nizszg wartoscig
wspoétczynnika n w poréwaniu do roztworéw wykonanych z wykorzystaniem EtOH,
CO oznacza, ze wykazujg one bardziej nienewtonowski charakter. Ponadto

charakteryzujg sie wyzszymi wartosciami wspotczynnika k, co moze uniemozliwic¢
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zwiekszenie stezenia roztworu poprzez trudnosci z uzyskaniem homogenicznych
uktadow oraz problemy z ich odpowietrzaniem. Roztwory butyrylo-bursztynowej
pochodnej chityny w alkoholu etylowym wykazujg natomiast bardziej newtonowski
charakter, sg wiec bardziej stabilne. Relatywnie niskie wartosci parametru k mogag
Swiadczy¢ o mozliwosci zwiekszenia stezenia roztworu, co bytoby pozgdane
z punktu widzenia przetworstwa.

Najnizsza lepko$¢ roztworu kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny
w alkoholu etylowym w poréwnaniu do innych rozpuszczalnikéw wynika z jego
ograniczonej zdolnosci do solwatowania czgsteczek polimeru w poréwnaniu do
aprotycznych rozpuszczalnikéw takich jak DMF, DMSO i DMAC. Niska lepkos¢
roztworow w alkoholu etylowym bedzie miata pozytywny wptyw na wytwarzanie
cienkich warstw polimeru (filmy, powtoki). Ponadto etanol jest nietoksyczny,
biodegradowalny oraz ma stosunkowo niskg cene. Alkohol etylowy ma réwniez
dtugg i dobrze udokumentowang historie zastosowan w medycynie [185].
Wszystkie te cechy sprawity, ze to alkohol etylowy zostat wybrany jako

rozpuszczalnik kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny do dalszych badan.
Podsumowanie

Analiza parametréw reologicznych roztworéw kopoliestrow butyrylo-
bursztyno chityny wykazata, ze wszystkie z nich byty ptynami nienewtonowskimi
rozrzedzonymi $cinaniem, co jest cechg charakterystyczng roztwordw
polimerowych. Najwyzszg lepkos¢ miat roztwér sporzgdzony w DMSO, a najnizszg
ten w alkoholu etylowym. Mimo nieco wyzszych lepko$ci od roztworu w EtOH
roztwory w DMF i DMAC, rozpuszczalniki te zostaty odrzucone z powodu
toksycznego wptywu na organizmy zywe.

Badania przeprowadzone dla wszystkich wariantow syntez kopoliestrow
w alkoholu etylowym i dimetylosulfotlenku wykazaty, Zze roztwory w DMSO
charakteryzujg sie bardziej nienewtonowskim charakterem w porownaniu do
roztworow sporzgdzonych w EtOH. Niestety wyzsza wartos¢ wspotczynnika
k moze spowodowac trudnosci w otrzymaniu homogenicznych roztworéw. Z kolei
wartosci parametru k dla roztworéw sporzgdzonych w etanolu dajg wieksze
mozliwosci  zwigkszenia  stezenia. Z tego powodu oraz dobrze

udokumentowanemu zastosowaniu w medycynie, zostat on wybrany jako
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rozpuszczalnik wykorzystany do prowadzenia dalszych badan na butyrylo-

bursztyno chitynie.

e Badanie wilasciwosci reologicznych wysokostezonych roztworéw

polimerowych

Lepkos¢ dynamiczna pozorna 10 % roztworow butyrylo-bursztyno chityny
(Tabela 17) zostata zbadana w celu sprawdzenia, czy mozliwe bedzie formowanie
z nich widkien metodg z roztworu na mokro oraz oceny wptywu temperatury na

wiasciwosci roztworow.

Tabela 17 Parametry k i n dla roztwordéw butyrylo-bursztyno chityny w alkoholu etylowym

w zaleznosci od temperatury

Temperatura 15°C 25°C
BSC 90/10 E 200,2’7934 (2)?81;2
BSC 80/20 ﬁ 107,2’3797 é,gfgg
BSC 70/30 E 4062’1338 8,76’%2
BSC 60/40 E 20?225533 100,?153665

W przypadku wszystkich badanych roztworéw odnotowano wyrazny spadek
parametru k wraz ze wzrostem temperatury. Swiadczy to o obnizeniu lepkoSci
roztworéw pod wplywem zwiekszajgcej sie temperatury. Energia kinetyczna
czgsteczek zwieksza sie wraz ze wzrostem temperatury, a tym samym ostabia
oddziatywania miedzyczgsteczkowe. Skutkuje to tatwiejszym przemieszczaniem
sie czagsteczek wzgledem siebie, a tym samym spadkiem wartosci lepkosci
dynamicznej pozornej.

Wozrastajgca wraz ze wzrostem temperatury wartos¢ parametru n wskazuje
na zmniejszenie sie zaleznosci od szybkosci scinania, a tym samym osfabienie
nienewtonowskiego charakteru badanych cieczy. Struktura molekularna roztworu
staje sie mniej uporzgdkowana pod wptywem wzrostu temperatury, co skutkuje
spadkiem oddziatywan strukturalnych. Cechg charakterystyczng cieczy
nienewtonowskich jest ostabienie ich witasciwosci pseudoplastycznych pod

wptywem wzrastajgcej temperatury, a tym samym wzrostu wartosci parametru n.
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Zmiany parametrow k i n badanych roztworow pod wptywem temperatury maja
istotny wptyw na przetwérstwo polimerow, gdzie kontrolowanie parametréw

reologicznych roztworéw jest kluczowe.
Podsumowanie

W  przypadku wszystkich badanych roztworéw stwierdzono spadek
wysokos$ci parametru k wraz ze wzrostem temperatury, co jest jednoznaczne
z mniejszg lepkoscig dynamiczng pozorng. Jednoczesnie odnotowano wzrost
wartosci parametru n, co swiadczy o ostabieniu nienewtonowskiego charakteru
cieczy. Sg to zmiany charakterystyczne dla cieczy nienewtonowskich i majg

kluczowe znaczenie dla proceséw technologicznych w przetwdrstwie polimerdw.

