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1 Streszczenie

Niniejsza praca koncentruje sie na tréjwymiarowych skafoldach chitynowych uzyska-
nych z wybranych gabek z rzedu Verongiida (Demospongiae: Porifera) i ich deacetylacji
do chitozanu, w celu stworzenia nowatorskiego, nigdy wczesniej nieopisanego hybrydo-
wego materialu kompozytowego. Gabki z tego rzedu posiadaja unikalna zdolnos¢ rege-
neracji swoich chitynowych szkieletéw, co czyni je zréwnowazonym Zrédiem prefabryko-
wanych tréjwymiarowych skafoldéw chitynowych, réwniez na duza skale. Ich naturalnie
gotowa do uzycia struktura oferuje liczne mozliwosci dalszej funkcjonalizacji. W niniejszej
pracy po raz pierwszy skafoldy chitynowe pochodzace z gabek poddano deacetylacji przy
uzyciu stezonego wodorotlenku sodu, aby stworzy¢ mikroporowaty kompozyt zawierajacy
zar6éwno chityne, jak i chitozan bez utraty architektury 3D. Rdzeri chitynowy zachowuje in-
tegralno$¢ strukturalna, a chitozanowa powierzchnia kompozytu oferuje wszechstronno$é¢
funkcjonalna dzieki swojej reaktywnosci i rozpuszczalnosci, umozliwiajac zastosowanie,
np. w katalizie. Ponadto zbadano réwniez wtasciwosci mechaniczne skafoldéw chityno-
wych pochodzacych z wybranych gatunkéw gabek. Po raz pierwszy wykazano takze, ze
tréjwymiarowy skafold a-chitynowy z gabek mozna rozpusci¢ w rozcieficzonym roztwo-
rze wodorotlenku litu bez zadnych zmian chemicznych. W niniejszej pracy przedstawiono
kompleksowa analize danych, oméwiono wlasciwosci fizykochemiczne i strukturalne ba-
danych skafoldéw chitynowych oraz zaprezentowano ich potencjalne zastosowania.

Stowa kluczowe: chityna, chitozan, skafoldy, gabki morskie

11






2 Abstract

This work focuses on 3D chitin scaffolds obtained from selected sponges of Verongiida
order (Demospongiae: Porifera) and their deacetylation to chitosan with the aim to create
novel hybrid composite material previously never reported. Sponges from this order pos-
sess the unique ability to regenerate their chitin-based skeletons, making them a sustainable
source of pre-fabricated 3D chitin scaffolds including on the large scale. Their naturally
ready-to-use structure offers numerous opportunities for further functionalization. In this
work, for the first time, chitin scaffolds of sponges origin were deacetylated using concen-
trated sodium hydroxide to create a microporous composite containing both chitin and chi-
tosan without loss of 3D architecture. The chitin core retains its structural integrity, while
the chitosan surface of the composite offers functional versatility due to its reactivity and
solubility, enabling applications, such as catalysis. Furthermore, the mechanical properties
of chitin scaffolds from selected sponges species were also investigated. It was also demon-
strated for the first time, that a 3D wo-chitin-based scaffold from sponges can be dissolved
in a dilute lithium hydroxide solution without any chemical changes. This work presents a
comprehensive analysis of the analytical data, discusses the physicochemical and structural
properties of the chitin scaffolds under study, and represents their potential applications.

Keywords: chitin, chitosan, scaffolds, marine sponges
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3 Wprowadzenie

Materialy biologiczne pojawily sie po raz pierwszy w postaci egzoszkieletéw u wielu
organizméw wodnych zamieszkujacych starozytne oceany. Odniosty one tak duzy sukces
ewolucyjny, ze obecnie otacza nas ich wyjatkowa réznorodno$¢, obejmujaca zaréwno or-
ganizmy jednokomoérkowe (protisty, okrzemki, promienice), jak i wielokomérkowe (gabki,
koralowce, mieczaki, szkartupnie, stawonogi) [1].

Chityna, ktéra jest drugim najbardziej rozpowszechnionym po celulozie polisacharydem
na Ziemi, buduje struktury szkieletowe licznych organizméw. Zapewnia im sztywno$¢ i
wzmocnienie mechaniczne od wielu milionéw lat [2]. W przeciwieristwie do syntetycznych
polimeréw, ktérych degradacja prowadzi do zanieczyszczenia Srodowiska mikroplastikiem
[3], chityna oraz jej pochodna chitozan sa biodegradowalne i nietoksyczne.

Ze wzgledu na swoje wyjatkowe wlasciwosci chityna i chitozan sa bardzo obiecujace w
biomedycynie oraz nowoczesnych technologiach. Znajduja zastosowanie w m.in. w opa-
trunkach na rany oraz w inzynierii tkankowej, gdzie ich unikalne wtasciwosci — w tym bio-
zgodno$¢ i biodegradowalnoé¢ — czynia je materiatami o wysokim potencjale uzytkowym
[4, 5]. Poza obszarem biomedycznym, chityna i chitozan wykazuja zastosowanie w ochronie
srodowiska. Modyfikowana chityna moze dziataé jako bioadsorbent, skutecznie usuwajac
barwniki ze Sciekéw przemystu tekstylnego lub radionuklidy ze Sciekéw przemystu jadro-
wego [4]. Z kolei kompozyty na bazie chitozanu moga oczyszcza¢ wode poprzez eliminacje
zanieczyszczen, takich jak fluor i arsen, metale ciezkie czy nadmiar glonéw odpowiedzial-
nych za zakwity waéd [5].

W ostatnich latach coraz wyraZniej zauwazalny jest problem wzrostu poziomu zanie-
czyszczenia Srodowiska mikroplastikiem. Wynika to z powszechnego stosowania syntetycz-
nych polimeréw o wysokiej trwatosci i ograniczonej podatnosci na degradacje [6]. Zwiazane
z tym konsekwencje srodowiskowe, a w ich nastepstwie zagrozenia zdrowotne sprawiaja,

ze poszukiwane sa alternatywne biodegradowalne materialy pochodzenia biologicznego
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3 Wprowadzenie

[7-9]. Chityna i chitozan przyciagaja uwage jako materialy, ktére moga taczy¢ korzystne
wlasciwosci uzytkowe z ograniczonym oddzialywaniem na srodowisko [10-12]. Zastoso-
wanie naturalnie uformowanych, tréjwymiarowych struktur biologicznych moze stanowi¢
istotny krok w kierunku zréwnowazonych strategii projektowania nowoczesnych materia-
tow [13].

Chityna pozyskiwana z uprawianych w warunkach hodowli morskiej gabek jest szczeg6l-
nie uzyteczna ze wzgledu na swoja naturalnie uformowana, tréjwymiarowa architekture,
ktéra moze byé¢ wykorzystywana bez koniecznosci dodatkowego ksztattowania. W prze-
ciwienistwie do chityny pochodzacej z innych Zrédet, chityna pozyskana z gabek nie wy-
maga stosowania kosztownych technik, takich jak druk 3D [14], w celu uzyskania pozadanej
struktury do dalszych zastosowan jako skafoldy. Matryce chitynowe pochodzace z gabek sa
zbudowane z systemu mikrorurek i polaczonych ze soba kanatéw, ktére zapewniaja sprzy-
jajace warunki do adhezji komorek oraz transportu skladnikéw odzywczych. Co istotne,
badania wykazaly, ze ludzkie mezenchymalne komoérki macierzyste sa zdolne do réznico-
wania sie podczas hodowli na chitynowych skafoldach pochodzacych z gabek [15, 16].

Pomimo rosnacego zainteresowania chityna i chitozanem jako biodegradowalnymi mate-
riatami funkcjalnymi, potencjal naturalnie prefabrykowanych, tréjwymiarowych skafoldéw
chitynowych pochodzacych z gabek pozostaje w duzej mierze niewykorzystany. Dotych-
czas znaczna wiekszo$¢ prac koncentruje sie gtéwnie na chitynie przetwarzanej w postaci
proszkéw lub powlok, pomijajac mozliwos¢ zachowania oraz wykorzystania jej natywnej
tr6jwymiarowej struktury. Nowatorstwo niniejszej pracy polega na wykorzystaniu chity-
nowych matryc pozyskanych z gabek z rzedu Verongiida bez utraty ich unikalnej tréjwy-
miarowej architektury. Po raz pierwszy wykazano mozliwos¢ czeSciowej deacetylacji skafol-
déw chitynowych w celu otrzymania kompozytu taczacego stabilno$¢ mechaniczna rdzenia
chitynowego z reaktywnoscia chitozanowej powierzchni. Znaczenie takich badan rosnie w
kontekécie aktualnych wyzwan zwiazanych z poszukiwaniem odnawialnych, przyjaznych

dla rodowiska materiatéw, zdolnych zastapi¢ syntetyczne polimery.

3.1 Chityna i chitozan: tlo historyczne

Odkrycie chityny przypada na przelom XVIII i XIX wieku. Pierwsza wzmianka o chity-

nie pojawita sie pod koniec XVIII wieku, w 1799 roku. Wéwczas angielski chemik Charles
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3.1 Chityna i chitozan: tto historyczne

Hatchett odkryt substancje w pancerzach bezkregowcéw (krabéw, krewetek, homaréw i ra-
kéw), ktéra byta wyjatkowo odporna na powszechnie stosowane chemikalia [17]. W 1811
roku francuski naukowiec Henri Braconnot po raz pierwszy wyizolowat chityne [18, 19].
Uzyskany produkt nazwat jednakze funging, poniewaz byt uzyskiwany z tzw. ,grzybéw
wyzszych”, jak 6wczesnie okreslano grzyby wielokomérkowe. Analiza produktu wskazata,
ze zawieral on mieszanine chityny oraz zanieczyszczeri. Niemniej jednak na nazwe ,chi-
tyna” $wiat musial poczekac jeszcze ponad 10 lat. W 1823 roku Auguste Odier [20] uzyt
tego terminu do opisania nierozpuszczalnej pozostatosci po chrzaszczu majowym, prawdo-
podobnie w wyniku wielokrotnego dziatania roztworu KOH w podwyzszonej temperatu-
rze. Jednak pézniejsza analiza eksperymentu Odiera sugeruje, ze uzyskanym przez niego
produktem byt chitozan [21].

Pomimo wyizolowania chityny okoto 60 lat wczeéniej, jej strukture chemiczna po raz
pierwszy uzyskal Ledderhose w 1876 roku [22]. Georg Ledderhose, niemiecki naukowiec,
zajmowal sie chityna od poczatku swojej kariery naukowej. Jego rozprawa doktorska kon-
centrowala sie na hydrolizie chityny. Pewnego dnia jego wujek Friedrich Wohler przyniést
mu skorupe homara, ktérego zjadl na obiad i kazal mtodemu siostrzericowi ,,dowiedzie¢
sig, co to jest”. Ledderhose poddat ja dzialaniu goracego, stezonego kwasu solnego i wraz z
Felixem Hoppe-Seylerem zidentyfikowat otrzymane krysztaly, ktérym nadat nazwe gliko-
zamina (glycosamin) [23].

Na poczatku XX wieku Sigmund Frankel, naukowiec polskiego pochodzenia pracujacy
w Wiedniu, wraz z Agnes Kelly, poddali chityne hydrolizie w 70% kwasie siarkowym w
temperaturze pokojowej i uzyskali N-acetylo-D-glukozamine jako monomer chityny [24]
oraz wywnioskowali, ze ,chityna jest acetylowanym i aminowanym polisacharydem” [25].

W XX wieku nastapit rozw6j zaawansowanych technik analitycznych, w tym dyfrakgji
rentgenowskiej, ktéra pozwolita na glebszy wglad w strukture krystalograficzna tego bio-
polimeru. Ponadto postep w metodach takich jak skaningowa i transmisyjna mikroskopia
elektronowa umozliwil dokladniejsze zrozumienie struktury chityny, zaréwno w skali mi-
kroskopowej, jak i nanoskopowej [21, 23].

Chityne mozna analizowa¢ za pomoca réznych technik [26, 27], takich jak:

1. Metody strukturalne i spektroskopowe

¢ Dyfrakcja rentgenowska (XRD)
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3 Wprowadzenie
* Rozpraszanie promieni rentgenowskich pod matym i szerokim katem (SAXS i
WAXS)

* Metody dyfrakcji elektronowej: wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia

elektronowa (HRTEM)
¢ Spektroskopia w podczerwieni
* Spektroskopia Ramana
* Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

* Spektroskopia absorpcji promieniowania rentgenowskiego przy krawedzi ab-

sorpcyjnej (NEXAFS)

¢ Kolorymetryczne metody identyfikacji glukozaminy

2. Metody chromatograficzne i elektroforetyczne
¢ Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)
¢ Chromatografia gazowa (GC)
* Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

* Wysokosprawna elektroforeza kapilarna (HPCE)

3. Metody chemiczne
¢ Test chitozanowo-jodowy na obecnos¢ chityny
¢ Test chlorkowo-jodkowy (Test Schulzego)
* Nowoczesne techniki barwienia chityny (m.in. Calcofluor White, Trypan Blue,
Ponceau S, primuline yellow)
4. Metody biochemiczne i immunochemiczne

¢ Test chitynazowy

Test lektynowy

Wykrywanie chityny za pomoca biatek wiazacych chityne

Immunochemiczna detekcja chityny

Analizy calego genomu syntaz chityny w celu jej identyfikacji

18



3.1 Chityna i chitozan: tto historyczne

Obecnos¢ chityny u gabek zostata po raz pierwszy opisana przez Ehrlicha i wspétpracow-
nikéw w 2007 roku [28, 29]. Autorzy wykazali, ze chityna wyizolowana z szkieletowych
wldkien gabek wykazuje niezwykle podobiefistwo strukturalne do chityny wystepujacej
u innych organizméw. Odkrycia zasugerowaly, ze zdolno$¢ do wytwarzania chityny jest
cecha starozytna u osobnikéw krélestwa zwierzat [28].

Rysunek 3.1 przedstawia o$ czasu zawierajaca wybrane odkrycia i przetomy naukowe w

historii chityny.
1876 1901 1935 1950 1963
G. Ledderhose S. Fréankel K.H.Mayer  W.Lotmar K. M.
& A. Kelly & G. Pankow & L. Picken  Rudall
Pierwszy Odkrycie Odkrycie Pierwsze Odkrycie N-acetylo-D-  Struktura Struktura Struktura
opisany funginy w chityny u doniesienie  glikozaminy/  glukozamina a-chityny B-chityny y-chityny
eksperyment tzw. owadow dotyczace glukozaminy  jako monomer
dotyczacy ~grzybach wyzszych deacetylacji  w chitynie chityny
bardzo wyzszych” chityny
odpornej
substancji R
wystepujacej 2007 2009 2013
w pancerzach |
bezkregowcow H. Ehrlich  E.Brunner H. Ehrlich

Odkrycie Odkrycie Odkrycie
wystepowani chitynyw  chityny sprzed
a chityny u okrzemkach okoto 505
gabek milionow lat

Rysunek 3.1: Historia najwazniejszych odkry¢ zwiazanych z chityna.

Historia chitozanu, najwazniejszej pochodnej chityny, rozpoczela sie sze$¢dziesiat lat
pozniej niz historia samej chityny. W 1859 roku francuski fizjolog Charles Rouget jako
pierwszy opisal deacetylacje chityny, uzyskujac z powodzeniem chitozan [30]. Rouget
nazwal jednak produkt ,modyfikowana chityna”. W swoim eksperymencie przeprowadzit
reakcje chityny ze stezonym roztworem zasady (KOH), a otrzymany produkt mial inne
wlasdciwosci niz oryginalna chityna — rozpuszczat sie w rozciericzonych roztworach kwaséw
i dawat inny kolor po zmieszaniu z roztworem jodu [30].

Nazwe ,chitozan” zaproponowal Hoppe-Seyler w 1894 roku, w swojej pracy nad eks-
trakcja chityny z pancerzy stawonogéw, takich jak kraby, skorpiony i pajaki [31, 32]. Poddat
chityne dziataniu roztworu wodorotlenku potasu w temperaturze 180°C, uzyskujac produkt
rozpuszczalny w rozcieficzonym kwasie solnym oraz rozcieficzonym kwasie octowym [31].

W 1929 roku Karrer i Hofmann odkryli, Ze chitozan jest polimerem skladajacym sie za-
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3 Wprowadzenie

réwno z jednostek glukozaminy, jak i N-acetyloglukozaminy [33]. Rok péZniej Karrer roz-
winatl badania nad otrzymywaniem chitozanu, sugerujac, ze podczas jego syntezy niektére
grupy aminowe ulegaja hydrolizie do grup hydroksylowych [34].