4.6. Ocena wlasciwosci widkien formowanych z roztworu na mokro

¢ Analiza wtasciwosci mechanicznych wytworzonych widkien

W celu oceny mozliwosci wykorzystania nowosytnezowanej pochodnej
chityny jako surowca wtdkienniczego przeprowadzono proby formowania widkien.
Ze wzgledu na fakt, iz polimer ten jest polimerem termoreaktywnym proces
formowania widkien realizowano z wykorzystaniem metody z roztworu na mokro.
Jako rozpuszczalnik wykorzystano alkohol etylowy, ze wzgledu na mozliwosé
uzyskania z niego roztwordw o najwyzszym stezeniu. Warunki procesu
formowania witdkien wytypowano w oparciu o wyniki badain nad otrzymywaniem
widkien z BAC [122]. Zdecydowano sie na formowanie witdkien przy zastosowaniu
ujemnych wartosci wyciggu filierowego oraz jednoetapowego procesu rozciggu,
z zastosowaniem wartosci deformacji maksymalnej mozliwej do uzyskania.
Szczegotowe warunki procesu formowania oraz wyniki badan wtasciwosci

mechanicznych wytworzonych witokien przedstawiono w Tabeli 18.
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Tabela 18 Zestawienie wtasciwosci mechanicznych wytworzonych widkien

Nazwa | Wyciagg | Rozciag Ma?l\f/:}alllzrwwa Wytrzymatos¢ Wydtuzenie
A i [ 0 o | 0,
prébki (%) (%) wickien (tex) wiasciwa (cN/tex) (%)
0 84,31 2,1 4,44 0,97 2,13 | 0,25
BSC
90/10 -20 87,50 2,4 4,58 0,65 1,98 | 0,19
-40 83,33 2,2 4,62 0,78 1,85 | 0,17
0 84,31 2,3 3,87 0,54 1,74 | 0,18
BSC
80/20 -20 87,50 2,1 2,77 0,52 1,30 | 0,30
-40 83,33 2,2 4,56 1,48 1,96 | 0,28
0 84,31 2,7 2,15 0,44 1,11 | 0,24
BSC
20/30 -20 87,50 2,3 3,80 0,69 1,28 | 0,12
-40 83,33 3,9 2,96 0,11 1,25 | 0,19
0 84,31 2,1 3,63 0,71 1,92 | 0,22
BSC
60/40 -20 87,50 2,2 2,05 0,29 1,88 | 0,74
-40 83,33 2,5 3,64 0,39 1,58 | 0,17

Analiza uzyskanych wynikbw badan dotyczgcych formowania widkien
z kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny wykazata, iz wiékna te charakteryzujg sie
miernymi wiasciwosciami mechanicznymi. Wartos¢ wytrzymatosci wtasciwej tych
wiokien nie przekracza 5 cN/tex, przy wartosci wydtuzenia przy zerwaniu na
poziomie okoto 2%. Poza witasciwosciami polimeru wptyw na to mogta tez miec
niestabilnos¢ procesu formowania. Analizujgc uzyskane wyniki badah mozna
zaobserwowac, iz najwyzsze wartosci wytrzymatosci wykazujg wtdkna otrzymane
z kopolimeru z syntezy, w ktorej stosunek grup butyrylowych do bursztynowych
wynosit 90:10. Analizujgc wptyw warunkdéw procesu formowania na wtasciwosci
widkien zaobserwowac¢ mozna jedynie niewielkg tendencje wzrostu wytrzymatosci

wiasciwej przy stosowaniu bardziej ujemnych wartosci wyciggu filierowego. Jest to
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zgodne z danymi literaturowymi dotyczgcymi formowania widkien z roztworu na
mokro. Dodatnie wartosci wyciggu nie stwarzajg korzystnych warunkow dla
uzyskania zwiekszonych wtasciwosci mechanicznych widkien [186].

Uzyskany poziom wiasciwosci mechanicznych widkien z kopolimeru
butyrylo-bursztyno chityny nie daje mozliwosci przerobu tego typu widkien
klasycznymi metodami wtokienniczymi. Mozliwe jest natomiast otrzymywanie
z wykorzystaniem tego typu wiokien ptaskich materiatow widkienniczych w postaci
wioknin formowanych metodg wetlaid, czyli formowania widkniny z zawiesiny

wiokien w wodzie.

e Analiza morfologii wiékien metoda skaningowej mikroskopii

elektronowej

W celu analizy morfologii wytworzonych wtdkien dla kazdej prébki zostaty
wykonane zdjecia SEM. Zdjecia wykonano przy powiekszeniach 1000 i 10000
w celu zobrazowania catej wigzki widkien jak i wtdkna elementarnego.

W przypadku witdkien z BSC 90/10 juz podczas obserwacji catej wigzki
widkien niezaleznie od zastosowanego wyciggu i rozciggu zauwazy¢ mozna duzg
nieregularnos¢ wytworzonych wtokien (Rys. 34). Widoczne sg zaréwno wtdkna
nadmiernie cienkie, jak i nadmiernie grube. Przy powigkszeniu 10000 zauwazyc¢
mozna, ze widkna elementarne posiadajg na swojej powierzchni wiele rys
i zagtebien co w pewnym stopniu jest charakterystyczne dla wtdkien formowanych
metodg z roztworu na mokro. Jednak w przypadku otrzymanych widkien na
powierzchni widoczne jest zbyt wiele niedoskonatosci.

Podobnie jak w przypadku witdkien wytworzonych z BSC 90/10, rowniez te
wytworzone z kopolimeru BSC 80/20 charakteryzujg sie duzg nierbwnomiernoscig
grubosci, widoczne sg tez zgrubienia i pocienienia w pojedynczych wtdknach (Rys.
35). Zdjecia elementarnych widkien przy powigkszeniu 10000 ponownie wykazaty,
ze na ich powierzchni widoczne jest wiele niedoskonatosci w postaci rys
i zagtebien. Jest to szczegolnie widoczne dla probki wytworzonej przy wyciggu 0%.

Analogicznie do widkien wytworzonych z kopoliestréw BSC 90/10 i 80/20,
witokna wytworzone z BSC 70/30 charakteryzujg sie wystepowaniem w jednej
wigzce wiokien cienkich jak i grubych (Rys. 36). Dodatkowo widkna te rowniez sg

nierbwnomierne i posiadajg zgrubienia i pocienienia. Ponownie elementarne
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widkna charakteryzujg sie obecnoscig wielu niedoskonatosci na swojej
powierzchni.

Réwniez w przypadku widkien wytworzonych z kopoliestru BSC 60/40
obserwuje sie duze zréznicowanie grubosci w jednej wigzce oraz nieregularnym
ksztattem na catej dtugosci (Rys. 37). Analogicznie dla widkien z BSC 90/10, 80/20
i 70/30 réwniez te witdkna maja nieregularng powierzchnie z duzg iloscig rys
i zagtebien.
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Rys. 34 Obrazy SEM widkien z BSC 90/10
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Rys. 35 Obrazy SEM widkien z BSC 80/20
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Rys. 36 Obrazy SEM widkien z BSC 70/30
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Rys. 37 Obrazy SEM widkien z BSC 60/40
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Podsumowanie

Otrzymane w ramach realizacji pracy witdkna z kopolimeru butyrylo-
bursztyno chityny charakteryzujg sie niskimi wiasciwosciami mechanicznymi:
wytrzymatosé witasciwa nie przekracza 5 cN/tex, a wydtuzenie przy zerwaniu
wynosi okoto 2%. Najwyzszg wytrzymatos¢ osiggnieto dla kopolimeru z syntezy
gdzie stosunek grup butyrylowych do bursztynowych wynosi 90:10. Ze wzgledu na
niskie wtasciwosci mechaniczne wibkna mogg byc¢ stosowane do produkcji widknin
metodg wetlaid. Wszystkie otrzymane z kopoliestréw butyrylo-bursztyno chityny
witdkna charakteryzujg sie wysokg nieregularnoscig, ktora jest niezalezna od
zastosowanych parametrow procesu formowania, jak i sktadu kopoliestru.
Wytworzone widkna posiadajg zaréowno witdkna cienkie jak i grube w jednej wigzce.
Obserwacja widkien elementarnych pozwolita na doktadniejszg analize
powierzchni, ktéra rowniez charakteryzowata sie wieloma niedoskonato$ciami
w postaci rys i zagtebien. Niestety nieregularny ksztatt widkien oraz ich defekty

bedg ostabia¢ wtasciwosci mechaniczne, co uniemozliwi ich dalsze przetwdrstwo.

4.7. Ocena wilasciwosci mikrowiékien wytworzonych metoda
elektroprzedzenia- analiza skaningowym mikroskopem

elektronowym

W celu oceny struktur wytworzonych metodg elektroprzedzenia wykonano
zdjecia z uzyciem skaningowej mikroskopii elektronowej. W przypadku probek
wytworzonych z BSC 90/10 przy napieciach 25, 35 oraz 45 kV nie udato sie
uzyska¢ zadnych struktur widknistych. W przypadku prébki uzyskanej przy
napieciu 25 kV (Rys. 38) na obrazie SEM zauwazy¢ mozna, ze cata powierzchnia
jest pokryta nieréwnomierng warstwg polimeru. Dodatkowo na filmie polimerowym
pokrywajgcym catg prébke zauwazyé mozna zgrubienia w postaci
zdeformowanych kropel. Probka wytworzona przy napieciu 35 kV (Rys. 39)
réwniez w catosci pokryta jest polimerowym filmem o niejednorodnej grubosci, na
powierzchni widoczne sg =zacieki i zgrubienia. Materiat wytworzony przy
najwyzszym napieciu 45 kV (Rys. 40) przypomina opisane powyzej probki. Jej
powierzchnia sktada sie z niejednorodnego filmu polimerowego wraz ze

zgrubieniami w postaci zdeformowanych kropel.
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Rys. 40 Materiat wytworzony z produktu syntezy BSC 90/10 przy napieciu 45 kV
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Stosujgc najnizsze napiecie- 15 kV uzyskano struktury widkniste (Rys. 41).
Przy 1000 krotnym powiekszeniu widoczna jest warstwa cienkich widkien. Przy
powiekszeniu 5000 poza wibknami widoczne sg tez pojedyncze zanieczyszczenia
miedzy nimi. Przy najwiekszym powiekszeniu zauwazy¢ mozna, ze widkna te
charakteryzujg sie stosunkowo nierownomiernymi Srednicami oraz majg delikatnie
sptaszczony ksztatt.

Te same warunki prowadzenia procesu pozwolity uzyska¢ struktury
widkniste w przypadku kopoliestru BSC 80/20 (Rys. 42). Przy najmniejszym
powiekszeniu widoczne sg struktury widkniste wraz defektami w postaci kropel
polimeréw. Obserwujgc witdkna przy wyzszych powigkszeniach widoczna jest
nieregularnosc¢ ksztattu wtokien oraz i wstgzkowy ksztatt.

Struktury witdkniste zostaty takze uzyskane dla BSC 70/30 przy napieciu 15
kV (Rys. 43). Przy powiekszeniu 1000 widoczne sg skupiska witokien wraz
z defektami w postaci zgrubien w formie kropel. Przy pieciokrotnie wigkszym
powiekszeniu zauwazyC mozna, ze otrzymane widkna charakteryzujg sie
niejednorodnymi grubosciami oraz obecnoscig zgrubien o eliptycznym ksztaicie.
Przy 10 000 krotnym powigekszeniu zauwazy¢ mozna, ze czes$S¢ widkien jest
zdecydowanie ciensza od pozostatych, a defekty to krople polimeru.

Struktury widkniste uzyskane przy napieciu 15 kV z BSC 60/40 wystepujg
miejscowo na powierzchni catej probki (Rys. 44). Przy 5000 krotnym powigekszeniu
zauwazy¢ mozna nieregularno$¢ grubosci otrzymanych witokien oraz defekty
w postaci sklejenn czy kropel. Dwukrotnie wyzsze powiekszenie pozwolito
zaobserwowac, ze wiokna sg ze sobg potgczone i nieregularne, a wsrod nich