Produkcja chitozanu na skale przemystowa rozpoczeta sie w Japonii w 1971 roku, co sta-
nowilto kamiert milowy, ktéry znaczaco wplynat na rozwdj zastosowan tego polimeru [23].
Od tego czasu chitozan stal sie przedmiotem szeroko zakrojonych badan, szczegélnie w ta-
kich dziedzinach jak biomedycyna [35-37], rolnictwo [38, 39] oraz nauki o srodowisku [40].
Najnowsze badania podkre$laja jego rosnace znaczenie w systemach dostarczania lekéw
[41-43], gojeniu ran [44, 45] oraz pakowaniu zywnodci [46, 47]. Wszechstronnos$¢ chitozanu

doprowadzila do znacznego wzrostu aktywnosci patentowej w ciagu ostatnich kilku dekad

[5].

3.2 Chityna: Zrédla i metody izolacji

Chityna jest liniowym biopolimerem zbudowanym gléwnie z jednostek N-acetylo-
D-glukozaminy (N-acetylo-2-amino-2-deoksy-D-glukozy) polaczonych wiazaniami 1,4-
B-glikozydowymi, ale jednoczesnie zawierajacym réwniez deacetylowane jednostki D-
glukozaminy (2-amino-2-deoksy-D-glukozy) [26]. Wzér chemiczny przedstawiono na
rysunku 3.2.

Istotna cecha czystej chityny jest jej wysoka odpornos$é chemiczna na dzialanie silnych
zasad. Nawet w warunkach 1 M NaOH, w ktérych wiele innych biopolimeréw ulega de-
gradagcji, chityna zachowuje swoja strukture [26].

Chityna jest nierozpuszczalna w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach, w tym w
wodzie [48, 49], co stanowi istotne wyzwanie dla jej zastosowan ze wzgledu na trudnosci
w przetwarzaniu i charakteryzowaniu tego polisacharydu [50-54]. Wykazano jednak, ze
niektére ciecze jonowe umozliwiaja rozpuszczanie chityny lub modyfikacje jej struktury,
wplywajac na porowatos¢, morfologie czastek i stopieri krystalicznosci [55-58].

Z tego wzgledu, ze chitozan, w odréznieniu od chityny, wykazuje rozpuszczalnos¢ w
wodnych roztworach o odczynie kwasnym, stanowi on atrakcyjny material do dalszych
modyfikacji oraz szerokiego zakresu zastosowan [59, 60]. Chitozan, otrzymywany przez
deacetylacje chityny, jest biopolimerem zbudowanym z jednostek D-glukozaminy (2-amino-

2-deoksy-D-glukozy) z niewielka ilo$cia jednostek N-acetylo-D-glukozaminy (N-acetylo-2-
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amino-2-deoksy-D-glukozy) [51] (rys. 3.2). Ogélnie przyjmuje sie, Ze gdy ponad 50% jedno-
stek ulega deacetylacji, biopolimer nazywany jest chitozanem [61]. Wtedy tez staje sie roz-
puszczalny w wodnych roztworach kwaséw, jednak zalezy to réwniez od rozmieszczenia
grup acetylowych w taficuchu. Deacetylacja chityny polega na usunieciu grup acetylowych,
czemu moze towarzyszy¢ czeciowa depolimeryzacja [62]. Cechy te mierzy sie odpowied-

nio stopniem acetylacji lub deacetylacji oraz masa czasteczkowa polimeru [51].
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Rysunek 3.2: Wzory strukturalne chityny, chitozanu i celulozy, na podstawie [63, 64].

Chityna i chitozan sa biopolimerami o udokumentowanej nietoksycznosci, wysokiej bio-
kompatybilnosci, biodegradowalnosci oraz niskim potencjale alergizujacym [65]. Wykazuja
rowniez szereg korzystnych dziatan biologicznych, w tym dziatanie przeciwnowotworowe,
przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe [60]. Ponadto maja doskonate wtasciwosci filmo-
twoércze i moga by¢ przeksztalcone w rézne formy, w tym witékna, gabki, proszki i zele [66].
Te unikalne wtasciwo$ci sprawiaja, ze chityna i chitozan to bardzo interesujace materiaty
do szerokiej gamy zastosowari, w tym duzej liczby zgloszeni patentowych [4, 5]. Fizyczna
postaé biopolimeru odgrywa kluczowa role w okreslaniu jego potencjatu zastosowania [67].

Liczne zastosowania tych polisacharydéw mozna znaleZ¢ w dziedzinie biomedycyny. Na
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przyklad materialy oparte na chitynie wykazuja wladciwosci sprzyjajace regeneracji tka-
nek i zostaly wykorzystane w inzynierii tkankowej [15, 16, 68]. Membrany na bazie chityny
wspieraty wzrost komoérek fibroblastow [71]. Ponadto chityna okazala sie skuteczna prze-
ciwko wirusowi Covid-19 [72]. Chityna oraz chitozan moga promowac gojenie sie ran i by¢
stosowane w opatrunkach na rany [73-75]. Oba polimery wykazuja réwniez potencjalne
zastosowanie w systemach dostarczania lekéw [76-79]. Pochodne chitozanu z linolowymi
i o-linolenowymi kwasami ttuszczowymi sa obiecujace do zastosowania jako biofunkcyjne
powtoki do cewnikéw, oferujac nowe mozliwosci zastosowan biomedycznych [80]. Doda-
tek chitozanu do skladu cementu kostnego pozwala na uzyskanie kompozytu o zwiekszo-
nej biodegradowalnosci [81]. Chitozan znajduje zastosowanie w tworzeniu bioaktywnych
powtok na implantach tytanowych [82-84], w tym na tytanowych implantach kosci [86], o
wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, ktére umozliwiaja kontrolowane uwalnianie substan-
qji [87-91].

Chityna i chitozan sa réwniez wykorzystywane jako adsorbenty w oczyszczaniu $rodo-
wiska oraz w kosmetyce i przemy$le papierniczym [51, 52, 92]. Chityna i chitozan wykazuja
zdolnos¢ do efektywnej adsorpcji barwnikéw zawierajacych jony chromu ze $ciekéw po-
chodzacych z przemystu tekstylnego [93]. Materialy oparte na chitynie moga dziatac¢ jako
skuteczne sorbenty w monitorowaniu srodowiska. Chityna adsorbuje zanieczyszczenia za-
wierajace metale ze $ciekéw lub przeptywoéw paliwa jadrowego [94, 95]. Ponadto materialy
na bazie chityny sa w stanie usunaé rope z wody, co réwniez podkresla ich potencjat usuwa-
nia zanieczyszczen ze srodowiska [96, 97]. Co wiecej, ten polisacharyd moze oczySci¢ wodne
roztwory z barwnikéw kationowych i anionowych [98, 99] lub mieszanin barwnikéw [100].
Chityne zastosowano do syntezy widknistej mikrosfery weglowej, ktére sa wysoce poten-
gjalnymi materiatami do przechwytywania CO, z gazéw spalania paliwa kopalnego [101].
Chitozan mozna zastosowaé nie tylko do adsorpcji barwnikow [102-104] ale takze do odzy-
skiwania fosforu z roztworéw wodnych [105] oraz ortofosforanéw i azotanéw ze Sciekéw
szklarniowych [106]. Ponadto gabka na bazie chitozanu wykazata wysoka wydajno$¢ w po-
chianianiu barwnikéw tekstylnych z roztworéw wodnych [107].

Poza tym chityna jest szeroko stosowana do immobilizacji enzyméw [108, 109] oraz w
biosensorach [110-113]. W branzy spozywczej chityna nie tylko moze byé wykorzystana

jako biodegradowalna folia opakowaniowa [114], ale takze jako Zzywno$¢ funkcjonalna, np.
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o wiladciwosciach przeciwstarzeniowych lub do redukgji lipidéw [52]. Dodatkowo chityna
jest stosowana w biorafineriach do produkcji odnawialnych chemikaliéw i energii [115,
116]. Chityna i chitozan wykazuja potencjal w chromatografii cieczowej jako faza stacjo-
narna co wynika z obecnosci licznych grup funkcyjnych w ich faficuchach polimerowych
[117]. Kompozyty chitozanu z alkoholem poliwinylowym i tlenkiem metalu wykazuja
réwniez potencjal zastosowan w urzadzeniach elektronicznych, czujnikach i powlokach
przewodzacych, gdzie kluczowa jest rownowaga miedzy parametrami elektrycznymi a sta-
bilnoscia w réznych warunkach temperaturowych [118]. Chitozan stanowi cenny surowiec
do syntezy polioli wykorzystywanych w produkcji biodegradowalnych sztywnych pianek
poliuretanowych. W poréwnaniu z klasycznymi piankami poliuretanowymi, pianki wy-
tworzone z oligomeru chitozanu charakteryzuja sie korzystnymi wiladciwosciami, takimi
jak zwiekszona odpornos$¢ termiczna, niska absorpcja wody i wysoka wytrzymatos¢ na

Sciskanie [119-121].

3.2.1 Zrédta chityny

Chityna wystepuje w ponad 70% wszystkich organizméw zywych na $wiecie [122], co ttu-
maczy szerokie rozpowszechnienie tego biopolimeru u wielu organizméw w réznych gru-
pach taksonomicznych [123-126]. Chityne zidentyfikowano u grzybéw, protistow, okrze-
mek, gabek, a takze u organizméw bardziej ztozonych ewolucyijnie, takich jak mieczaki,
pajaki, owady i skorupiaki [127-131]. Chociaz obecnoé¢ chityny réwniez u kregowcéw moze
wydawac sie zaskakujaca, wykazano jej wystepowanie u niektérych ptazéw iryb [132].

Na rysunku 3.3 przedstawiono przyklady naturalnych Zrédel chityny w ré6znych grupach
taksonomicznych.

Chityna jest naturalna, starozytna matryca do biomineralizacji krzemionki i wapnia [133].
Zazwyczaj jest ona zwiazana z innymi substancjami, takimi jak bialka, lipidy, pigmenty i
mineraty — najczesciej weglany wapnia lub magnezu, ktérych iloé¢ r6zni sie w zaleznosci

od organizmu [133].
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Mucor rouxii
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Rysunek 3.3: Wybrane przykiady naturalnych Zrédet chityny.

Chityne zidentyfikowano w skamienialo$ciach wielu organizméw, w tym w skamie-
niatosciach chrzaszczy sprzed prawie 25 milionéw lat [134]. 3-Chityne wykryto w ska-
mieniato$ciach glowonoga Mississaepia mississippiensis sprzed okoto 34 min lat [135], a
takze w ostonkach jajowych $limakéw z rodziny neritimorféw sprzed 200 min lat [136].
Skamieniate kompleksy chitynowo-biatkowe zaobserwowano w kutykuli skorpiona sprzed
310 mln lat oraz kutykuli wielkoraka (Eurypterida) sprzed 417 min lat [137]. Ponadto
chityne zidentyfikowano w skamienialosciach gabki Vauxia gracilenta sprzed 505 miln lat
[138] oraz w skamieniato$ciach grzybéw odkrytych w tupkach dolomitowych datowanych
na okres od 810 do 715 mln lat [139]. Najnowsze badania wykazaly takze obecnos¢ chityny
w skamieniato$ciach trylobita z rodzaju Olenellus, pochodzacych z osadéw datowanych na
514,5-506,5 miIn lat [140].

Potaczenie chityny z innymi czasteczkami zwieksza sztywnos¢ strukturalna, co czyni ja
kluczowym skladnikiem formacji szkieletowych [133]. Chityna, wystepujaca szczegdlnie

w egzoszkieletach bezkregowcéw, w istotnym stopniu wptywa na ich wtasciwosci mecha-
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niczne, takie jak sztywno$¢ i twardosc¢ [141]. Co wiecej, gdy chityna faczy sie z biatkami
w kutykuli bezkregowcoéw, staje sie odporna na degradacje enzymatyczna, co wyjasnia
jej utrwalenie w zapisach kopalnych. W $cianach komérkowych grzybéw chityna tworzy
kompozyt z glukanami, co zwieksza ich sztywnos¢ strukturalna. U mieczakéw chityna
wystepuje w ré6znych kompleksach w zaleznosci od gatunku [133]. Na przykiad, a-chityna
jest zwiazana z aragonitem u Anodonta cygnea [142], a B-chityna wystepuje w polaczeniu z
hydroksyapatytem w muszli Lingula unguis [143]. U skorupiakéw egzoszkielet jest zmine-
ralizowanym kompozytem skladajacym sie z matrycy chitynowo-biatkowej wzmocnionej
weglanem wapnia, ktéra jest odkladana w skreconej strukturze blaszkowej [133].

Iloé¢ chityny i innych substancji, takich jak biatka czy mineraty, r6zni sie w zaleznosci od

zrodta. Tabela 3.1 przedstawia wybrane Zrédla wraz z zawartosScia chityny.

Tabela 3.1: Przyklady Zrédet chityny wraz z jej zawartos$cia, na podstawie [144-146].

Zrédto chityny Zawartos$é chityny [%]
Kutykule krabéw 15-30
Kutykule krewetek 30-40
Kutykule owadéw 5-25

Kutykule pajgkéw 6-9

Szkielety ggbek 5-70
Gladiusy katamarnic 20-40
Sciany komérkowe grzybéw 10-25
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3.2.1.1 Gabki jako zrédlo chityny

Gabki (Porifera) to najstarsze i najprostsze wielokomoérkowe organizmy wodne na Ziemi
[147]. Sa to osiadle, filtrujace organizmy bentoniczne, zazwyczaj wystepujace na dnie mor-
skim lub przyczepione do twardych powierzchni, takich jak skaty [148, 128]. Gabki stanowia
pierwsza oddzielona linie ewolucyjna wéréd zwierzat wielokomérkowych w historii zycia
na Ziemi. Najwcze$niejsze znane $lady gabek pochodza z osadéw datowanych na 1,8 mld
lat temu [148]. Ponadto najstarszy skamienialy szkielet gabki pospolitej zostat znaleziony w
skale sprzed 890 min lat [147, 149].

Gabki, jako osiadle zwierzeta wodne, pobieraja pokarm i sktadniki odzywcze z otaczajacej
je wody. Pompuja przez swoje ciata ogromne iloéci wody (dziennie moze to by¢ nawet 72
000 razy wiecej niz ich wiasna objetos¢ ciata) [129], aby wychwytywaé mikroalgi, szczatki
organiczne i mikroorganizmy, w tym bakterie. Cate ciato gabki jest funkcjonalnie i struktu-
ralnie zaprojektowane, aby skutecznie filtrowaé wode [129]. Opiera sie na tréjwymiarowym
szkielecie, ktory jest sztywny, aby wytrzymac przeptywy wody, a takze wystarczajaco ela-
styczny, aby uniknaé peknie¢ [128]. Rysunek 3.4a przedstawia podwodny obraz gabki Aply-
sina aerophoba, a 3.4b pokazuje schematyczna reprezentacje gabki funkcjonujacej jako zywa

pompa, ze strzatkami wskazujacymi kierunek przeptywu wody.

Rysunek 3.4: Podwodny obraz gabki morskiej Aplysina aerophoba (a) oraz schematyczne
przedstawienie ciata gabki jako zywej pompy i zywego filtra (b). Strzatki wska-
zuja kierunek przeptywu wody.
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Typ Porifera dzieli gabki na cztery gromady, w zaleznosci od skladu szkieletu: gabki
pospolite (Demospogiae), gabki szkliste (Hexactinellida), gabki wapienne (Calcarea) i Ho-
moscleromorpha [128, 129]. Gabki pospolite stanowia najliczniejsza gromade w typie Po-
rifera, obejmujac 95% wszystkich zyjacych gabek. Zamieszkuja one gltéwnie wody mor-
skie, ale moga réwniez wystepowaé w Srodowiskach stodkowodnych. Gromada Demo-
spongiae dzieli sie na kilka rzedéw, z ktérych trzy: Dictyoceratida, Dendroceratida i Ve-
rongiida wyrézniaja sie szkieletem o nietypowej budowie. U ich przedstawicieli krzemion-
kowy szkielet, charakterystyczny dla gabek pospolitych, zostat zastapiony przez biatkowy,
wil6knisty szkielet zawierajacy spongine [129].

Wykazano, ze chityne mozna zidentyfikowaé w szkieletach gabek stodkowodnych i mor-
skich, nalezacych do réznych klas taksonomicznych [128]. Tabela 3.2 zawiera liste gatunkéw

gabek, u ktérych zidentyfikowano chityne.

Tabela 3.2: Gatunki gabek, u ktérych zidentyfikowano chityne. Zdjecie przedstawia wysu-
szony fragment gabki A. aerophoba z widoczna, po usunieciu tkanki miekkiej,
struktura szkieletu zawierajaca chityne.