obecne jest wiele defektéw w postaci nieregularnych zgrubien.
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Rys. 41 Obrazy SEM witékien wytworzonych metodg elektroprzedzenia z BSC 90/10
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Rys. 42 Obrazy SEM witékien wytworzonych metodg elektroprzedzenia z BSC 80/20
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Rys. 43 Obrazy SEM witékien wytworzonych metodg elektroprzedzenia z BSC 70/30
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Rys. 44 Obrazy SEM witékien wytworzonych metodg elektroprzedzenia z BSC 60/40
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W tabeli ponizej (Tabela 19) przestawione zostaty histogramy i parametry
statystyczne dla pomiaru Srednic witdkien wytworzonych w procesie
elektroprzedzenia. Do wyznaczenia ilosci przedziatbw w histogramach
wykorzystano regute Strugesa[187], ktorej stosowanie jest powszechne w analizie
statystycznej. Jest ona szczegdinie zalecana dla maksymalnie kilkuset pomiaréw,
charakteryzuje sie rowniez stosunkowg prostotg w analizie i interpretacji wynikow.
Jest ona oparta na logarytmicznej relacji wystepujgcej pomiedzy analizowang
liczbg pomiardw, a liczbg przedziatow histogramu. Dzieki temu zachowana jest
rownowaga miedzy przedstawieniem danych, a czytelnoscig histogramu[188].
Liczbe przedziatow dla danych dotyczgcych srednicy wytworzonych widkien
wyznaczono za pomocg Wzoru:

k= 1+ log,(n) (9)
Gdzie:
k-liczba przedziatéw

n- liczba pomiarow.

Obliczona ilos¢ liczby przedziatdbw wynosi 6,64, zostata ona zaokrgglona do

najblizszej liczby catkowitej- 7.
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Tabela 19 Parametry statystyczne Srednicy wiokien wytworzonych z produktéw syntezy
1b, 2b, 3b oraz 4b

) Parametry statystyczne srednic
Histogram .
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Srednia 0,904 pm
% Mediana 0,915 um
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= s Odchylenie
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W
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;if; v Mediana 0,969 um
8 = 10
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S g 0,343
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o
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Analizujgc wyniki pomiaréw srednic widkien wytworzonych metodg
elektroprzedzenia z produktow syntez mozliwa jest dokfadniejsza interpretacja
rézni¢ miedzy nimi. Probka wytworzona z kopoliestru BSC 90/10 posiada zblizone
wartosci sredniej oraz mediany, co swiadczy o symetrycznym rozktadzie srednic
widkien. Odchylenie standardowe w wysokosci 0,223 wskazuje na umiarkowang
zmiennos¢ Srednic badanych wiokien. Wartos¢ skosnosci bardzo bliska
0 wskazuje na niemal symetryczny rozktad co wynika z rownego udziatu widkien
0 wiekszej i mniejszej srednicy w badanej probce. Natomiast niska wartosc kurtozy
oznacza, ze rozktad jest platykurtyczny i w badanej probce brak jest znaczacej
liczby wiokien bardzo cienkich jak i grubych. Dla widkien wytworzonych z BSC
80/20 wartosc¢ sredniej przewyzsza wartos¢ mediany, co sugeruje, ze rozktad ma
dodatnig skosnosc. Jej dodatnia wartos¢ wskazuje, ze probka zawiera przewage
widkien o wiekszej srednicy przy nadal dos¢ istotnym udziale witdkien cienszych.
Dodatnia i wyzsza niz w przypadku pierwszej probki wartos¢ kurtozy swiadczy
0 obecnosci skrajnych wartosci srednic widkien w badanej probce. Struktury
wiokniste otrzymane z kopoliestru BSC 70/30 majg bardzo zblizone wartosci
Sredniej oraz mediany, co wskazuje na symetryczny rozktad danych. Wartosc
odchylenia standardowego jest niska co sugeruje, Ze wiokna majg dosc
jednorodng srednice. Natomiast ujemna wartos¢ skosnos¢ swiadczy o przewadze
cienszych wtokien w badanej probce. Wartos¢ kurtozy wskazuje na rozproszenie
wartoéci ekstremalnych jednak w mniejszym stopniu niz w przypadku probki
wytworzonej z BSC 80/20. Ostatnia badana prébka wytworzona z BSC 60/40
charakteryzuje sie wyrazng réznicg miedzy wartoscig srednig, a wartoscig
mediany, co skutkowa¢ bedzie dodatnig skosnoscig, a tym samym potwierdzac
dominacje widkien o wiekszej $rednicy w badanej prébce. Srednia warto$é
odchylenia standardowego wskazuje na umiarkowane rozproszenie srednic
badanych wtokien. Najwyzsza wsrod wszystkich badanych prébek wartos¢ kurtozy
Swiadczy o najwiekszej ilosci wartosci ekstremalnych, ktére sg znacznie oddalone

od s$redniej grubosci badanych widkien.
Podsumowanie

Wytworzenie widkien z kopoliestru chityny (BSC) metodg elektroprzedzenia

z wykorzystaniem roztworéw o stezeniu 3% mozliwe byto przy stosowaniu
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stosunkowo niskich wartosci napiecia wynoszgcych 15 kV. Stosowanie wyzszych
wartosci napiecia skutkowato zbyt intensywnym procesem wyciggania strugi
roztworu co uniemozliwialo formowanie widkien w polu elektrostatycznym,
skutkujgc wytworzeniem nieregularnych struktur i folii.

Formowane w optymalnych warunkach procesu elektroprzedzenia widkna,
niezaleznie od produktu syntezy, z ktorych je wytworzono, charakteryzujg sie
Srednicg od 0,5 um do 1,025 pm, co jest charakterystyczne dla tej metody. Poktady
witokien o tak niewielkiej sSrednicy charakteryzujg sie wysoce rozwinietg
powierzchnig wtasciwg w stosunku do ich objetosci. Materiaty wytworzone metodg
elektroprzedzenia majg rowniez wysokg porowatos¢, co korzystnie wptywa na ich
zdolnosc¢ do adsorpcji i dyfuzji. Dzieki temu mozliwa jest przepuszczalnosc¢ cieczy
oraz gazéw. Dzieki takim wiasciwosciom mikrowtdkna z butyrylo-bursztyno chityny
mogtyby znalez¢ zastosowanie w inzynierii tkankowej do wytwarzania rusztowan
wspierajgcych wzrost komorek. Taki rozmiar wiokien sprawia, ze mata z nich
wykonana bedzie przypomina¢ naturalne struktury tkanek, dzieki czemu
pozytywnie wptynie na procesy regeneracyjne. Dodatkowo poktady mikrowtokien
mogtyby znalez¢ zastosowanie jako opatrunki w leczeniu ran przewlektym dzieki
pozytywnemu wptywowi na wzrost tkanek oraz jako systemy transdermalnego

dostarczania lekow.