1cm

Gromada Demospongiae

Rzad Verongiida (gabki morskie)

Gatunki gabek Zrédto
Verongula gigantea [28]
Ianthella basta [150]
Aiolochroia crassa
Aplysina aerophoba
A. cauliformis [151]
A. cavernicola
A. fulva
A. clathrata
A. revillagigedi [152]

A. gerardogreeni
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A. fistularis [153]
Suberea clavata [154]
Pseudoceratina purpurea [155]
P. arabica [156]
A. archeri [141]
Ernstilla lacunosa [157]
lanthella labyrinthus [158]
Rzad Spongillida (gabki stodkowodne)
Spongilla lacustris [159]
Lubomirskia baikalensis [160]
Ochridaspongia rotunda [161]
Rzad Poecilosclerida
Moycale euplectellioides [162]
Acarnus wolffgangi [163]

Echinoclathria gibbosa

Gromada Hexactinellida

Farrea occa [29]
Euplectella aspergillum [164]
Rossella fibulata [165]
Sericolophus hawaiicus [166]

Chityna odgrywa kluczowa role strukturalna u gabek. Ten aminopolisacharyd jest wbu-
dowywany w szkielety gabek, co skutkuje ich sztywniejszymi i mniej elastycznymi struk-
turami. Odpowiednie wzmocnienie mechaniczne jest kluczowe do utrzymania podparcia
ciala podczas ciagtlej filtracji wody oraz zapewnienia stabilnosci mechanicznej w warun-
kach przeptywu wody [159]. Jednak u endemicznej stodkowodnej gabki Ochridaspongia ro-
tunda chityna wystepuje jedynie w narzadzie czepnym [161], gdzie kotwiczy ciato gabki do
twardego podloza, co jest niezbedne ze wzgledu na jej ograniczona ruchliwo$¢. Ponadto w

stadium larwalnym chityna utatwia przyczepianie sie do powierzchni skalistych [161].

3.2.2 Chityna: metody izolacji

W celach komercyjnych chityne pozyskuje sie gléwnie z odpadéw przemystu przetwor-
stwa owocOw morza, tj. z krewetek, krabéw oraz kryla [167].
Ze wzgledu na wspétwystepowanie chityny razem z innymi skfadnikami, skuteczna izo-

lacja czystej chityny zalezy zaréwno od Zrédia, jak i zastosowanej metody ekstrakcji. Dla-
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tego tez wiekszo$¢ przemystowych metod ekstrakgji chityny, szczegélnie tych ze Zrédet
morskich, obejmuje obrébke chemiczna majaca na celu deproteinizacje, demineralizacje i
depigmentacje [141].

Metody ekstrakgji chityny mozna podzieli¢ na chemiczne i enzymatyczne, ktére zazwy-
czaj obejmuja deproteinizacje, demineralizacje oraz usuwanie lipidéw i pigmentéw, co od-
bywa sie gléwnie w pierwszych dwéch etapach. Konkretna metoda izolacji chityny zalezy
od uzytego materiatu (tab. 3.3), np. pancerze krewetek sa ciefisze, co ulatwia proces izolacji
w poréwnaniu z twardszymi pancerzami, takimi jak pancerze krabéw czy homaréw [51].

W procesie chemicznej ekstrakcji chityny deproteinizacje mozna przeprowadzi¢ za po-
moca odczynnikéw takich jak: NaOH, KOH, Nay,CO3, NapSO3, NaHSO3, NazPO4 lub NayS
[168]. Warunki reakcji réznia sie w zalezno$ci od literatury, jednakze preferowany jest roz-
twor NaOH. Uzywa sie go w stezeniu od 0,125 do 5,0 M, czas reakcji wynosi od kilku minut
do kilku dni, a temperatura do 160°C [169]. Jednak NaOH moze powodowaé czeSciowa
deacetylacje chityny i obniza¢ jej mase czasteczkowa [62].

Kolejny etap, demineralizacja, ma na celu usuniecie mineratéw, zwlaszcza weglanu wap-
nia. W tym celu stosuje sie obrébke kwasem, na przyktad HCl, CH;COOH, HNOj3, H,SO4
lub HCOOH [62]. Kwas rozpuszcza mineraty obecne w materiale i wytwarza rozpuszczalne
sole, ktére mozna fatwo wymy¢. Warunki demineralizacji r6znia sie w badaniach. Diugi czas
demineralizacji, nawet do kilku dni, moze spowodowac¢ zmniejszenie zawartoéci mineratéw
w prébcee, ale rowniez degradacje polimeru [51, 170]. Ponadto wysoka temperatura reakcji
moze skrocic jej czas poprzez zwiekszenie penetracji rozpuszczalnika do matrycy polisa-
charydu. Demineralizacja moze jednak wptywac na stopieri acetylacji i mase czasteczkowa
biopolimeru [171]. W celu zachowania struktury chityny, czesto skuteczniejsze okazuja sie
metody biologiczne.

Biologiczna deproteinizacja wymaga uzycia enzymow proteolitycznych. Enzymy te,
znane jako proteazy, pochodza gtéwnie ze Zrédet zwierzecych, roslinnych lub mikrobio-
logicznych. Proteazy odpowiadaja za usuwanie biatek z chityny. Jednak chityna uzyskana
poprzez enzymatyczna deproteinizacje nadal zawiera resztkowe ilosci biatka [172]. Aby
osiagna¢ wysoki stopiefi czystoSci, szczegélnie wazny w zastosowaniach medycznych,
konieczne jest poddanie chityny dziataniu zasady, takiej jak NaOH. Proces ten mozna

przeprowadzi¢ w tagodniejszych warunkach i krétszym czasie w poréwnaniu z kon-
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wencjonalnymi metodami chemicznymi, co pomaga zachowaé strukture chityny [51].
Zoptymalizowanie enzymatycznej metody pozyskiwania wysokiej jakosci, czystej chityny
pozwala obnizy¢ zawartos¢ biatka do wartosci sladowych [172]. W podejéciu enzyma-
tycznym demineralizacje przeprowadza sie z wykorzystaniem bakterii produkujacych
kwasy organiczne, takie jak kwas mlekowy lub octowy, ktére okazaly sie réwnie sku-
teczne w demineralizacji pancerzy krewetek jak kwas solny [173]. Rysunek 3.5 przedstawia

schematyczna reprezentacje przemystowych metod izolacji chityny.

ZRODLO CHITYNY

Ptukanie

Metoda rozdrabnianie Metoda
chemiczna biologiczna
Demineralizacja Demineralizacja
Dziatanie Obroébka
CaCO, kwasem bakteryjna CaCO,
Deproteinizacja Deproteinizacja
Dziatanie Dziatanie
biatka zasadg proteaz biatka

) ) Dodatkowa deproteinizacja i
Depigmentacja

dekoloryzacja
Roztwory Dziatanie
wybielajace zasada
pigmenty biatka
CHITYNA
NaOH/KOH 30-50% Deacetylacja

80-150°C Deacetylaza chitynowa

CHITOZAN

Rysunek 3.5: Przemystowe metody izolagji chityny, zaadaptowane z [141].
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Opracowano nowe metody izolacji chityny, w tym z wykorzystaniem rozpuszczalni-
kéw eutektycznych, cieczy jonowych i technik elektrochemicznych [52]. Rozpuszczalniki
gleboko eutektyczne pochodzenia naturalnego moga zapobiega¢ deacetylacji chityny oraz
minimalizowaé degradacje jej masy czasteczkowej. Ponadto ulatwiaja one rozpuszczanie
amorficznej chityny, poprawiajac strukture krystaliczna wyekstrahowanego materialu
[174]. Ciecze jonowe, ktére skutecznie rozkladaja surowa biomase z réznych Zrédet (np. od-
pady z przetwoérstwa skorupiakéw, gladiusy katamarnic), umozliwiaja ekstrakcje chityny
o duzej masie czasteczkowej poprzez rozpuszczenie polisacharydu w roztworze cieczy
jonowej [175, 176].

W badaniach z 2002 roku [177] opisano zastosowanie obrébki elektrochemicznej do izo-
lacji chityny z egzoszkieletow skorupiakéw. Surowiec zawierajacy chityne, przygotowany
w postaci wodnej emulsji soli, byl przetwarzany w elektrolizerze. Etapy deproteinizacj,
demineralizacji i odbarwiania zachodzily pod wptywem pola elektromagnetycznego. Elek-
troliza wody generowala jony, ktére regulowaty zaréwno potencjat redoks, jak i pH. To
przyjazne dla srodowiska podejscie pozwolito na jednoczesne przeprowadzenie wszystkich
trzech etapdw, przy uzyciu niskich stezeri kwaséw i zasad (0,05-0,1%). Proces ten wymagat
jednak diuzszego czasu trwania (12-24 godz.), a uzyskana chityna charakteryzowala sie
zwiekszona zawartoscia lipidéw [177].

Warto zauwazy¢, ze biorafinacja umozliwia ekstrakcje a-chityny z odpadéw z muszli kre-
wetek [178], a takze z larw owadéw [179]. Biorafinacja chityny stanowi zielona strategie
przetwarzania odpadéw ze skorupiakéw w wartos$ciowe produkty, takie jak chityne, oligo-
mery chityny oraz deacetylowane pochodne, takie jak chitozan, oligomery chitozanu i glu-
kozamina. Warto zauwazy¢, ze odpady z muszli skorupiakéw stanowia 60-80% catkowitej
biomasy pochodzacej z przetwérstwa owocéw morza [115]. Technika biorafinacji umozliwia
produkcje wysokiej jakosci chityny i chitozanu [180].

Biorafinacja chityny wykorzystuje biologiczna obrébke odpadéw zawierajacych chityne,
w wyniku ktérej powstaja chityna, weglan wapnia oraz ptyny zawierajace biatka i lipidy.
Nastepnie, degradacja enzymatyczna moze przeksztalci¢ chityne w chitozan i jego mono-
meryczne elementy budulcowe. Co wazne, wszystkie produkty uboczne maja potencjalne
zastosowania, na przykiad w przemysle biogazowym [181].

Tabela 3.3 podsumowuje najnowsze publikacje omawiajace techniki izolacji chityny.
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Tabela 3.3: Przeglad najnowszych artykuléw na temat metod izolacji chityny, wraz z ich

schematycznym podsumowaniem.

METODY IZOLACJI CHITYNY

Hydroliza Fermentacja
enzymatyczna mikrobiologiczna

Biologiczne

(Electrochemiczne)

—

»Zielone”
technologie

/\\ e -_—— =

Ciecze Rozpuszczalniki
jonowe gteboko

!
|
eutektyczne |
|
|
|

Metody ekstrakcji wspomaganej:
* Ekstrakcja wspomagana ultradzwigkami

Ekstrakcja wspomagana mikrofalami
Wysokie cisnienie hydrostatyczne
Impulsowe pole elektryczne
Ekstrakcja wspomagana plazma
Ekstrakcja ptynem podkrytycznym i

\

- Em = = .

\ nadkrytycznym
— o — -
Rok Tytul Zrédlo
2021 A Review of Various Sources of Chitin and Chitosan in Nature [167]
2022 Green and eco-friendly approaches for the extraction of chitin and [182]
chitosan: A review
2022 Recent advances in extraction of chitin and chitosan [183]
2022 Chitin, Chitosan, and Nanochitin: Extraction, Synthesis, and [184]
Applications
2023 Chitin and chitin-based biomaterials: A review of advances in [52]
processing and food applications
2023 A new era of chitin synthesis and dissolution using deep eutectic [185]
solvents- comparison with ionic liquids
2023 Crustacean shell waste derived chitin and chitin nanomaterials for [53]
application in agriculture, food, and health — A review
2024 Towards a greener future: Exploring the challenges of extraction of [186]
chitin and chitosan as bioactive polysaccharides
2024 Update on Chitin and Chitosan from Insects: Sources, Production, [187]
Characterization, and Biomedical Applications
2024 Green technologies for bio-refinery in marine crustacean shell [188]
valorisation from chitin perspective
2025  Comparative analysis of chitin isolation techniques from mushrooms: [189]
toward sustainable production of high-purity biopolymer
2025 Microbial fermentation for chitin recovery from shrimp by-products — A [190]
review
2025 Sustainable Extraction and Characterization of Chitin and Chitosan [191]
from Insect Frass
2025  Sustainable biopolymer design: extraction of chitin and chitosan using [192]

natural deep eutectic solvents with improved antibacterial features
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2025 Chitin: a comparison between its main sources [193]

2025 Extraction of Chitin, Chitosan, and Calcium Acetate from Mussel Shells [194]
for Sustainable Waste Management

2025 Green Processes for Chitin and Chitosan Production from Insects: [62]
Current State, Challenges, and Opportunities
2025 Recovery of Chitin from Agaricus bisporus Mushrooms: Influence of [195]

Extraction Parameters and Supercritical CO, Treatment on Fresh
Mushrooms and Production Residues

2025 Unlocking Nature’s Building Blocks: Emerging Advances in Chitin and [196]
Collagen Research

3.2.3 Metody izolacji chityny z gabek

Do izolacji chityny z gabek stosuje sie metode zaproponowana w 2007 roku. Technika ta
zapewnia nie tylko zachowanie unikalnej architektury porowatych tréjwymiarowych szkie-
letow, ale takze dokladne oczyszczenie, co jest szczegodlnie istotne w zastosowaniach bio-
medycznych [197]. Pierwszy etap polega na umieszczeniu prébki gabki w wodzie dejonizo-
wanej przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Faza ta zapewnia rozpuszczenie substancji
rozpuszczalnych w wodzie i lize komoérek gabki przez osmoze. Drugim etapem tej metody
jest odwapnienie poprzez dziatanie 20% roztworem kwasu octowego przez 24 godziny w
temperaturze 37°C. Oprocz degradacji weglanéw wapnia, etap ten rozpuszcza biatka i pig-
menty rozpuszczalne w kwasach. Nastepnie konieczne jest zobojetnienie probki w wodzie
dejonizowanej. W trzecim etapie wymagane jest odsiarczenie poprzez zastosowanie 2,5 M
roztworu wodorotlenku sodu przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Oprécz krzemionki,
rozpuszczane sa rowniez inne substancje rozpuszczalne w zasadach, takie jak lipidy, pig-
menty i biatka. Nastepnie, pozostaty szkielet gabki poddaje sie zobojetnianiu woda dejoni-
zowana. Etapy obrobki kwasem i zasada powtarzane sa naprzemiennie, do momentu catko-
witego oczyszczenia matrycy chitynowej. W ostatnim etapie, w razie potrzeby, stosuje sie
35% roztwor nadtlenku wodoru w celu usuniecia resztek pigmentéw z matrycy chitynowej.
Czas trwania calego procesu zalezy od morfologii szkieletu, uzytego gatunku gabki i liczby
potrzebnych powtérzen etapéw. Dlatego procedura izolacji chityny z gabek moze trwac¢ do

7 dni [197]. Schemat metody przedstawiono na rysunku 3.6.
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Powtarzane az do catkowitej demineralizacji

jll'

Odwapnianie Odsiarczanie

'10% NaOH
37°C, 24h

20% kwas octowy'|
37 °C 24h ] 37°C, 24h

Rysunek 3.6: Standardowa metoda izolagji chityny, na podstawie [197].

Aby wyizolowa¢ chityne z gabek, konieczne jest przeprowadzenie zaréwno odwapnia-
nia, jak i odsiarczania probki. Wynika to z faktu, ze chityna w wielu gabkach wystepuje w
biokompozytach, w potaczeniu z krzemionka w gabkach szklanych lub z weglanem wapnia
i krzemionka w gabkach pospolitych [197].

Dtugi czas trwania standardowej metody zainspirowal spotecznos¢ naukowa do poszu-
kiwania bardziej efektywnych technik izolacji chityny z gabek.

Jednym z ulepszeni bylo zastosowanie mikrofal, co znacznie skrécito czas obrébki [141,
198]. Caly proces trwa do 1 godziny, z czego wiekszo$¢ to neutralizacja poprzez ptukanie w
wodzie. Ze wzgledu na zwiekszona efektywnos$¢é metoda ta moze by¢ okreslana jako ,me-
toda ekspresowa” [141]. Do izolagji chityny stosuje sie promieniowanie mikrofalowe (750
W i 2450 MHz) jednocze$nie z wieloetapowa procedura, do ktérej uzywa sie wody dejo-
nizowanej, 1% roztworu NaOH, 20% roztworu CH3COOH i 30% roztworu H,O,. Metoda
ta nie powoduje deacetylacji chityny i pozwala na zachowanie unikalnej tréjwymiarowej
architektury matrycy chitynowej [141].