4.8. Ocena wlasciwosci wytworzonych materiatéw porowatych

e Analiza zdolnosci sorpcyjnych

Jedynym z istotnych parametréow okreslanych dla materiatdbw mogacych
mieC zastosowanie jako opatrunki jest chtonno$¢ przy swobodnym nasigkaniu.
Badanie prowadzi sie z uzyciem cieczy A, odpowiadajgcej sktadowi jonowemu
wysiekoéw z rany.

Badaniu poddano materiaty bez i z dodatkiem glikolu polipropylenowego,
poniewaz glikol polipropylenowy stosowany jest jako plastyfikator przy produkcji
z uzyciem materiatdw polimerowych [189], ponadto jest szeroko stosowany

w przemysle farmaceutycznym oraz kosmetycznym [190].
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Rys. 45 Chionnos$¢ porowatych struktur w zaleznosci od ilo$ci zastosowanego porogenu

Analizujgc wiasciwosci sorpcyjne badanych materiatbw zauwazy¢ mozna,
ze wraz ze wzrostem stezenia porogenu wzrasta chtonnosc¢ probek wytworzonych
z kopoliestrow butyrylo-bursztyno chityny (Rys. 45). Wynika to z wyzszej
porowatosci probek, a tym samym ich bardziej rozwinietej powierzchni
wewnetrznej, co pozytywnie wptywa na zdolnosci sorpcyjne. Odnotowacé nalezy
rowniez wptyw sktadu kopolimeréw na zdolnosci sorpcyjne materiatdbw- wraz ze
wzrostem zawartosci bezwodnika bursztynowego zwieksza sie zdolnosé
badanych probek do chioniecia cieczy. Wynika to z bardziej hydrofilowego

charakteru grup pochodzgcych od bezwodnika kwasu bursztynowego.
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Rys. 46 Wptyw dodatku glikolu polipropylenowego na chtonno$¢ prébek

Niestety zastosowany jako dodatek glikol propylenowy negatywnie wptywa
na zdolnosci sorpcyjne wytworzonych prébek (Rys. 46). Efekt ten jest szczegdlnie
widoczny w przypadku prébek wytworzonych bez udziatu porogenu. Probki
wytworzone z wiekszg zawartoscig porogenu nie sg az tak podatne na wiasciwosci
glikolu co swiadczy o wiekszym wptywie struktury porowatej na wiasciwosci
sorpcyjne.

Analizujgc wiasciwosci sorpcyjne badanych materiatbw zauwazy¢é mozna,
ze wraz ze wzrostem stezenia porogenu wzrasta chtonnosc¢ probek wytworzonych
z kopoliestréow butyrylo-bursztyno chityny. Wynika to z wyzszej porowatosci
probek, a tym samym ich bardziej rozwinietej powierzchni wewnetrznej, co
pozytywnie wptywa na zdolnosci sorpcyjne. OdnotowacC nalezy rowniez wptyw
sktadu kopolimeréw na zdolnosci sorpcyjne materiatdw- wraz ze wzrostem
zawartosci bezwodnika bursztynowego zwieksza sie zdolno$¢ badanych probek
do chioniecia cieczy. Koreluje to z wynikami pomiaru kata zwilzania- hydrofilowos$é
powierzchni folii wzrasta wraz ze zwiekszajgcym sie udziatem bezwodnika
bursztynowego w polimerze. Wynika to z bardziej hydrofilowego charakteru grup
pochodzgcych od bezwodnika kwasu bursztynowego. Niestety zastosowany jako
dodatek glikol propylenowy negatywnie wptywa na zdolnosci sorpcyjne

wytworzonych probek. Efekt ten jest szczegdlnie widoczny w przypadku prébek
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wytworzonych bez udziatu porogenu. Probki wytworzone z wiekszg zawartoscig
porogenu nie sg az tak podatne na wtasciwosci glikolu co swiadczy o wiekszym
wptywie struktury porowatej na wiasciwosci sorpcyjne.

W celach poréwnawczych zbadano roéwniez chtonno$¢ komercyjnie
dostepnych opatrunkdéw z pochodnych chityny- dibutytrylo chityny i butyryloacetylo
chityny (Rys. 47).

9,00

7,93

8,00

chtonnosé (g/g)
o
8

DBC BAC BSC

Rys. 47 Poréwnanie chtonnosci struktur porowatych z r6znych pochodnych chityny

W poréwnaniu do komercyjnie dostepnych opatrunkéw na bazie dibutyrylo
chityny oraz butyrylo-bursztyno chityny, materiat wytworzony na bazie butyrylo-
bursztyno chityny charakteryzuje sie najwyzszymi zdolnosciami sorpcyjnymi.
Wynika to z posiadania w strukturze grup pochodzgcych z bezwodnika
bursztynowego, ktére posiadajg hydrofilowy charakter. Dzieki temu materiaty
opatrunkowe na bazie BSC miatyby bardziej uniwersalne zastosowanie oraz dzieki
wiekszym zdolnosciom sorpcyjnym ograniczytby czestotliwos¢ zmiany opatrunku,

co jest niezwykle korzystne z punktu widzenia procesu gojenia ran.
Podsumowanie

Majgc na uwadze potencjalne zastosowanie materiatbw wytworzonych
z butyrylo-bursztyno chityny w medycynie warto rozwazy¢ indywidualnie prébki
wytworzone na bazie poszczegdélnych produktow syntez. W przypadku materiatow