Kolejnym udoskonaleniem jest zastosowanie ultradZwiekéw razem z naprzemiennym
dziataniem roztworu wodorotlenku sodu i kwasu octowego [197]. Czas obrébki i zuzycie

srodkéw chemicznych réznia sie w zaleznosci od gatunku i morfologii szkieletu danej gabki.
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3.2 Chityna: Zrédta i metody izolacji

Generalnie metoda wspomagana ultradZwiekami skraca czas przetwarzania do okoto 4 go-
dzin, jednoczeénie minimalizujac zuzycie rodkéw chemicznych w poréwnaniu z metoda
standardowa. Poniewaz jednak zastosowaniu ultradZwiekéw moze towarzyszy¢ deacetyla-
¢ja, nalezy oceni¢ jako$¢ otrzymanej chityny [197].

Dodatkowo, izolacje skafoldéw chitynowych z wybranych gatunkéw gabek przepro-
wadzono z wykorzystaniem metody wspomaganej elektrochemicznie (rys. 3.7). Metoda
ta pozwala na izolacje oczyszczonych matryc chitynowych w krétkim czasie, zachowujac
integralnos¢ sieci potaczonych kanatéw i zapobiegajac deacetylacji chityny do chitozanu
[199, 200]. Elektroliza umozliwia produkcje kwaséw i zasad z wodnych roztworéw soli.
W tej metodzie, do izolacji skafoldéw chitynowych, jako elektrolit zastosowano stezony
roztwor NapSOy. Procedura obejmuje kilka etapéw. Najpierw wysuszona gabke poddaje
sie wstepnej obroébce woda destylowana. W celu usuniecia skladnikéw komérkowych
probke umieszcza sie w komorze katodowej, gdzie otrzymywany jest pozbawiony ko-
morek szkielet gabki oraz ekstrakt zawierajacy komoérki. Nastepnie, szkielet przenosi sie
do komory anodowej, w celu odwapnienia szkieletu. Aby uzyska¢ bezbarwny skafold
chitynowy, szkielet poddaje sie deproteinizacji, odsiarczeniu i depigmentacji. Ten etap wy-
maga ponownego umieszczenia szkieletu w komorze katodowej, ale w innych warunkach,
mianowicie przy wyzszym natezeniu i napieciu pradu. W zaleznosci od gatunku gabki
niektére parametry procedury nieznacznie sie r6znia, w tym czas potrzebny na kazdy z eta-
poOw, natezenie i napiecie pradu oraz liczba powtérzeni etapéw niezbednych do uzyskania

produktu koricowego.
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Rysunek 3.7: Schematyczny obraz metody elektrochemicznej izolacji chityny z gabek, na

podstawie [199].

3.3 Charakterystyka strukturalna chityny

Chityna wystepuje w trzech formach polimorficznych — o, 8 i v, ktére charakteryzuja sie

réznym ulozeniem tanicuchéw polimerowych (tab. 3.4) [201]. Chityna w formie o jest naj-

bardziej rozpowszechniona w przyrodzie. Wystepuje

w Scianach komérkowych grzyboéw,

w pancerzach skorupiakéw (homaréw, krabow, krewetek, kryli) oraz w kutykuli owadow.

Wystepuje réwniez u organizméw morskich, w tym gabek [133, 150, 159, 163]. o-Chityna
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znajduje sie gtéwnie u organizmoéw, ktérych struktury wymagaja dobrych wlasciwosci me-
chanicznych, takich jak sztywnos$¢ i twardos¢. Ponadto ta forma polimorficzna jest czesto
zwiazana z substancjami nieorganicznymi [202]. Jednym z przyktadéw jest biokompozyt
szkieletowy z krzemionki, aragonitu i chityny u niektérych gatunkéw z rzedu Verongiida

[203].

Tabela 3.4: Tabela przedstawiajaca Zrédta i rozpowszechnienie wszystkich trzech form poli-
morficznych chityny wraz z ich schematyczna reprezentacja, na podstawie [50].

Forma polimorficzna a-chityna B-chityna y-chityna

Uktad tancuchoéw

Wybrane Zrédta Krewetki, kraby,  Gladius katamarnic, Larwy btonkdwki i
homary, gabki okrzemki jedwabnika
Rozpowszechnienie Duze Mniej obfite Mniej obfite

Wiékna szkieletowe gabki Spongilla lacustris sktadaja sie z a-chityny, ktéra zmniejsza ela-
stycznos$¢ strukturalna, a jednoczeénie zwieksza odporno$¢ na nacisk mechaniczny i degra-
dacje chemiczna [159].

o-Chityna najprawdopodobniej odpowiada za przyczepnos¢ gabki stodkowodnej Lubo-
mirskia baikalensis do powierzchni skat [160]. Podobnie u stodkowodnej gabki Ochridaspongia
rotunda, a-chityne zidentyfikowano wytacznie w czeSci mocujacej, co sugeruje jej funkcjo-
nalne znaczenie w zakotwiczaniu gabki w twardym podtozu [161].

Ze wzgledu na wysoka stabilnos¢ termodynamiczna, o-chityna moze powstawac¢ w wy-
niku rekrystalizacji form 8 i y [51]. Pojedyncze faricuchy polimerowe w wiéknach a-chityny
sa utozone antyréwnolegle [50]. Nastepnie faricuchy chityny sa zorganizowane w arkusze,
ktore sa stabilizowane przez wewnatrzczasteczkowe wiazania wodorowe C(6)OH---O=C(7)
wewnatrz arkusza. Ponadto o-chityna posiada miedzyczasteczkowe wiazania wodorowe
miedzy arkuszami C(6)OH---HOC(6), ktére zapewniaja gestsza strukture i ograniczaja in-
filtracje rozpuszczalnika, utrudniajac rozpuszczanie chityny [202, 204]. Réwniez réznica
w otoczeniu wiazann wodorowych powoduje rozszczepienie pasma amidowego I w wid-
mach FTIR o-chityny (pasma przy 1658 em™ i 1622 em™) [205]. Strukture krystaliczna o-

chityny okreslili Minke i Blackwell w 1978 roku. Autorzy zaproponowali rombowa komoérke
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elementarna (wymiary: a = 4,74 A, b=1886 Aic=1032 A), oraz grupe przestrzenna
P212121 [206]. Sposrdéd polimorféw chityny, a-chityna wykazuje najwyzszy wskaznik krysta-
licznosci, wynoszacy 70,8% [122]. Jednak wartosci stopnia krystaliczno$ci moga sie r6zni¢ w
zalezno$ci od Zrédta chityny i metody jej izolacji. Na przyktad wykazano, ze chityna wyeks-
trahowana z grzybéw charakteryzuje sie wskaznikiem krystaliczno$ci wynoszacym 58,5%,
podczas gdy chityna pochodzaca z owadéw moze osiaga¢ wskaznik az 84,9% [207].

Druga forme polimorficzna — 3-chityne — mozna znaleZ¢ u okrzemek [208] i w ich krze-
mionkowych Scianach komérkowych [209], w gladiusach (tzw. pidérach) katamarnic, w
strukturach rurowych wytwarzanych przez przedstawicieli grup Vestimentifera i Pogo-
nophora [129, 133]. Chityna w formie 3 wystepuje u okrzemek, takich jak Thalassiosira
fluviatilis [210] i Thalassiosira pseudonana [211]. Ten polimorf wystepuje gléwnie u organi-
zmoéw, ktére potrzebuja zaréwno wytrzymatosci, jak i elastycznodci [202]. Pierwszy dowéd
na obecno$¢ B-chityny uzyskali Lotmar i Picken na podstawie dyfraktogramu rentge-
nowskiego elementu budowy wieloszczeta Aphrodite aculeata [212]. Struktura krystaliczna
B-chityny charakteryzuje sie jednoskosna komérka elementarna o wymiarach a = 4,85 A,
b=926A, c=1038 A i vy = 97,5°, a takze grupa przestrzenna P2; [213]. Wspo6tczynnik
krystalicznosci [-chityny jest najnizszy spos$réd trzech form polimorficznych i wynosi
65,5% [122]. W B-chitynie taricuchy polimeru charakteryzuja sie réwnoleglym ulozeniem.
W formie B-chityny obserwuje sie jedynie wiazania wodorowe wewnatrz plaszczyzny
[204]. Brak miedzyptaszczyznowych wiazainh wodorowych moze wyjasniaé pecznienie
B-chityny w srodowisku czasteczek polarnych, ktore infiltruja sie¢ krystaliczna bez nisz-
czenia organizacji plaszczyzny i ogoélnej krystalicznosci materiatu. Izomorf B-chityny jest
bardziej reaktywny w poréwnaniu z o-chityna [51]. Natywna 3-chityna wystepuje w formie
dihydratu [202]. 3-Chityna charakteryzuje sie mniej Scistym upakowaniem molekularnym
w poréwnaniu z izomorfem o, co pozwala na izolacje $-chityny w podobnych, ale mniej
surowych warunkach [144].

Najrzadszy polimorf, y-chityna, zostal po raz pierwszy opisany przez Rudalla w 1963
roku [214]. Laricuchy polimerowe w y-chitynie sa ulozone losowo, z jednym faricuchem
antyréwnoleglym i dwoma réwnoleglymi tworzacymi strukture [50]. WskazZnik krysta-
licznosci y-chityny okreslono na 68,6%, co plasuje go pomiedzy wartosciami odnotowa-

nymi dla form polimorficznych o i g [122]. y-Chityna, podobnie jak polimorf 3, wystepuje
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tam, gdzie wymagana jest elastyczno$¢ materiatu. Chityna w formie y wystepuje w btonach
perytroficznych karaczanéw, szarariczy i modliszek, we widknach kokonéw chrzaszcza Pti-
nus tectus, a takze w larwach btonkéwki (Phymatocera aterrima) oraz jedwabnika (Antheraea
pernyi) [122]. y-Chityna wykazuje strukture bardziej zblizona do o-chityny niz B-chityny
[122].

Co intrygujace, polimorfy «, $ i vy chityny mozna wyizolowa¢ z ré6znych czesci gladiusu
katamarnicy Loligo sp., a takze z kutykuli niektérych owadoéw [202]. Ta niezwykla obser-
wagja sugeruje, ze rézne polimorfy nie sa zwiazane z grupa taksonomiczna, lecz z funkcja

[202].

3.4 Skafoldy chitynowe Porifera: od makro do nanoskali

Skafoldy chitynowe pochodzace z gabek moga osiaga¢ znaczne rozmiary, ktére Scisle
odpowiadaja rozmiarom zywych gabek z rzedu Verongiida [128]. Jest to unikalna cecha,
odrézniajaca je od innych Zrédet chityny. Co wiecej, gabki wykazuja duza réznorodnosé¢ w
budowie i rozmiarach ciata, a tym samym w strukturze szkieletu. Na przykitad gabka lan-
thella basta, charakteryzujaca sie ptaska struktura, moze osiagac Srednice do 1,5 m [215]. Na-
tomiast Aplysina archeri, bedaca przykiadem najdiuzszej znanej chityny w formie rur, moze
osiagac dlugos¢ do 1,5 m, a Srednica wewnetrzna do 10 cm [216] (rys. 3.8).

Te duze struktury zbudowane sa z sieci mikrowldkien chitynowych, ktérych érednica w
skafoldach pochodzacych z gabek z rzedu Verongiida waha sie od 50 do 100 ym [216]. Mi-
krowlékna charakteryzuja sie budowa w ksztalcie rur i zdolnoscia do tworzenia sieci w
strukturach o uktadzie cylindrycznym lub ptaskim, w zaleznosci od gatunku gabki. Mikro-
tubularna morfologia skafoldéw zapewnia efekt kapilarny, ktéry odpowiada za zdolnos¢
pecznienia pod wplywem réznych cieczy, w tym wody, barwnikéw, krwi i ropy naftowej
[141]. Zmierzona zdolnos¢ pecznienia w odniesieniu do wody wyniosta 255 + 8% [216].
U gabek z rzedu Verongiida mikrowt6kna chitynowe stanowia rezerwuar dla sferulocy-
tow — wyspecjalizowanych komérek syntetyzujacych bromowane pochodne tyrozyny, wy-
kazujacych wlasciwoéci farmaceutyczne [217, 218].

Mikrowlékna sktadaja sie z nanowldkien chitynowych, ktére z kolei zbudowane sa z na-
nokrysztaléow o $rednicy okoto 2 nm [216]. Odkrycie wysoce uporzadkowanej, nanozor-

ganizowanej chityny po raz pierwszy odnotowano w krzemionkowych iglach szkieleto-
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wych gabki szklanej Sericolophus hawaiicus [216]. Zawiera ona koncentrycznie utozone war-
stwy kompozytu krzemionkowo-chitynowego o nanostrukturalnej budowie [166]. Nano-
widkna chityny zaobserwowano réwniez w gabce Ianthella basta poddanej metalizacji na-
noczastkami miedzi. Wi6kna nanochityny szczelnie pokryly nanokrysztaty metalu, tworzac

kompozyt o nanoporowatej powierzchni [219].

RS

X0

Rysunek 3.8: Schematyczny widok organizacji szkieletu chitynowego gabki morskiej na po-
ziomie makro, mikro i nano: a — model rurkowego szkieletu gabki Aplysina ar-
cheri; b — struktura sktada sie z mikrowlékien o Srednicy ok. 100 ym; c — mikro-
wibékna sktadaja sie z nanostrukturyzowanej chityny; d — ktéra stuzy jako sza-
blon do tworzenia nanokrysztatéw; e — ktére sa widoczne w analizie HRTEM
(zdjecie dzieki uprzejmosci prof. Paula Simona) [220].
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3.5 Zastosowania chityny z gabek

3.5.1 Inzynieria tkankowa

Chityna ma znaczacy potencjal w dziedzinie inzynierii tkankowej [221-225]. Jednak chi-
tyne z takich Zrédet przemystowych, jak stawonogi czy mieczaki, pozyskuje sie gléwnie w
postaci proszkéw, folii lub granulek [128].

Nowoczesne zastosowania biotechnologiczne wymagaja zaawansowanych strategii wy-
twarzania tréjwymiarowych (3D) skafoldéw. Jedno z podejs¢ polega na wytwarzaniu ska-
foldéw 3D w wieloetapowych procesach, obejmujacych rozpuszczanie, tugowanie chemi-
czne, separacje faz lub suszenie w warunkach nadkrytycznych. Nastepnie konieczne jest
zastosowanie zlozonych technologii, takich jak druk 3D. Jednak ta strategia wytwarzania
skafoldéw jest wymagajaca technicznie, kosztowna i moze by¢ nieoptacalna ekonomicznie
w przypadku zastosowarn na duza skale. Alternatywna strategia wykorzystuje naturalne,
prefabrykowane skafoldy, wystepujace w unikalnych, tréjwymiarowych strukturach szkie-
letowych gabek [13].

Gabki z rzedu Verongiida posiadaja unikalny szkielet zbudowany z chityny, naturalnie
uformowany w tréjwymiarowe skafoldy, ktérych budowa jest bardzo zblizona do morfo-
logii rodzimego szkieletu gabki. Inna wazna zaleta chityny z gabek, z punktu widzenia
inzynierii tkankowej, jest duza powierzchnia wewnetrzna chitynowych skafoldéw. Dla su-
chej prébki o masie 34 g powierzchnia wewnetrzna wynosi 25-34 m? [128]. Dzigki temu
matryce chitynowe z gabek sa wysoce efektywnymi konstrukcjami do absorpcji cieczy (np.
pozywki hodowlanej), co odbywa sie dzieki sitom kapilarnym [128]. Zdolnos¢ do nawod-
nienia stanowi kluczowy czynnik warunkujacy adhezje komoérek. Ta cecha, w potaczeniu
ze struktura w formie sieci otwartych, potaczonych ze soba rurek i kanatéw, sprawia, ze
matryce chitynowe z gabek sa wysoce odpowiednimi materiatami do podtrzymywania i
hodowli szerokiej gamy typéw komorek (tab. 3.5).

Badania nad réznymi typami komoérek dowodza, ze skafoldy chitynowe uzyskane z
gabek maja ogromny potencjal w inzynierii tkankowej. Wykazano, ze szkielet gabki sprzyja
adhezji, wzrostowi, proliferacji i Zzywotnoéci ludzkich mezenchymalnych komérek macie-
rzystych [15, 16, 69]. Matryca chitynowa umozliwia skuteczna adhezje chondrocytéw, a

nawet synteze i depozycje macierzy zewnatrzkomérkowej w Srodowisku in vivo [226].
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Ponadto skafoldy chitynowe pochodzace z gabki Aplysina archeri ulegaja wapnieniu ex vivo

z wykorzystaniem hemolimfy zywego mieczaka [146].

Tabela 3.5: Przeglad wybranych tréjwymiarowych skafoldéw chitynowych pochodzacych
z gabek z rzedu Verongiida, juz zastosowanych w inzynierii tkankowej. Obraz
uzyskany metoda mikroskopii $wietlnej przedstawia wzrost ludzkich komérek
mezenchymalnych pochodzacych z tkanki ttuszczowej na tréjwymiarowym ska-

foldzie chitynowym uzyskanym z gabki Aplysina aerophoba.

Rodzaj komérek Zrédlo chitynowych  Zrédto
skafoldéw 3D
Chondrocyty Aplysina cauliformis [226]
Mezenchymalne komérki macierzyste ludzkiej  Aplysina fulva, Aplysina  [227]
tkanki tluszczowej aerophoba, Ianthella basta

Mezenchymalne komoérki macierzyste Aplysina aerophoba [15]

Mezenchymalne komoérki macierzyste lanthella basta [16]

Kardiomiocyty pochodzace z ludzkich Aplysina aerophoba [228]

indukowanych pluripotencjalnych komérek
macierzystych

Hemocyty mieczakéw Aplysina archeri [146]

Fibroblasty mysie (Balb/3T3), fibroblasty skéry Aplysina fistularis [125]
ludzkiej (NHDF), keratynocyty ludzkie (Hacat),

neurony ludzkie (SH-SY5Y)
Ludzkie ptodowe osteoblasty Aplysina aerophoba [126]
Komérki macierzyste miazgi zeba Aplysina fistularis [229]

42



3.5 Zastosowania chityny z gabek

3.5.2 Biomimetyka ekstremalna

Biomimetyka ekstremalna stanowi nowoczesny obszar badani naukowych, skupiajacy
sie na analizie oraz projektowaniu rozwigzan inspirowanych natura, ktére funkcjonuja w
warunkach wykraczajacych poza standardowe granice pracy czlowieka, w szczegdlnosci
w zakresie ekstremalnych temperatur, ci$nierr, warto$ci pH oraz innych wymagajacych
czynnikéw Srodowiskowych [230]. Dziedzina ta obejmuje wykorzystanie naturalnie
wystepujacych, odpornych biopolimeréw, ktére mozna znalez¢ w ekstremalnych $rodo-
wiskach, do opracowywania nowych materiatéw kompozytowych. Ponadto ta dyscyplina
naukowa ma na celu odkrycie i wyjasnienie mechanizméw proceséw biomineralizacji
zachodzacych w takich ekstremalnych warunkach [230].

W ramach biomineralizacji ekstremalnej wyréznia sie odrebna kategorie znana jako wy-
muszona biomineralizacja. Termin ten odnosi sie do procesu mineralizacji indukowanej, w
ktérym wysokie stezenie jonéw metali odpowiada za rozwdj systemé$w biomineralizowa-
nych, umozliwiajacych przetrwanie ekstremofilom [231].

W ksiazce [232] zaprezentowano kompleksowe badania nad ekstremalna biomimetyka i
biomineralizacja, obejmujace szeroki zakres tematéw, od biosilifikacji po synteze zaawanso-
wanych materialéw.

Chityna wyréznia sie nie tylko szczegdlnymi wlasciwo$ciami mechanicznymi, w tym
sztywnoscia i elastycznodcia, ktére mozna dostosowaé do docelowych zastosowar, ale takze
wysoka stabilnoécia termiczna, ktdra zalezy od Zrédia chityny [202]. Badania potwierdzaja,
ze stabilno$¢ termiczna chityny siega 200°C, jednak a-chityna jest bardziej stabilna termicz-
nie niz polimorf 3 [202]. Chityna z gabek jest odporna na rozklad nawet po 24 godzinach
ogrzewania w temperaturze 300°C [138], co jest kluczowa cecha w przypadku ekstremal-
nych metod biomimetycznych.

W jednym z badan, matryca chitynowa z gabki lanthella basta postuzyla do osadzania
krzemionki w warunkach hydrotermalnych w temperaturach siegajacych 125°C [233].
Stwierdzono, ze nanoczastki krzemionki sa osadzone zaréwno na powierzchni, jak i
wewnatrz widkien skafoldu chitynowego. Uzyskane wyniki wskazuja nowe, potencjalne
zastosowania kompozytéw chitynowo-krzemionkowych, w tym w inzynierii tkankowej,
transporcie lekéw czy oczyszczaniu $ciekéw [202].

Innym przykladem zastosowania ekstremalnej biomimetyki i matryc chitynowych z
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gabek jest osadzanie tlenku cyrkonu w warunkach hydrotermalnych w temperaturze
150°C [234, 235]. W tym badaniu poddano reakcji dwa gatunki gabek: Aplysina aerophoba
i Aplysina cauliformis. Podobnie jak w poprzednich eksperymentach, nanoczastki metalu
osadzono zaréwno na powierzchni, jak i wewnatrz widkien chitynowych. Kompozyty
chitynowo-cyrkonowe ciesza sie zainteresowaniem w takich dziedzinach jak adsorbenty
metali ciezkich, biosensory, a takze w biomedycynie, gdzie moga by¢ wykorzystane do pro-
dukcji materiatéw w urzadzeniach specjalistycznych [202]. Ponadto skafoldy chitynowe z
gabek wykorzystano do produkgji réznorodnych kompozytéw w warunkach biomimetyki
ekstremalnej, w tym: hematytu [236], tlenku germanu [237], tlenkéw tytanu i cyrkonu [238],
tlenku miedzi [219] oraz nanoczastek srebra [239]. Przyklady wybranych kompozytéw

przedstawiono na rys. 3.9.

Rysunek 3.9: a — obraz SEM nanokompozytu chityny z GeO, uzyskanego podczas reakcji
hydrotermalnej o-chityny z gabki Aplysina cauliformis [237]; b — obraz SEM po-
wierzchni skafoldu a-chityny A. aerophoba po hydrotermalnej formacji tlenku
zelaza, w wyniku ktérej powstal kompozyt chityny z Fe,O3 [236]; ¢ — ob-
raz stereomikroskopowy chitynowego skafoldu A. aerophoba pokrytego na-
noczastkami Ag/AgBr [239]; d — matryca chitynowa Ianthella basta catkowicie
metalizowana nanokrysztatami Cu i CuyO [219].
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3.5.3 Sorpcja uranu

W ciagu ostatniej dekady globalna produkcja uranu wahata sie od okoto 45 000 do 65
000 ton rocznie, przy czym w 2022 roku wyniosta blisko 50 000 ton [240]. Wydobycie uranu
powoduje powstawanie duzej iloéci odpadéw poprodukcyjnych, ktérych zwiekszenie ilosci
bedzie skutkowato wzrostem wykorzystania uranu niskiej jako$ci w miare wyczerpywania
sie jego zasobow [241].

Uran jest toksycznym metalem ciezkim, niezbednym w zastosowaniach, takich jak ener-
getyka jadrowa, medycyna onkologiczna czy paliwo do statkéw kosmicznych [242]. Dzia-
falnos¢ czlowieka, w potaczeniu z konfliktami zbrojnymi i nadmiernym stosowaniem na-
wozoéw fosforanowych, powoduje wzrost stezenia uranu w srodowisku w ostatnich latach,
w tym w wodach gruntowych.

Badania wykazaly, ze chityna jest niezwykle skuteczna w usuwaniu uranu z wody [243—
245]. Przy stezeniu 2200 ug/1 chityna usuwa 95% uranu, co prowadzi do stezenia uranu
ponizej dopuszczalnego poziomu tego metalu ciezkiego w wodzie pitnej. Przy stezeniu
10000 pg/1 chityna umozliwia usuniecie 85% uranu obecnego w prébce wody. Zdolnos¢
sorpcyjna wynosi 300 mg uranu na 1 g chityny [246].

Co wiecej, wiele innych kompozytéw chitynowych okazato sie przydatnych w usuwaniu
uranu z wody [246].

Badania pokazuja, ze skafoldy chitynowe uzyskane z gabki A. aerophoba skutecznie ab-
sorbuja uran z wody [247]. Wi6kna chitynowe gabek doskonale nadaja sie do adsorpgji ura-
nylu poprzez filtracje wody ze wzgledu na duza powierzchnie wewnetrzna, jaka zapewnia
ich ztozona sie¢ widkien w formie rur. Te chitynowe matryce umozliwiaja wydajna filtracje
wody w szerokim zakresie stezeri uranu. Zdolnoé¢ adsorpcji uranu do 280 mg/g mozna
uzyskac¢ przy stezeniach do 80 mg/1. Skafoldy mozna ponownie wykorzysta¢ po desorpgji
uranu (uranylu) za pomoca nietoksycznego kwasu, takiego jak rozcieficzony kwas solny,

octowy lub cytrynowy [247].

3.6 Metody otrzymywania chitozanu

Trudnosci w przetwarzaniu chityny sprawiaja, ze coraz wieksze zainteresowanie budza

jej pochodne. W procesie deacetylacji usuwane sa grupy acetylowe, czemu moze towarzy-

45



3 Wprowadzenie

szy¢ depolimeryzacja. Stopieri tych zmian ocenia sie na podstawie wartosci stopnia acetyla-
qji lub deacetylacji oraz masy czasteczkowej polimeru.

Deacetylacje chityny do chitozanu mozna przeprowadzi¢ metoda chemiczna lub enzy-
matyczna [248]. Z chemicznego punktu widzenia do deacetylacji mozna stosowac zaréwno
kwasy, jak i zasady. Jednak znacznie cze$ciej stosuje sie roztwory zasad, poniewaz kwasy
niszcza wiazania glikozydowe, co prowadzi do rozerwania faricucha polimeru [249]. De-
acetylacje chityny mozna przeprowadzi¢ zaréwno w $rodowisku heterogenicznym, jak i
homogenicznym. W metodzie heterogenicznej, bedacej bardziej powszechnym sposobem
otrzymywania chitozanu, chityne poddaje sie dziataniu stezonego roztworu wodorotlenku
sodu w podwyzszonej temperaturze przez kilka godzin. W efekcie uzyskuje sie chitozan
zdeacetylowany do poziomu okoto 85-99%. W metodzie homogenicznej chityne najpierw
dysperguje sie w stezonym roztworze wodorotlenku sodu w temperaturze 25 °C przez co
najmniej 3 godziny, a nastepnie rozpuszcza z kruszonym lodem w temperaturze okoto 0
°C [51, 250]. Proces ten prowadzi do otrzymania chitozanu o $rednim stopniu deacetylacji
wynoszacym okoto 50%. [51]. Wiadciwosci chitozanu réznia sie w zaleznosci od warunkéw
procesu deacetylacji [251]. Metody chemiczne pozwalaja na uzyskanie materiatu o pozada-
nych wlasciwosciach pod wzgledem stopnia deacetylacji, ale takze analizy termograwime-
trycznej, FTIR oraz XRD [251, 252]. Ponadto sposob modyfikacji procesu otrzymywania chi-
tozanu wplywa na stopieni deacetylacji, mase czasteczkowa, rozmieszczenie grup acetylo-
wych oraz lepkos¢, a tym samym decyduje o wiadciwosciach uzyskanego produktu. Stopiery
deacetylacji i masa czasteczkowa chitozanu sa silnie zalezne od stezenia zasady, tempera-
tury, czasu reakgji i liczby powtérzen etapéw [250, 253, 254]. Jednak w przypadku chitozanu
uzyskanego z pancerzy krewetek, stezenie zasady uzytej do deacetylacji jest najwazniej-
szym parametrem [249]. Z kolei warunki reakgji, takie jak uzycie azotu lub powietrza, oraz
uzycie $rodka redukujacego, nie wplywaja znaczaco na stopient deacetylacji, jednak masa
czasteczkowa w obecnoéci azotu i borowodorku sodu byta wyzsza, co wskazuje, ze te wa-
runki zapobiegaja degradacji polimeru [255]. Metody chemiczne maja jednak réwniez wady,
do ktérych naleza: zuzycie energii, zanieczyszczenie §rodowiska spowodowane stosowa-
niem stezonego roztworu zasady oraz powstawaniem odpadéw chemicznych [250].

Ograniczenia metod chemicznych zmotywowaty do poszukiwania bardziej ekologicz-

nych alternatyw, w tym metod enzymatycznych i innych metod przyjaznych $rodowisku
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[256]. Metody enzymatyczne wykorzystuja deacetylazy chitynowe do otrzymywania chito-
zanu z chityny. Enzymy te katalizuja degradacje wiazarh N-acetamidowych w jednostkach
chityny, tworzac produkt deacetylacji — chitozan. W przeciwienstwie do obrébki chemicznej,
deacetylacja enzymatyczna z wykorzystaniem deacetylaz zapobiega degradacji polimeru
[257]. Pozwala to unikna¢ zaréwno redukcji masy czasteczkowej chitozanu, jak i nieregular-
nej deacetylagji, typowej dla stosowania zasad i kwaséw [258].

Deacetylaza chitynowa jest enzymem produkowanym przez réznorodne organizmy, w
tym bakterie, grzyby oraz owady [259, 260]. W wiekszosci przypadkéw enzym ten synte-
tyzowany jest wewnatrzkomérkowo, jednak u niektérych gatunkéw grzybéw stwierdzono
réwniez jego produkcje w formie zewnatrzkomoérkowej. Wykazano przy tym, ze forma
wewnatrzkomoérkowa charakteryzuje sie wyzsza aktywnos$cia enzymatyczna [260]. Nie-
ktore ciecze jonowe wykazuja zdolnosé do zwiekszania aktywnosci deacetylazy chitynowej
[261, 262]. Kinetyka reakcji deacetylacji enzymatycznej zostata szczegétowo przebadana i
opisana w literaturze [263-265].

Metody biologiczne wymagaja zuzycia mniejszej ilosci energii i rozpuszczalnikéw w po-
réwnaniu z metodami chemicznymi. Niemniej jednak, ich gléwnym ograniczeniem jest ni-
ska skutecznos¢ w usuwaniu $ladowych ilosci biatek i mineratéw na skale przemystowa
[266]. Ponadto uklady enzymatyczne wykazuja niska wydajnos¢ deacetylacji natywnej chi-
tyny [258]. Gléwna przeszkoda w przeksztatcaniu chityny w chitozan poprzez deacetylacje
enzymatyczna jest wysoka krystalicznos¢ chityny [267]. Co wiecej, stosujac metode enzyma-
tyczna, uzyskany chitozan jest nizszej jakosci, a koszt procesu jest wyzszy w poréwnaniu z
obrébka chemiczna. Przemystowa metoda produkgji chitozanu opiera sie na obrébce che-
micznej w warunkach heterogenicznych. Niemniej jednak nie jest mozliwe uzyskanie chito-
zanu o stopniu deacetylacji 100% w pojedynczej reakgji z zasadami, zatem w praktyce, aby
uzyska¢ wysoki stopieri deacetylacji, konieczne jest wielokrotne powtérzenie reakcji [250].

Najnowsze publikacje dotyczace przygotowania chitozanu przedstawiono w tabeli 3.6.
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Tabela 3.6: Najnowsze artykuly na temat przygotowywania chitozanu, ktérym towarzyszy
schematyczna ilustracja procesu deacetylacji.