wytworzonych z BSC 90/10, ktére charakteryzujg sie najnizszg chtonnoscig i sg
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najbardziej hydrofobowe sposrod wszystkich wytworzonych materiatow,
niemozliwe bytoby zastosowanie go jako materiatu opatrunkowego. W oparciu
0 badania [191] tego typu materiaty mogg one znalez¢ zastosowanie w produkcji
implantéw o przedtuzonej biodegradacji oraz petni¢ forme bariery ochronnej.
Zawierajacy wiekszg ilos¢ grup pochodzgcych od bezwodnika bursztynowego
BSC 80/20 charakteryzuje sie umiarkowang chtonnoscig i nieco wiekszg
hydrofilowoscig niz materiat pierwszej probki. Co sprawia, ze mogtby byé
wykorzystany jako materiat opatrunkowy do ran bez wysieku lub jako nosnik
komorek w inzynierii tkankowej. Probki wytworzone na bazie BSC 70/30 posiadajg
jeszcze wyzsze zdolnosci sorpcyjne oraz bardziej hydrofilowy charakter, dzieki
czemu mogtyby by¢ stosowane jako opatrunki na rany o niezbyt duzym wysieku.
Dzieki wyzszej chtonnosci mogtyby réwniez znalez¢ zastosowanie jako nosnik
lekéw oraz jako podtoze do regeneracji tkanek. Charakteryzujgce sie najwyzszymi
z badanych zdolno$ciami sorpcyjnymi materiaty wytworzone z BSC 60/40 rowniez
znalaztyby zastosowanie jako opatrunki. Ich wysoka porowatosS¢ sprawia, ze

bytyby one odpowiednie jako materiaty stosowane w inzynierii tkankowe;j.

e Ocena struktury wytworzonych materiatlow porowatych na podstawie

zdje¢ ze skaningowego mikroskopu elektronowego

Poza oceng chtonnosci wytworzonych z kopoliestru butyrylo-bursztyno
chityny materiatdbw porowatych poddano je rowniez analizie z uzyciem
skaningowego mikroskopu elektronowego. Badania miaty na celu ocene wptywu
ilosci porogenu oraz dodatku glikolu polipropylenowego na strukture wytworzonych
materiatow.

Ogromny wptyw na strukture wytworzonych materiatbw ma proces
wytwarzania probki. Rysunek 48 ilustruje probke wytworzong z BSC 60/40
i zawierajgcg 90% porogenu, ktoérg poddano suszeniu w podwyzszonej
temperaturze. Otrzymana prébka jest niejednorodna i sktada sie z dwdch skrajnie
réznych faz- niezawierajgcej poréw i porowatej. Z tego powodu zmieniona zostata

technika wytwarzania prébek
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Rys. 48 Materiat porowaty poddany procesowi suszeniu pod promiennikiem

Prébki wytworzone bez uzycia porogenu (Tabela 20) niezaleznie od rodzaju
produktu syntezy, z ktérego je wytworzono charakteryzujg sie w wiekszosSci
ciggtoscig materiatu i nie zawierajg porow. W niektorych probkach zauwazyc
mozna pewne ubytki, ktdre prawdopodobnie spowodowane sg zapowietrzeniami
roztworow uzytych do ich wytworzenia. Brak jest rowniez istotnych réznic miedzy
probkami zawierajgcymi glikol polipropylenowy i tymi, ktére go nie zawieraja.

W probkach wytworzonych z 70% udziatem porogenu widoczna jest
znaczna ilos¢ porow (Tabela 21). Przy mniejszych powiekszeniach zauwazy¢
mozna wiele poréw o stosunkowo duzej $rednicy. Obrazy wykonane przy
wiekszym powiekszeniu potwierdzajg istnienie takze duzej ilosci niewielkich
porow. Widoczny jest réwniez wptyw glikolu polipropylenowego (przy
powiekszeniu 100) na badane probki, poniewaz te wykonane z jego uzyciem sg
ciensze niz te niezawierajgce jego dodatku.

Podobnie jak w przypadku probek wytworzonych z uzyciem 70% porogenu
te otrzymane z uzyciem wiekszej jego ilosci charakteryzujg sie obecnoscig wielu
porow w wiekszosci o kolistym ksztatcie (Tabela 22). Pory te charakteryzujg sie

réznymi wielkosciami.
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Tabela 20 Probki wytworzone bez uzycia porogenu
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Tabela 21 Probki wytworzone z uzyciem 70% porogenu w stosunku do masy probki
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Tabela 22 Probki wytworzone z uzyciem 90% porogenu w stosunku do masy probeki

E O — (qV o™ <
= oD © © © ©
O X8 N N N N
=3|s 2 g b b
O >|9 c c c c
T | >\ > >, >
2 7 7 7 7

100

o |8
o 0
|
o
o
o
Te)
o
o
—
w |8
o e
|

5000




Wykonano rowniez pomiary Srednicy poréw dla ktérych wyznaczono
parametry statystyczne (Tabela 23- 24).

W przypadku wszystkich wytworzonych probek w skutek dodania glikolu
polipropylenowego doszio do znacznego wzrostu Sredniej wielkosci poréw
w porownaniu do probek go niezawierajgcych. Jego dodatek wptynat rowniez na
wzrost wartosci mediany oraz odchylenia standardowego co swiadczy o wiekszej
niejednorodnosci rozktadu sredniej wielkosci porow w badanych materiatach.
Ponadto dodatek glikolu polipropylenowego wptywa réwniez na wartos¢ skosnosci

i kurtozy co wskazuje zmiane charakterystyki rozktadu srednicy porow.

Tabela 23 Parametry statystyczne s$rednicy poréw w wytworzonych materiatach

porowatych przy 70% uzytego porogenu

Parametry BSC 90/10 | BSC 80/20 | BSC 70/30 | BSC 60/40
statystyczne Zawartosc porogenu/glikolu polipropylenowego (%/%)
wymiaréw

DOrOW 70/0 | 70/5 |70/0| 70/5 |70/0 | 70/5 70/0 70/5

Srednia (um) 12,37 /161,02 1,99 96,34 | 2,78 | 125,96 | 129,44 | 147,76

Mediana (um) | 2,12 | 153,69 | 2,00 | 93,79 | 2,23 | 120,00 | 112,00 | 108,00
Odchylenie