CHITYNA ) CHITOZAN
CH, Deacetylacja
OH O:< OH

o NH Chemiczna o NH,

1o OHO Biologiczna 1o OHO
HO NH ¢ Hydroliza enzymatyczna HO NH
OH ¢ Fermentacja mikrobiologiczna 2 OH
O:< Metody zielonych rozpuszczalnikow
CHj ¢ Ciecze jonowe

— — N« Rozpuszczalniki gteboko eutektyczne '— —n
Rok Tytul Zrédlo
2021 Chitosan: A review of sources and preparation methods [253]
2021 Chitin Deacetylation Using Deep Eutectic Solvents: Ab [268]

Initio-Supported Process Optimization
2022 Chitin deacetylase: from molecular structure to practical applications  [269]
2022 Chitin, Chitosan, and Nanochitin: Extraction, Synthesis, and [184]
Applications
2023  Mechanism of Heterogeneous Alkaline Deacetylation of Chitin: A [250]
Review
2023 Chitin biorefinery: A narrative and prophecy of crustacean shell [115]
waste sustainable transformation into bioactives and renewable
energy
2024  Study on the deacetylation and mechanism of chitin in natural deep [270]
eutectic solvent

2024 Enzymatic deacetylation of chitin treated with ionic liquids [257]
2024 Ionic liquid strategy for chitosan production from chitin and [271]
molecular insights
2024 Chitosan: an in-depth analysis of its extraction, applications, [272]
constraints, and future prospects
2025  Isolation and characterization of Chitosan from shrimp shell waste [273]

and the sustainable preparation of salicylic acid-loaded Chitosan

nanoparticles for antibiofilm applications

2025 Functional and bioactive properties of chitosan produced from [274]

Acheta domesticus with fermentation, enzymatic and
microwave-assisted extraction
2025 A comprehensive account of fungal chitin deacetylases: Aspectsand ~ [275]
prospects
2025 Identifying barriers to scaled-up production and commercialization = [276]
of chitin and chitosan using green technologies: A review and

quantitative green chemistry assessment

2025 Chitosan in modern industries: A sustainable alternative to plastics? [277]

3.7 Patentologia chityny

Chityna cieszy sie duzym zainteresowaniem naukowcéw z réznych dziedzin, w tym bio-

medycyny, technologii i materialoznawstwa, stanowiac Zrédto inspiracji dla nowatorskich
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zastosowant w nowoczesnych technologiach. Potencjat r6znorodnych, wielkoskalowych za-
stosowan przemystowych przyczynit sie do powstania wielu patentéw na catym $wiecie.
Chociaz patenty stanowia cenne Zrédto informacji praktycznych i technicznych, identyfika-
cja istotnych patentéw pozostaje zadaniem czasochtonnym, poniewaz nie istnieje ujedno-
licona, kompleksowa baza danych. Aby sprostaé temu wyzwaniu, zaproponowano termin
,patentologia” (ang. patentology) jako podejscie metodologiczne do szczegétowej analizy pa-
tentow [4].

Poddano analizie patenty, ktérych gléwnym przedmiotem byta chemia i modyfikacje chi-
tyny, nastepnie metody jej izolacji lub ekstrakcji oraz zastosowania w preparatach medycz-
nych i formulacjach farmaceutycznych, w tym w leczeniu dermatologicznym. Ponadto nie-
ktoére patenty dotyczyly formulacji kosmetycznych oraz produkgcji peptydéw lub biatek [4].

Sposrod 268 przeanalizowanych patentéw, 137 odnosito sie do chitozanu, przy czym po-
nad 50% dotyczylto konwersji chityny do chitozanu. Stosunkowo niewielka liczba zgloszent
opartych na czystej chitynie sugeruje, Ze jej ograniczona przydatnosé¢ przemystowa moze
wynika¢ z jej obojetnej natury fizykochemicznej lub braku skutecznych metod izolagji [4].

Badania przeprowadzono na patentach opublikowanych w latach 1996-2021, ktére za-
wieraly terminy ,,chityna” i ,chitozan”. Wedlug statystyk patentowych 45% wszystkich za-
rejestrowanych patentéw pochodzito z Chin, nastepnie ze Stanéw Zjednoczonych (14%) i
Japonii (7%). Analiza wykazata, ze materialoznawstwo, chemia/biochemia i biotechnolo-
gia oraz farmacja stanowia obszary najwiekszej aktywnosci patentowej. Ponadto liczba pa-

tentow wzrosta w latach 2004-2020, co odpowiada rosnacej komercjalizacji przemystowej

chityny [4].
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4 Teza oraz cel pracy

Celem pracy jest zglebienie wiedzy na temat unikalnych, tréjwymiarowych skafoldéw
chitynowych z gabek. Badane materialy stanowia naturalne matryce o ztozonej strukturze
wykorzystywane w bioinspirowanej nauce o materiatach. Gabki uznawane sa za najstarsze
organizmy wielokomoérkowe na Ziemi, a historia ich ewolucji siega ponad 800 milionéw
lat. Analiza wlasciwosci i struktury ich szkieletéw ma istotne znaczenie z punktu widzenia
badarn podstawowych.

Gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest zbadanie naturalnie prefabrykowa-
nych, tréjwymiarowych skafoldéw chitynowych z gabek z rzedu Verongiida jako odna-
wialnych matryc biologicznych oraz okreélenie mozliwosci ich modyfikacji chemicznej w
kierunku otrzymywania bioinspirowanych materiatéw.

Ze wzgledu na szeroki zakres badarn, prace podzielono na nastepujace etapy:

1. Opracowanie szybkiej i nieinwazyjnej metody izolacji chityny z wykorzystaniem ul-

tradzwiekoéw.

2. Charakterystyka strukturalna i fizykochemiczna odnawialnych, tréjwymiarowych

skafoldéw chitynowych.

3. Po raz pierwszy otrzymanie tréjwymiarowego materialu kompozytowego ztozonego
z chityny oraz chitozanu poprzez czesciowa deacetylacje naturalnych skafoldéw chi-
tynowych. Charakterystyka otrzymanych biokompozytéw oraz ocena mozliwosci ich

zastosowania jako katalizatora.

4. Po raz pierwszy rozpuszczenie matryc chitynowych z gabek Aplysina aerophoba za po-

moca rozcieficzonego roztworu wodorotlenku litu.

5. Zbadanie wlasciwosci mechanicznych matryc chitynowych pochodzacych z wybra-

nych gatunkéw gabek z rzedu Verongiida.
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6. Okre$lenie mozliwosci zastosowania matryc chitynowych z gabki Ianthella basta jako

odnawialnych materialéw do podawania srodkéw antyseptycznych.

7. Po raz pierwszy szczeg6lowa analiza patentéow dotyczacych chitozanu zgloszonych

w latach 1988-2021.

Teza:

Naturalnie prefabrykowane, tréjwymiarowe skafoldy chitynowe pochodzace z gabek z
rzedu Verongiida sa izolowane oraz modyfikowane chemicznie bez utraty swojej struktury,
co umozliwia opracowanie bioinspirowanych materiatéw o szczegélnych wiasciwosciach

mechanicznych.
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5.1 Gabki uzyte w niniejszej pracy

5.1.1 Gabka Aplysina aerophoba

Okazy gabki Aplysina aerophoba (Nardo, 1833) (rys. 5.1), zidentyfikowane przez prof.
Zorana Klijaica w 2008 roku, pobrano z Zatoki Kotorskiej (Czarnogéra, Morze Adriatyckie)
nurkujac na glebokosci 3-5 m w poblizu stanowiska akwakultury morskiej. Pod woda
probki umieszczono w woreczkach strunowych, przetransportowano do laboratorium i
przeptukano woda w celu usuniecia resztek soli. Nastepnie pozostawiono na siedem dni
do wyschniecia na powietrzu przed dalsza obrébka i przechowywano w plastikowych

woreczkach strunowych.

Rysunek 5.1: Zdjecie wysuszonego fragmentu gabki A. aerophoba, ukazujace jej palczasta
strukture. Podczas procesu suszenia odstoniete zostaty chitynowe mikro-
wldkna szkieletowe (zaznaczone strzatkami), zaadaptowano z [278].
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5.1.2 Gabka Ianthella basta

Okaz wysuszonej gabki Ianthella basta (Pallas, 1766) (rys. 5.2) pochodzacej z regionu Indo-
Pacyfiku (Filipiny) pozyskano za posrednictwem firmy INTIB GmbH z Freibergu w Niem-
czech.

a)

100 pm
*e

Rysunek 5.2: Wysuszony okaz gabki lanthella basta na fragmencie skaly (a) i obraz jego po-
wierzchni uzyskany przy uzyciu systemu mikroskopii cyfrowej (b), na podsta-
wie [279].

5.2 Izolacja chityny

5.2.1 Gabka Aplysina aerophoba

Prébki gabek umieszczono w 500 ml wody destylowanej i poddano dziataniu ul-
tradzwiekéw (Bandelin Sonorex DT 52H, Berlin, Niemcy) przez 1 godzine w temperaturze
pokojowej. Nastepnie przeniesiono je do 500 ml 20% roztworu kwasu octowego (STANLAB
Sp. z 0.0., Lublin, Polska) i poddano dziataniu ultradZzwiekéw przez 2 godziny w tempe-
raturze 40°C. Roztwoér kwasu octowego zastapiono $wieza porcja, a nastepnie poddano
dziataniu ultradzwiekéw przez kolejne 2 godziny w tych samych warunkach. Po tym etapie
probki przeptukano woda destylowana do momentu osiagniecia obojetnego pH.

Nastepnie material zanurzono w 500 ml 10% roztworu NaOH (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) i poddano dzialaniu ultradzwiekéw przez 3 godziny w temperaturze 50 — 55°C.
Powstate skafoldy przemyto woda destylowana i umieszczono w 20% roztworze kwasu
octowego na okoto 20 godzin w celu usuniecia resztek CaCOj3. Po optukaniu woda destylo-
wana, przeniesiono je do 200 ml roztworu NaOH o stezeniu 10% i poddano dalszemu dzia-

faniu ultradZzwiekow w temperaturze 50 — 55°C przez kolejne 3 godziny. Otrzymane czyste
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5.2 Izolacja chityny

matryce chitynowe doktadnie przeptukano woda destylowana, az do osiagniecia neutral-

nego pH. Schemat procedury przedstawiono na rysunku 5.3.

Woda

destylowana
Gabka 20% kwas octowy 10% NaOH

— A. aerophoba Ptukanie w
- wodzie -
4 pH 6.5 ~ %
. I 3 £ O’b@
: %o
1h/RT 40°C/2h + 2h 50-55 °C/3h
Ptukanie 10% NaOH 20% kwas octowy Bromowany
w wodzie 1 skafold chitynowy
PH=65 z h = /
Skafold chitynowy RT/20h

50-55°C/3h

Rysunek 5.3: Schematyczne przedstawienie procesu izolowania skafoldéw chitynowych z
gabki A. aerophoba, na podstawie [280].

5.2.2 Gabka Ianthella basta

Izolacje chityny przeprowadzono zgodnie ze standardowa, powszechnie uznana metoda
[141, 13]. Gabke Ianthella basta o wymiarach 50 x 35 cm (rysunek 5.4a) moczono najpierw w
wodzie destylowanej przez 2 godziny w celu usuniecia soli (rys. 5.4b), a nastepnie pocieto
na kawatki o wymiarach okoto 4 x 4 cm. Kawatki te zanurzono w 20% roztworze kwasu
octowego w temperaturze pokojowej na 24 godziny. Nastepnie fragmenty szkieletu ptu-
kano woda do uzyskania obojetnego pH, a nastepnie zanurzono w 10% roztworze NaOH w
temperaturze 37°C na 48 godzin (rys. 5.4c i d). To naprzemienne dziatanie kwasu i zasady

powtarzano przez 5 dni, aby uzyskaé bezbarwne matryce chitynowe (rys. 5.4e).
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a)

Rysunek 5.4: (a) Wysuszona gabka I. basta przed izolacja chityny; (b) gabka I. basta moczona
w wodzie w celu zmiekczenia przed pocieciem na mniejsze kawatki; (c) po-
zbawione komorek, pociete fragmenty gabki I. basta (d) szkielet gabki I. basta
po obrébce kwasem octowym i roztworem wodorotlenku sodu; (e) otrzymany
oczyszczony skafold chitynowy, na podstawie [279].

5.3 Przygotowanie kompozytéw chitynowo-chitozanowych

Proces deacetylacji zastosowany do badanych prébek chityny z gabek polegat na pod-
daniu ich obrébce w temperaturze 95°C z uzyciem roztworéw NaOH (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA), o réznych stezeniach 25%, 38% i 50% (rys. 5.5). Obrébki te prowadzono
przez okreslony czas, tj. 15, 30, 60 i 180 minut, aby oceni¢ zréznicowanie efektéw. Chityne
pochodzaca ze szkieletu gabki A. aerophoba oraz 1. basta poddano deacetylacji w tempera-
turze 95°C w wybranych czasach trwania w roztworach NaOH o stezeniu 25%, 38% i 50%,
tworzac konstrukt chitynowo-chitozanowy. Zaobserwowano jednak, ze probki chityny A.
aerophoba poddane dziataniu 50% NaOH wykazywaty niestabilnos¢, tracac integralnos¢ tréj-

wymiarowa podczas neutralizacji, podczas gdy prébki poddane dziataniu 25% NaOH nie
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5.4 Synteza nanokrysztatow Cu

zabarwialy sie trwale podczas testu jodowego. Biorac to pod uwage, dalsze prace skoncen-
trowano na analizie skafoldéw chitynowo-chitozanowych 3D, w ktérych proces deacetylacji
przeprowadzono w 38% roztworze NaOH.

NaOH
25%/38%/50%

Skafold
chitynowy
A. aerophoba lub v

I. basta ==

15/30/60/180 min

Rysunek 5.5: Schematyczna reprezentacja procesu przygotowywania tréjwymiarowych
kompozytéw chitynowo-chitozanowych, na podstawie [280].

5.4 Synteza nanokrysztaléw Cu

Aby okresli¢ zdolnosci kompleksowania chityny i skafoldu chitynowo-chitozanowego
otrzymanego z gabki A. aerophoba z jonami miedzi(Il), 10 mg kazdego materialu umiesz-
czono w 20 ml roztworu macierzystego 0,050 M CuCl, - 2 NH4Cl (Sigma-Aldrich). Oba
skafoldy, zar6wno z czystej chityny, jak i z chityny/chitozanu, pozostawiono w roztworze
miedzi przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie oznaczono stezenie jonéw
Cu?* za pomoca OES.

Redukgje jonéw miedzi(Il) przeprowadzono za pomoca fruktozy w srodowisku zasa-
dowym. 5 ml roztworu D-(-)-fruktozy (Sigma-Aldrich) (150 mg/ml) ogrzano do tempera-
tury okoto 60°C w szalce Petriego. Nastepnie dodano cztery krople 2,5 M NaOH. Po roz-
poczeciu rozkladu fruktozy (pojawienie sie z6ttego koloru), probki skafoldéw chitynowych
i chitynowo-chitozanowych, uprzednio zanurzone w badanym roztworze macierzystym i
juz skompleksowane z miedzia, dodano do roztworu. Nastepnie, uzyskane probki dializo-
wano wobec wody dejonizowanej, stosujac membrane 14 kDa (Carl Roth, Niemcy). Probki
suszone na powietrzu badano za pomoca mikroskopu elektronowego SEM (ESEM XL 30,

Phillips).
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5.5 Procedura redukcji 4-nitrofenolu do 4-aminofenolu

2,5 ml wodnego roztworu 4-nitrofenolu (0,13 mM) zmieszano z 0,5 ml swiezo przygo-
towanego wodnego roztworu borowodorku sodu (0,1 M), uzyskujac z6tta mieszanine. Do
powyzszego roztworu dodano odpowiednia iloé¢ katalizatora w celu rozpoczecia redukgji.
Reakcje prowadzono do momentu, az roztwor stat sie bezbarwny. Podczas reakcji miesza-
nine stale mieszano, a postep reakcji monitorowano za pomoca spektrofotometru UV-Vis
(Jasco V-750). Widma rejestrowano po kazdych 60 sekundach reakcji.

Obliczanie kinetyki redukgji:

Z uwagi na fakt, ze stezenie NaBH, bylo znacznie wyzsze niz stezenie 4-nitrofenolu,
mozna je uzna¢ za state w trakcie reakcji. W rezultacie reakcje uznano za model reakcji
pseudo-pierwszego rzedu w odniesieniu do stezenia 4-nitrofenolu, a stala reakgji (k) obli-
Cczono ze wzoru: [n (%) = —kt, gdzie C; jest stezeniem 4-nitrofenolu w okreslonym czasie

t, Co jest stezeniem poczatkowym, a k jest stata szybkosci reakcji pierwszego rzedu (s).

5.6 Rozpuszczanie skafoldéw chitynowych gabek

Gabki A. aerophoba ostroznie oczyszczono mechanicznie za pomoca nozyczek. Natepnie
umieszczono w 500 ml wody destylowanej i poddano dziataniu ultradzwiekéw przez go-
dzine w temperaturze pokojowej. Po delikatnym osuszeniu papierem, przeniesiono je do
okoto 500 ml 20% kwasu octowego i poddano dziataniu ultradZwiekéw przez 2 godziny w
temperaturze 40°C. Nastepnie roztwér kwasu wymieniono na nowy, a proces powtérzono
przez kolejne 2 godziny. Po zakoriczeniu procesu prébki przeptukano woda destylowana
do momentu osiagniecia obojetnego pH.

Gabki zanurzono nastepnie w 500 ml 1% roztworu LiOH (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) i poddano dziataniu ultradZzwiekéw w temperaturze 50 — 55°C przez 50 godzin. Po-
wstate skafoldy przeptukano woda i inkubowano przez okoto 20 godzin w 20% kwasie
octowym w celu usuniecia resztek weglanu wapnia. Nastepnie umieszczono je w 100 ml
Swiezego 1% roztworu LiOH i poddano dziataniu ultradzwiekéw przez 15 godzin w tem-
peraturze do 65°C, wymieniajac roztwér LiOH (ok. 100 ml) codziennie.

Aby zakoniczy¢ proces, roztwoér dializowano w wodzie destylowanej z uzyciem mem-

brany o gestosci 14 kDa (Carl Roth GmbH, Niemcy) przez 48 godzin w temperaturze po-
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5.7 Otrzymywanie wodnego ekstraktu zawierajacego bromotyrozyny

kojowej. Wode wymieniano co 2 godziny, monitorujac jednocze$nie pH. Na koniec prébki
liofilizowano w systemie Alpha 1-2 LDplus (Martin Christ GmbH, Niemcy) przez 24 go-

dziny w temperaturze -35°C. Schemat catej procedury przedstawiono na rysunku 5.6.

Gagbka 20% kwas octowy

Woda A. aerophoba 1% LiOH
destylowana I!
P Ptukanie ——— |
\/ =] w wodzie = f — / s
Ly __ Osuszenie —_— pH=6.5 — Ekstrakt zawierajgcy
\; L 2 \\ ) | ‘_‘ p/% bromotyrozyny
i ‘1/‘1/ Q’?/'@

gy’
\3/@ 20% kwas octowy

Th/RT 30-40°C/2h + 2h Do 65 °C/50h

1% LIOH

liofiizacjo <« | < B <—

<>
Dializa/woda Rozpuszpzenie
destylowana/48h/RT skafoldu chitynowego

Do 65 °C/14h

codzienna wymiana 1%
roztworu LIOH na $wiezg
porcje

Rysunek 5.6: Schematyczna ilustracja procesu rozpuszczania skafoldu chitynowego gabki
A. aerophoba w LiOH, zaadaptowano z [278].

5.7 Otrzymywanie wodnego ekstraktu zawierajacego

bromotyrozyny

Wysuszony szkielet gabki morskiej z gatunku lanthella basta zanurzono w wodzie desty-
lowanej na 30 minut w temperaturze pokojowej (RT) w celu zmiekczenia i usuniecia soli.
Nastepnie pocieto go nozyczkami na kawatki o wymiarach 4 cm x 4 cm. Te fragmenty szkie-
letu umieszczono w 2-litrowej butelce z woda destylowana i inkubowano w temperaturze
50°C w komorze temperaturowej (Solid.Line FD-S 56, BINDER GmbH, Tuttlingen, Niemcy)
przez 7 dni. Nastepnie fragmenty szkieletu oddzielono od ekstraktu wodnego za pomoca

bibuly filtracyjnej. Na koniec, brazowawy ekstrakt wodny suszono pod wyciagiem laborato-

59



5 Materialy i metody

ryjnym w temperaturze pokojowej przez 15 dni. Z powstalej pozostatosci w postaci proszku
wyizolowano bromotyrozyny poprzez separacje z mieszaniny przy uzyciu CHCl3-MeOH

jako eluentu i chromatografii kolumnowej z Zelem krzemionkowym jako faza stacjonarna.

Gabka I. basta

Woda
destylowana

|

Pociecie

RT/30 min

4cm

Woda
destylowana /&

— —

Suszenie

Ekstrakt zawierajacy
bromotyrozyny

Rysunek 5.7: Schematyczne przedstawienie procedury ekstrakcji wodnego ekstraktu zawie-
rajacego bromotyrozyny gabki I. basta.

5.8 Badania mikrobiologiczne

Przygotowane matryce chitynowe I. basta nasaczono roztworami antyseptykéw (tab. 5.1),
a nastepnie pocieto na kwadraty o powierzchni 1 cm?, wysuszono na sterylnej bibule fil-
tracyjnej, a nastepnie umieszczono w termostacie w temperaturze 37°C. Prébki kontrolne

umieszczono w sterylnej wodzie destylowanej lub 96% etanolu.

Tabela 5.1: Lista Srodkéw antyseptycznych uzytych w badaniu, zaadaptowano z [279].

Srodek anty- Sktadnik Rozpuszczal- Producent ATC WHO
septyczny aktywny niki/
substancje
pomocnicze
Fiolet 1% (w/v) etanol 96% PPF DO01AEOQ2 Inne leki
gencjanowy chlorek HASCO-LEK przeciwgrzybicze do
metyloroza- Wroclaw, stosowania
niliny Polska miejscowego G01AX09
Inne leki
przeciwzakazne i
antyseptyczne
Nadmanga- 1% (w/Vv) woda - DO08AXO06 Inne srodki
nian potasu nadmanga-  oczyszczona antyseptyczne i
nian potasu dezynfekujace,
utleniacze
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Rivanol 0.1% (w/v) woda PPF DO08AAO01 Pochodne
monohydrat  oczyszczona ~HASCO-LEK akrydyny
mleczanu Wroctaw,
etakrydyny Polska
Jodyna 3% (w/v)jod  etanol 96% AVENA D08AGO03 Produkty
jodek potasu Osielsko, jodowe
1% Polska
Ekstrakt Ekstrakt gliceryna - -
glicerynowy  glicerynowy
zawierajacy z gabki A.
bromotyro- aerophoba
zyny
Zielen 1% (w/v) etanol 60%  BORSHCHAH- DO08AX06 Inne srodki
brylantowa zieleri IVSKY CFP, antyseptyczne i
brylantowa Kijow, dezynfekujace,
Ukraina barwniki
Olej Olej - FITOLIK, D11A Inne preparaty
rokitnikowy  rokitnikowy Iwano- dermatologiczne
100% Frankiwsk,
Ukraina
Deksameta- 0.1% (w/v) woda YURIA- DO08AJ10
zon oczyszczona PHARM, Czwartorzedowe
lub Kijow, zwiazki amoniowe
etanol 96% Ukraina
Poliheksanid  0.1% (w/Vv) woda BLANIDAS, DO8ACO5 Biguanidy
poliamino-  oczyszczona Kijow,
propylbigu- Ukraina
anid

Suche prébki umieszczono na szalce Petriego ze $wiezymi kulturami szczepéw klinicz-

nych bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus) lub Gram-ujemnych (Esherichia coli)

na agarze tryptozowo-sojowym (TSA) (GRASO BIOTEC, Polska) lub grzyboéw (Candida al-

bicans) na agarze dekstrozowym Sabourauda (SDA) (GRASO BIOTEC, Polska) i hodowano

przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Po 24 godzinach obserwowano strefy zahamowa-

nia wzrostu. Probki wykazujace aktywnosé przeciwdrobnoustrojowa wobec S. aureus prze-

niesiono sterylna peseta na szalke Petriego ze $wieza kultura tego samego mikroorgani-

zmu. Hodowle powtérzono pieciokrotnie z tymi samymi prébkami matrycy chitynowej

i Swiezymi kulturami bakterii. Wszystkie testy przeprowadzono z odpowiednia kontrola

sterylnosci srodowiska odzywczego (TSA, SDA) i kontrola wzrostu mikroorganizméw bez

$rodka antyseptycznego. Rysunek 5.8 przedstawia schematyczna reprezentacje procedury.
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3. i

Skafold chitynowy Skafold /. basta
|. basta nasgczony roztworem

Termostat
37°C
Kultywacja bakterii
37°C/24 h

Antyseptyki lub préba kontrolna Kultury bakterii:

(woda destylowana lub * S. aureus TSA
etanol 96%) « E.coli S

e C. albicans - SDA

Rysunek 5.8: Schematyczna reprezentacja procedury badania wtasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowych, zaadaptowano z [279].

Do oznaczenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w matrycach eksperymentalnych
wykorzystano szczepy kliniczne S. aureus i E. coli (wyizolowane z ropnych ran oparzenio-
wych) oraz C. albicans (wyizolowane od pacjenta z ostrym zapaleniem jamy ustnej). Szczepy
kliniczne wyizolowano i hodowano w Zakladzie Mikrobiologii Narodowego Uniwersytetu

Medycznego im. M. I. Pirogowa w Winnicy na Ukrainie.

5.9 Techniki charakteryzacji

5.9.1 Spektroskopia w podczerwieni z calkowitym oslabionym odbiciem

(ATR-FTIR)

Widma w podczerwieni z transformacja Fouriera wszystkich prébek zarejestrowano za
pomoca spektrometru FTIR Nicolet iS50 (Thermo Scientific, Inc., Waltham, MA, USA).
Kazda analiza zostala przeprowadzona z wykorzystaniem wbudowanego akcesorium do
pomiaru catkowitego ostabionego odbicia (ATR). Pomiary przeprowadzono w zakresie
dtugosci fal 4000 — 400 cm™. Nastepnie zarejestrowane widma poddano procedurom post-
processingu, wykorzystujac oprogramowanie OriginLab 2023 (OriginPro, wersja 2023),
opracowanego przez OriginLab Corporation z siedziba w Northampton, MA, USA. Szcze-
goétowa analiza i interpretacja danych widmowych umozliwita wglad w charakterystyke

strukturalna i zmienno$¢ skladu prébek.
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5.9.2 Mikroskopia cyfrowa

Do analizy poréwnawczej wykorzystano réznorodne techniki mikroskopowe. Mikrosko-
pia cyfrowa obejmowata wykorzystanie takich systeméw obrazowania, jak mikroskop cy-
frowy VHX-6000 w potaczeniu z obiektywami zmiennoogniskowymi VH-Z20R, zapew-
niajacymi powiekszenia do 200x, a takze cyfrowy mikroskop optyczny Keyence VHX-7000
wyposazony w obiektywy zmiennoogniskowe VHX E20 (powigkszenie do 100x) i VHX

E100 (powiekszenie do 500x), wszystkie pochodzace z firmy Keyence z Osaki w Japonii.

5.9.3 Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) z analiza rentgenowska z

dyspersja energii (EDX)

Skaningowa mikroskopia elektronowa zostata przeprowadzona za pomoca Quanta 250
FEG firmy FEI Ltd. (Czechy), wyposazonego w spektrometr rentgenowski z dyspersja
energii i oprogramowaniem EDX Team Software. Pomiary wykonano w warunkach niskiej

prézni, przy napieciu wynoszacym 10 kV.

5.9.4 Dyfrakcja rentgenowska (XRD)

Analize dyfrakcji rentgenowskiej przeprowadzono za pomoca dyfraktometru proszko-
wego SmartLab Rigaku z Japonii z lampa CuK alfa, w zakresie 20 od 3 do 80°, z krokiem

skanowania 0,01 i predkoscia skanowania 4°/min.

5.9.5 Mikroskopia fluorescencyjna

Mikroskopie fluorescencyjna prébek po barwieniu izotiocyjanianem fluoresceiny prze-
prowadzono za pomoca mikroskopu odwréconego Olympus IX73 (Olympus, Tokio, Japo-
nia), pracujacego w zakresie widmowym Ex/Em = 460-495/510-IF nm, w celu zbadania
specyficznych wlasciwosci fluorescencyjnych prébek.

Do analizy barwienia Calcofluor White wykorzystano cyfrowy mikroskop fluorescen-
cyjny Keyence BZ9000 (Keyence, Osaka, Japonia). Obrazy rejestrowano za pomoca obiek-
tywéw CFI Plan Apo 10x i CFI Plan Apo 40x z wykorzystaniem kanatu DAPI (Ex/Em =

360/460 nm). Dla poréwnania wykonano réwniez obrazowanie w jasnym polu.
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5.9.6 Metody barwienia
5.9.6.1 Barwienie izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC)

Do selektywnego barwienia chitozanu uzyto 5(6)-izotiocyjanianu fluoresceiny (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) o stezeniu 2 mg/ml w etanolu. Prébki chityny i chitozanu
moczono w przygotowanym roztworze FITC i umieszczano w ciemno$ci na 24 godziny.
Nastepnie prébki ptukano woda destylowana z ograniczonym dostepem $wiatta, az do
momentu, gdy kolor wody ptuczacej byl bezbarwny. Probki zbadano pod mikroskopem

fluorescencyjnym Olympus IX73.

5.9.6.2 Préba jodowa

Zgodnie z procedura opisana przez Campbella [281], do prébek dodano kilka kropli 5%
roztworu jodu rozpuszczonego w roztworze jodku potasu. Nadmiar roztworu usunieto, po
czym dodano kilka kropli 1% roztworu kwasu siarkowego (STANLAB Sp. z 0.0.). Nastepnie

probki doktadnie przeptukano woda destylowana i zbadano pod mikroskopem cyfrowym.

5.9.6.3 Barwienie czerwienia brylantowa Cibacron

Pobrane prébki moczono w 0,3% roztworze czerwieni brylantowej Cibacron 3B-A (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) i doktadnie przemyto woda destylowana. Prébki zbadano pod

mikroskopem cyfrowym.

5.9.6.4 Barwienie Calcofluor White (CFW)

Barwienie Calcofluor White (CFW) zastosowano do wykrycia wiazan glikozydowych §3-
(1—=3) i B-(1—4), takich jak te wystepujace w chitynie. Aby przygotowac probki, dodano
niewielka objetos¢ 0,1 M mieszaniny KOH, gliceryny i wody (roztwér A), a nastepnie kilka
kropli 0,1% roztworu CFW (Fluorescent Brightener M2R, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Przygotowane probki przechowywano w ciemnoéci przez 24 godziny. Po inkubacji
przemyto je trzykrotnie woda destylowana i pozostawiono do wyschniecia w temperaturze

pokojowej.
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5.9.7 Testy potencjalu zeta

Potencjal zeta powierzchni (SZP) tréjwymiarowych prébek konstruktéw chitynowo-
chitozanowych obliczono na podstawie pomiaréw elektroosmotycznych wykonanych
za pomoca urzadzenia Zetasizer Nano ZS (Malvern, Wielka Brytania) wyposazonego w
akcesorium do pomiaru potencjatu zeta. Jako znaczniki zastosowano 1 ml ujemnie nafa-
dowanych karboksylowanych czastek lateksu polistyrenowego (ZTS1240 Malvern, Wielka
Brytania) oraz dodatnio naladowanych amidynowych czastek lateksu polistyrenowego
(Thermo Fisher Scientific, USA), przy odpowiednio dobranym pH roztworu. Pomiary
przeprowadzono przy kacie rozproszenia 12,8° (detekcja w kierunku przednim), z thu-
mikiem ustawionym w pozycji 9, czestotliwosé¢ zliczei 2500-12000 kcps. Wykonano pie¢
pomiaréw polozenia w odstepach 125 um, kazdy z piecioma powtérzeniami dla kazdego
kroku (kazdy pomiar obejmowat 30 podcykli z 60-sekundowymi interwatami). Ruchliwos¢
znacznika elektroosmotycznego okreslono na podstawie 100 kolejnych powtdrzer pomiaru.

Wszystkie pomiary wykonano w temperaturze 25°C.

5.9.8 Monotoniczny test Sciskania

Wybrane prébki gabek (Dendrilla sp., A. fistuaris, A. acheri, A. aerophoba, I. basta) podzielono
na dwie grupy: bromowane (S) (pozbawione komérek, zawierajace bromotyrozyny) i chi-
tynowe (C) (pozbawione komoérek i zwiazkéw bromu). Nastepnie prébki przechowywano
w dejonizowanej wodzie do testu $ciskania, a nastepnie wysuszono, zatopiono w zywicy i
pocieto (na przekroje o grubosci 1 pm i 10 ym) do badania nanoindentacji.

Zachowanie mechaniczne prébek zbadano za pomoca monotonicznych testéw Sciskania.
Przygotowano prébki w ksztalcie szescianu o wymiarach okoto 10x10x4 mm?. Test sciska-
nia przeprowadzono przy uzyciu aparatu Q800 (TA Instruments, USA) wyposazonego w
uchwyty do $ciskania, umozliwiajace badanie w zanurzeniu. Prébki obciazone wstepnie
do 0,001 N badano w roztworze natywnym (woda dejonizowana, 10% metanol) i $ciskano
ze stata predkoscia odksztatcania 5%/min. Nastepnie przeprowadzono cykl odciazania z
ta sama predkosciq odksztatcania. Krzywe modutu stycznego w funkgji odksztatcenia wy-
znaczono ha podstawie nachylenia krzywej naprezenie-odksztalcenie przy danym odkszta-
Iceniu. Dane eksperymentalne poddano analizie statystycznej za pomoca jednokierunko-

wej analizy wariancji (ANOVA) oraz testowi wielokrotnych poréwnan par Tukeya, wyko-
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nanych w programie Origin 8. Warto$¢ p < 0,05 uznano za statystycznie istotna. Wyniki

przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe (n = 4).