1,16 | 78,51 | 0,54 |26,03|1,55| 48,84 | 70,45 | 81,74

standardowe

Skosnosé 154| 044 |0,46| 0,50 |1,35| 0,21 1,43 2,01

Kurtoza 3,40| -0,94 | 0,42 | 0,46 |1,39| -1,37 1,85 4.49

W przypadku probki wytworzonej z BSC 90/10 dodatek glikolu sprawit, ze
Srednia wielkoS¢ porow wzrosta. Zmiana wartosci skosnosci z dodatniej na ujemng
Swiadczy o bardziej rownomiernym rozktadzie wielkosci poréw w przypadku probki
zawierajgcej glikol. Dodatkowo wartos¢ kurtozy ulegta zwiekszeniu co wskazuje na
bardziej ptaski rozktad danych w przypadku prébki z dodatkiem glikolu. W wyniku
dodatku glikolu polipropylenowego w materiale wytworzonym z BSC 80/20
znacznemu zwiekszeniu ulegta srednia wielko$¢ porow. Wzrosta rowniez wartos¢
skosnosci co swiadczy o obecnosci wigkszej ilosci porow o wiekszych srednicach.
Wzrost kurtozy sugeruje wigksze zroznicowanie rozkfadu. Dodatek glikolu
w przypadku prébek wytworzonych z BSC 70/30 wptynagt na zmniejszenie sie
Sredniej wielkosci poréw. Zmalata rowniez wartos¢ skosnosci co wskazuje na
wiekszg symetrycznos¢ rozktadu, a spadek kurtozy $Swiadczy o bardziej
jednorodnym rozktadzie sSredniej srednicy poréw. Roéwniez w przypadku

materiatow wytworzonych z BSC 60/40 w wyniku dodatku glikolu doszio do
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zmniejszenia sie sredniej wielkosci porow. Wartos¢ skosnosci z dodatniej zmienita
sie na praktycznie symetryczng, dodatkowo zmniejszenie kurtozy Swiadczy

0 bardziej jednorodnym rozktadzie.

Tabela 24 Parametry statystyczne srednicy poréw w wytworzonych materiatach

porowatych z produktéw syntezy przy 90% uzytego porogenu

Parametry | BSC90/10 | BSC80/20 | BSC70/30 | BSC 60/40
statystyczne Zawarto$¢ porogenu/glikolu polipropylenowego (%/%)
WYmIarow: 4 95,5 | 90/5 | 90/0 | 90/5 | 90/0 | 90/5 | 90/0 | 90/5
poréw
Szﬁgq”)'a 409 | 499 | 78,50 | 122,88 | 111,80 | 142,76 | 111,40 | 108.84
M?S:}f)”a 3,99 | 504 | 76,61 | 116,90 | 107,00 | 135,00 | 103,00 | 102,00
Odchylenie |, 45| g1 (3049 | 34.69 | 32.84 | 62,24 | 47,15 | 41.35
standardowe
Skosnos¢ | 060 -022 | 213 | 203 | 042 | 058 | 205 | -001
Kurtoza |023| 1,14 | 880 | 6,74 | 044 | 053 | 7,02 | -0.89

Podsumowanie

Prébki wytworzone bez udziatu porogenu charakteryzujg sie ciggtosciag
materiatu i brakiem porowatosci, niezaleznie od zastosowanego produktu syntezy.
Widoczne sg jedynie sporadycznie wystepujgce ubytki, ktdére zwigzane sg
z zapowietrzeniem roztworéw. Dodatek glikolu polipropylenowego w tych
prébkach nie wprowadza istotnych réznic w ich strukturze. W przypadku probek
z udziatem porogenu obserwuje sie znaczng porowatosc¢ struktur. Prébki zawierajg
pory o réznorodnych rozmiarach i ksztattach, przy czym dodatek glikolu
polipropylenowego istotnie wptywa na zwiekszenie sredniej wielkosci pordw.
Probki z glikolem wykazujg wiekszg zmiennos$c¢ i asymetrie rozktadu, co sugeruje

bardziej ztozong charakterystyke porowato$ci.
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5. Podsumowanie

W ramach realizacji niniejszej pracy przeprowadzono badania dotyczace
syntezy nowej pochodnej chityny — butyrylo-bursztyno chityny z wykorzystaniem
dwoch  réznych  katalizatorow -  kwasu nadchlorowego i  kwasu
metanosulfonowego.

Synteza z wykorzystaniem kwasu nadchlorowego charakteryzowata sie
niskg wydajnoscig, a w produktach znajdowaty sie znaczne iloSci
nieprzereagowanej chityny. Analiza widm FTIR ATR wykazata, ze struktura
otrzymanych kopolimeréw nie réznita sie znaczgco od widma referencyjnej chityny.
Wyniki te sugerujg, ze proces wymaga zmiany warunkéw reakcji, aby zwiekszy¢
wydajnosc¢ i skutecznos¢ estryfikacii.

W przypadku pierwszego wariantu syntezy z kwasem metanosulfonowym
wydajnos¢ rowniez byla ograniczona, jednak produkty syntez umozliwity
przeprowadzenie ich dalszej analizy. Widma FTIR ATR wykazaty, ze doszto do
estryfikacji, co potwierdzit zanik pasm hydroksylowych w zakresie 3500—-3200 cm™
oraz obecnos$¢ karbonylowych pikéow przy 1732 cm™. Niemniej jednak, stopnie
podstawienia grupami butyrylowymi i bursztynowymi nie osiggnety oczekiwanych
wartosci teoretycznych, co wskazywato na koniecznos¢ dalszej modyfikaciji
warunkow reakcji.

W wyniku zoptymalizowania warunkow reakcji z uzyciem kwasu
metanosulfonowego uzyskano znacznie wyzszg wydajnosc¢ procesu, co umozliwito
dalszg analize kopolimeréw. Widma FTIR ATR potwierdzity zmiany w strukturze
chemicznej wytworzonych kopoliestrow, w tym czesciowy zanik pasm
hydroksylowych i aminowych w zakresie 3600-3000 cm™ oraz pojawienie sie
pasm zwigzanych z obecnoscig grup alkilowych (3000-2800 cm™)
i karbonylowych (1740-1730 cm™). Wszystkie produkty syntezy zachowaty
w strukturze charakterystyczny pierscien glikozydowy chityny, co dowodzi, ze
proces estryfikacji nie wptynagt na integralnos¢ struktury podstawowej. Analiza *H
NMR wykazata, ze stopnie podstawienia grupami butyrylowymi i bursztynowymi
byty zgodne z wartosciami teoretycznymi dla wiekszosci prébek. Badania
wykazaty, ze hydrofilowos¢ kopoliestrow wzrasta wraz z zawartoscig grup
bezwodnika bursztynowego, co wynika z obecnosci grup polarnych

(karboksylowych i hydroksylowych). Dzieki temu materiaty te majg potencjalne
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zastosowanie w medycynie, co potwierdza postawiong w pracy hipoteze
badawcza.

Podsumowujgc, kwas metanosulfonowy okazat sie skuteczniejszym
katalizatorem niz kwas nadchlorowy, zwtaszcza po zoptymalizowaniu warunkéw
reakcji. Wysoka wydajnos¢ procesu oraz potwierdzona skutecznos¢ reakcji
estryfikacji pozwalajg na uzyskanie kopoliestrow o pozgdanych wiasciwosciach.

Analiza reologiczna potwierdzita nienewtonowski charakter roztworow
polimerowych z BSC. Roztwory w DMSO cechowalty sie najwyzszg lepkoscia, ale
zostaty odrzucone z uwagi na brak mozliwosci uzyskania roztworéow o wysokim
stezeniu. Etanol, dzieki nizszej lepkosci dynamicznej pozornej, zapewnia wiekszg
elastycznos¢ w zwiekszaniu stezenia roztworow i jest powszechnie stosowany do
celéw medycznych, co uzasadnia jego wybor do dalszych badan.

Otrzymane widkna z kopolimeru butyrylo-bursztyno chityny cechujg sie
niskimi wtasciwosciami mechanicznymi (wytrzymatos¢ wiasciwa < 5 cN/tex,
wydtuzenie przy zerwaniu ok. 2%), nieregularnym ksztattem i defektami
powierzchni, co ogranicza ich przetworstwo, lecz pozwala na zastosowanie
w produkcji wtoknin metodg wetlaid. Elektroprzedzenie z roztwordw o stezeniu 3%
przy 15 kV umozliwia formowanie mikrowtdkien o $rednicy 0,5-1,025 pm,
charakteryzujgcych sie wysokg porowatoscig i rozwinietg powierzchnig wiasciwag,
co sprzyja adsorpcji i dyfuzji, a takze przepuszczalnosci cieczy i gazow. Natomiast
materiaty porowate wytworzone z kopoliestréw chityny metodg salt-leaching
charakteryzujg sie znaczng porowatos$cig, z porami o réznorodnych rozmiarach
i ksztattach. W wiekszosci badanych probek dodatek glikolu polipropylenowego
powoduje zwiekszenie sredniej wielkosci poréw oraz wieksze rdznice w ich
rozmiarach. Materiaty na bazie butyrylo-bursztyno chityny wytwarzane tg metodg
dajg mozliwo$¢ wytworzenia struktur o dopasowanych wiasciwosciach pod
wzgledem chtonnosci, porowatosci oraz charakteru zwilzania powierzchni. Dzieki
temu mogg znalez¢ zastosowanie w inzynierii tkankowej jako rusztowania
wspierajgce regeneracje komorek, opatrunki na rany przewlekte oraz systemy
dostarczania lekow. Zdolnosci sorpcyjne i hydrofilowos¢ probek zalezne sg od
sktadu kopolimeru co daje mozliwos¢ wytworzenia materiatu o pozgdanych

wiasciwosciach, co jest istotne z punktu widzenia inzynierii tkankowej.
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Na podstawie analizy uzyskanych wynikow badan mozna sformutowac

wnioski o charakterze ogdélnym:

1.

Proces syntezy butyrylo-bursztyno chityny z uzyciem kwasu
metanosulfonowy jako katalizatora okazat sie bardziej wydajnym niz
z uzyciem kwasu nadchlorowego, szczegdlnie po optymalizacji warunkow
reakcji. Zapewnit wyzszg wydajnos¢ procesu oraz skuteczniejszg
estryfikacji. A sam proces estryfikacji nie spowodowat degradacji pierscienia

glikozydowego chityny.

. Wzrost zawartosci grup bezwodnika bursztynowego zwieksza

hydrofilowos¢ kopoliestréw, co czyni je odpowiednimi do zastosowan
medycznych, takich jak rusztowania w inzynierii tkankowej, opatrunki na
rany oraz systemy dostarczania lekéw. Zaleznos¢ ta pozwoli rowniez na
otrzymywanie polimeréw o preferowanych wiasciwosciach.

Otrzymane wtdkna z kopolimeru BSC charakteryzowaty sie ograniczonymi
wiasciwosciami mechanicznymi, nieregularnym ksztattem oraz obecnoscig
wielu wgtebien na powierzchni, co ogranicza ich uzycie w przetworstwie
klasycznym, lecz umozliwia potencjalne zastosowanie w technologii
wetlaid.

Mozliwe jest otrzymywanie mikrowtdkien z butyrylo-bursztyno chityny
metodg elektroprzedzenia przy stosunkowo niskim napieciu. W przypadku
wyzszych napie¢ dochodzi do zbyt intensywnego wyciggania strugi
roztworu co uniemozliwia formowanie witdkien, skutkujgc wytworzeniem
filmoéw z nieregularnymi defektami.

Butyrylo-bursztyno chityna daje mozliwo$s¢ wytworzenia materiatéw
porowatych o zréznicowanych wiasciwosciach sorpcyjnych, w zaleznosci

od zawartosci grup bezwodnika bursztynowego i mastowego.

Perspektywy rozwoju

Obecnosci grup butyrylowych oraz bursztynowych w strukturze kopoliestru

otwiera mozliwos¢ na dalszg chemiczng modyfikacje polimeru poprzez

wprowadzenie dodatkowych grup bioaktywnych Iub reaktywnych. Datoby to

mozliwosci projektowania materiatow o jeszcze bardziej spersonalizowanych

wiasciwosciach, dostosowanych do konkretnych zastosowan medycznych. Dzieki
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modyfikacjom mozliwe bytoby zwiekszenie biozgodnosci, mozliwosci sorpcyjnych
oraz przyspieszenie procesu regeneracji tkanek.

Przyszie badania mogtyby skupi¢ sie na opracowaniu proceséw modyfikaciji
chemicznej w celu wytworzenia materiatdow do zastosowan biomedycznych takich
jak nosniki lekéw, opatrunki do ran trudno gojacych czy rusztowania tkankowe.
Dodatkowo optymalizacja technologii wytwarzania struktur o rozwinietej
powierzchni, takich jak elektroprzedzenie, formowanie materiatéw porowatych, czy

biodruk 3D, pozwolitoby na wytwarzanie materiatow do hodowli komérkowych.
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