5.9.9 Nanoindentacja

Pomiary nanomechaniczne przeprowadzono za pomoca nanoindenteru Agilent G200. Za-
stosowano glowice pomiarowa DCMII, wykonujac wglebienia o maksymalnej gltebokosci
1600 nm. Podczas pomiaréw zastosowano tryb CSM (Continous Stiffness Measurement).
Uzyty wglebnik byt wykonany z diamentu i posiadat geometrie typu Berkovicha. Przed
pomiarem przyrzad skalibrowano metoda Olivera-Pharra [282]. Pomiary wykonywano na
wloéknach unieruchomionych w zywicy, w centralnej czesci ich przekroju poprzecznego.
Kazdy rodzaj wi6kna analizowano wykonujac serie wglebieri w kilku miejscach dla kilku
wldéknach (n = 10) w danej serii pomiarowej. Podane bledy wyznaczonych parametréw od-
powiadaja odchyleniom standardowym uzyskanych wynikéw. Dane eksperymentalne pod-
dano analizie statystycznej za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) oraz
testu wielokrotnych poréwnan par Tukeya. Wartosé p < 0,05 uznano za statystycznie istotna.

Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe (n = 10).

5.9.10 Oszacowanie stopnia acetylacji

Metoda oceny opiera sie na wyznaczaniu stosunkéw miedzy wartoéciami widma pochod-
nego zaréwno dla pasma pomiarowego, jak i pasma odniesienia. Metoda pochodnych FTIR
wykorzystuje minimum przy 1164 cm! jako punkt odniesienia, a maksimum przy 1364 cm!
jako punkt pomiaru. Minimum przy 1164 cm™ stanowi optymalny punkt odniesienia, gdyz
odpowiada maksymalnemu wzrostowi asymetrycznego drgania rozciagajacego mostka C-
O-C i nie jest zaklécane przez sasiedni sygnat przy 1204 cm™. Zakres liczb falowych obej-
mujacy te wartoé¢ charakteryzuje sie stabilna, przypominajaca plateau absorpcja zwiazana
z obecnoscia wody, co minimalizuje jej wplyw na wyniki pomiaréw prébek.

Widma znormalizowano przy uzyciu pasma odniesienia przy 1164 cm™. Tylko skrajne
wartosci oscylacji deformacji amidu III i symetrycznej CHs nadaja sie do pomiaru. Pasma
amidu I i amidu II nie sa jednak idealne ze wzgledu na interferencje z atmosferyczna para
wodna, ktéra powoduje znaczny szum. Maksimum przy 1364 cm™! wybrano jako pasmo

pomiarowe, poniewaz wykazuje ono staly spadek wraz ze wzrostem deacetylacji.
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Kalibracje ATR-FTIR przeprowadzono z uzyciem prébek chityny i chitozanu uzyskanych

podczas deacetylacji A. aerophoba w 38% roztworze NaOH, wraz ze standardami chityny i

chitozanu. Poziomy acetylacji mierzono metoda UV /Vis, zgodnie z metoda Zivanovic [283].

Zalezno$¢ miedzy skrajnymi stosunkami wartosci a stopniem acetylacji jest wielomianem

trzeciego stopnia. Punkt przegiecia krzywej znajduje sie w poblizu 50% acetylacji, co wska-

zuje na przejscie miedzy chityna a chitozanem.

Poziomy acetylacji badanych prébek kompozytu chityna-chitozan okreslono za pomoca

funkgji kalibracyjnej:

y=(2-107%)x> — (2.84-10*)x* + (1.87 - 102)x + 0.154

Poziomy acetylacji prébek obliczono i przedstawiono w tabeli 5.2 oraz 5.3.

Tabela 5.2: Obliczone stopnie acetylacji dla prébek chityny/chitozanu A. aerophoba uzyska-
nych podczas deacetylacji w 38% roztworach NaOH w temperaturze 95 °C oraz
dla wzorcéw a-chityny i chitozanu, zaadaptowano z [280].

Probka

Stopien acetylacji

o-Chityna wzorzec 86%

Aplysina aerophoba chityna 95%

A. aerophoba chityna/chitozan 38% 15 min 63%
A. aerophoba chityna/chitozan 38% 30 min 56%
A. aerophoba chityna/chitozan 38% 60 min 48%
A. aerophoba chityna/chitozan 38% 180 min 26%
Chitozan wzorzec 9%

Tabela 5.3: Obliczone stopnie acetylacji dla prébek chityny/chitozanu I. basta uzyskanych
podczas deacetylacji w roztworach NaOH w temperaturze 95 °C oraz dla wzor-

coéw a-chityny i chitozanu.

Prébka

Stopien acetylacji

o-Chityna wzorzec
lanthella basta chityna

I. basta chityna/chitozan 25% 15 min
L. basta chityna/chitozan 25% 30 min
L. basta chityna/chitozan 25% 60 min
I. basta chityna/chitozan 25% 180 min
L. basta chityna/chitozan 38% 15 min
L. basta chityna/chitozan 38% 30 min
L. basta chityna/chitozan 38% 60 min
I. basta chityna/chitozan 38% 180 min
L. basta chityna/chitozan 50% 15 min
I. basta chityna/chitozan 50% 30 min
L. basta chityna/chitozan 50% 60 min
L. basta chityna/chitozan 50% 180 min

Chitozan wzorzec

86%
95%
87%
80%
74%
61%
61%
44%
35%
28%
32%
29%
21%
19%

9%
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5.9.11 Optyczna spektroskopia emisyjna (OES)

Oznaczenie stezenia miedzi przeprowadzono metoda optyczna za pomoca spektrometru

emisyjnego Perkin-Elmer Optima 7000DV.
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6 Wyniki i dyskusja

6.1 Charakterystyka tréjwymiarowych skafoldéw kompozytowych

z chityny i chitozanu

Brak jest doniesieri dotyczacych zastosowania matryc chitynowych z gabek do produkgji
chitozanu. Wynika to z faktu, ze degradacja chityny o unikalnej, prefabrykowanej struktu-
rze w formie skafoldéw, w celu uzyskania sproszkowanego chitozanu jest nieuzasadniona.
W przypadku surowcéw pochodzacych z grzybéw lub skorupiakéw takie postepowanie
jest powszechnie stosowane [184, 253]. Chitozan stanowi rodzine polimeréw skiadajacych
sie z wydtuzonych faricuchéw jednostek N-acetyloglukozaminy. Jego klasyfikacja opiera sie
na stopniu deacetylacji, dzielac go na cztery grupy: niski (55%-70%), Sredni (70%-85%), wy-
soki (85%-95%) i ultrawysoki (95%-100%) [284]. W zakresie masy czasteczkowej od 50 do
2000 kDa chitozan jest nierozpuszczalny w wodzie i roztworach zasadowych, jednak tatwo
rozpuszcza si¢ w niemal wszystkich wodnych roztworach kwaséw. Jego aktywnos¢ biolo-
giczna jest zwiazana z umiejscowieniem grup siarczanowych przytaczonych do reszt gluko-
zaminy [285]. Obecnos¢ grup polarnych zapewnia doskonata higroskopijnosé, retencje wil-
goci [286] oraz przyciaganie elektrostatyczne, ulatwiajac w ten spos6b mukoadhezje [287].

Obecnie produkcja chitozanu opiera sie gtéwnie na metodach biologicznych i chemicz-
nych [5]. Strategia biologiczna wykorzystuje deacetylaze chityny, ktéra jest mniej szkodliwa
dla srodowiska. Niemniej jednak, wysokie koszty i zmienne stopnie deacetylacji (DD%)
zwiazane z ta metoda ograniczaja jej atrakcyjnosé dla zastosowan przemystowych [51].
Pod wzgledem chemicznym chitozan wytwarza sie poprzez obrébke chityny silnie zasado-
wym roztworem, czesto przekraczajacym 100°C, przez dluzszy czas, przy stezeniu NaOH
siegajacym 50%, a w niektérych przypadkach nawet 70% [248]. Stopieni deacetylacji wzrasta

wraz z czasem trwania reakcji, temperatura i stezeniem zasady. Chociaz metoda ta prowa-
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dzi do redukgji masy czasteczkowej i generuje znaczne ilosci toksycznych Sciekéw, jej pro-
stota i skuteczno$¢ sprawiaja, ze jest ona preferowanym procesem przemystowym [288]. Co
wiecej, wspoélczesne badania zglebiaja zastosowanie cieczy jonowych do deacetylacji chi-
tyny, ujawniajac ich potencjat w zakresie zwiekszania aktywnosci deacetylazy chitynowej
i podnoszenia stopnia deacetylacji chitozanu [289]. Pomimo tych korzysci, wygérowane
koszty, dtugi czas reakgji i implikacje ekologiczne zwiazane ze stosowaniem cieczy jono-
wych stanowia powazne bariery dla ich szerokiej integracji w praktyce przemystowej. Chi-
tozan jest wykorzystywany do produkcji r6znego rodzaju membran, porowatych bton i ska-
foldow [290-292]. Wszystko to wiaze sie z uzyciem dodatkowych odczynnikéw i kosztéw
energii [293-295], poniewaz odpowiedni proszek chitozanowy musi zosta¢ przeksztatcony
w odpowiedniq konstrukcje strukturalna.

Jednak w przypadku juz istniejacych skafoldow z tréjwymiarowej chityny problemy
te nie wystepuja. Idea przewodnia niniejszego badania bylo potwierdzenie mozliwosci
uzyskania warstw chitozanu na powierzchni mechanicznie wytrzymatych wiékien chity-
nowych pochodzacych z gabek w taki sposéb, aby architektura tréjwymiarowego szkieletu
chitynowego zostala zachowana. Celem pracy bylo stworzenie strukturalnej matrycy
kompozytowej chityna/chitozan, ktéra przypominataby rozmiarem i ksztaltem pier-
wotny szkielet chitynowy hodowanej gabki morskiej Aplysina aerophoba oraz lanthella basta.
Chociaz kompozyty chityna/chitozan zostaly wczeéniej opisane w nielicznych pracach
naukowych [296-298], wyrdzniajaca sie innowacja tkwi w otrzymaniu skafoldéw 3D, ktére
wykorzystuja nieodlaczne zalety tych biopolimeréw. Potencjalna skalowalno$¢ procesu
produkcyjnego, w potaczeniu z mozliwoscia adaptacji skafoldéw do réznych zastosowari
biomedycznych, podkresla znaczenie tej procedury. Zbadanie skafoldéw 3D na bazie chi-
tyny/chitozanu pozwoli na stworzenie podstaw dla przyszlych innowacji w medycynie
regeneracyjnej i inzynierii tkankowej [299], zapowiadajac nowa ere biokompatybilnych i

zréwnowazonych biomaterialéw pochodzenia morskiego.

6.1.1 Wyniki

Identyfikacja warstwy chitozanu na powierzchni matrycy chitynowej nie jest prostym za-
daniem. W celu uwidocznienia i rozréznienia chityny i chitozanu zostala przeprowadzona

analiza barwienia tych dwdch strukturalnie podobnych, ale funkcjonalnie odrebnych poli-
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sacharydow. Rysunek 6.1 ukazuje serie obrazoéw z mikroskopii cyfrowej, przedstawiajacych
chityne i kompozyt chitynowo-chitozanowy A. aerophoba otrzymany w wyniku dziatania
38% roztworu NaOH przez 60 minut, analizowane zaréwno za pomoca testu barwienia jo-

dowego, jak i barwnika Cibacron Brilliant Red (CBR).

Rysunek 6.1: Zdjecia z mikroskopii cyfrowej przedstawiajace skafold chitynowy gabki A.
aerophoba w réznych stadiach: (a) bez obrébki, (b) po tescie jodowym i (c) po
barwieniu CBR. Brak widocznego zabarwienia. Natomiast zdjecia skafoldu
chitynowo-chitozanowego uzyskane po 60 minutach w temperaturze 95°C
i dziataniu 38% roztworem NaOH wykazuja (d) brak zabarwienia w stanie
bez obroébki, (e) ciemnofioletowe zabarwienie po tescie jodowym i (f) r6zowe
zabarwienie po barwieniu CBR. Podczas gdy chityna catkowicie traci kolor
po przemyciu woda, chitozan zachowuje swoje zabarwienie, zaadaptowano z
[280].

Test jodowy, znany réwniez jako metoda van Wisselingha [281], jest kluczowy w
odréznianiu chityny od chitozanu. Rys. 6.1a i 6.1d przedstawiaja poczatkowy wyglad
skafoldéw chitynowych i chitynowo-chitozanowych A. aerophoba przed barwieniem. Po
barwieniu chitozan przyjmuje odcienn od glebokiego fioletu do prawie czarnego, ktory
pozostaje niezmienny nawet po dokladnym plukaniu woda dejonizowana (rys. 6.1e). Z
kolei chityna poczatkowo ma pomaraficzowe lub brazowe zabarwienie, ktére zanika po
wielokrotnym ptukaniu (rys. 6.1b).

Cibacron Brilliant Red (CBR), powszechnie znany ze swojego zastosowania w iloSciowym
okreslaniu stezenia chitozanu metodami spektrofotometrycznymi UV [300-302], pokazuje

wyrazny kontrast w wynikach barwienia chitozanu i chityny. Po nalozeniu na skafoldy chi-
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tozanowe, CBR nadaje zywe, trwale r6zowe zabarwienie (rys. 6.1f). Kolor ten nie znika
po przemyciu woda destylowana. Dla poréwnania, chociaz chityna poczatkowo absorbuje
barwnik CBR i wydaje si¢ r6zowa, traci to zabarwienie po ptukaniu (rys. 6.1c).

Wyniki barwienia gabki I. basta (rys. 6.2) wygladaja bardzo podobnie z ta r6znica, ze chi-

tyna po barwieniu CBR (rys. 6.2¢) nie odbarwila sie catkowicie, co $wiadczy o silniejszym

wiazaniu tego barwnika przez chityne z tego gatunku gabki.

Rysunek 6.2: Zdjecia z mikroskopii cyfrowej przedstawiajace skafold chitynowy gabki I. ba-
sta w réznych stadiach: (a) bez obrébki, (b) po teScie jodowym i (c) po barwie-
niu CBR. Natomiast zdjecia skafoldu chitynowo-chitozanowego uzyskane po
60 minutach w temperaturze 95°C i dziataniu 38% roztworem NaOH wyka-
zuja (d) brak zabarwienia w stanie bez obrébki, (e) ciemnofioletowe zabarwie-
nie po tescie jodowym i (f) r6zowe zabarwienie po barwieniu CBR. Podczas
gdy chityna traci intensywny kolor po przemyciu woda, chitozan zachowuje
swoje zabarwienie.

Chityna ze wzgledu na swoja acetylowangq strukture nie wchodzi w interakcje z jodem,
dlatego zazwyczaj wytwarza jedynie delikatny brazowawy kolor, ktéry zanika po przeptu-
kaniu woda [303]. Natomiast chitozan, ktéry zawiera wolne grupy aminowe, fatwo wiaze
sie z jodem. Ta interakcja tworzy kompleksy z przeniesieniem fadunku, ktére nadaja gleboki
fioletowy kolor. Kolor ten jest jednak niestabilny w temperaturze pokojowej i ma tendencje
do blakniecia z czasem [304].

Barwnik Cibacron Brilliant Red tworzy znacznie silniejsze i bardziej specyficzne wiaza-
nia z chitozanem poprzez oddzialywania elektrostatyczne. Grupy sulfonowe barwnika

(-SO37) wiaza sie z protonowanymi grupami aminowymi (-NH;3") w chitozanie w srodowi-
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sku kwasdnym, co skutkuje trwatym zabarwieniem [302, 305].

Jak stwierdzili Giles i Hassan (1958), grupy hydroksylowe w chitynie sa silnie uwodnione
w wodzie, co znacznie ogranicza ich zdolnos$¢ do tworzenia wiazarh wodorowych z barwni-
kami. Niemniej jednak barwniki moga nadal adsorbowac¢ sie na chitynie poprzez wiazania
wodorowe, oddzialywania van der Waalsa i wymiane jonowa z innymi grupami funkcyj-
nymi chityny [306]. Moze to wyjasnia¢ stabsze i mniej stabilne barwienie chityny obserwo-
wane w przypadku barwnika Cibacron Brilliant Red.

Te techniki barwienia nie tylko ulatwiaja wizualne odréznienie chityny od chitozanu, ale
takze podkreslaja odmienne wlasciwosci chemiczne i fizyczne tych biopolimeréw. Trwate
zabarwienie chitozanu zaréwno jodyna, jak i CBR umozliwia potwierdzenie jego obecnosci
w otrzymanych skafoldach chitynowo-chitozanowych.

Podczas otrzymywania kompozytéw zaobserwowano, ze probki chityny A. aerophoba
poddane dziataniu 50% NaOH wykazywaly niestabilnos¢, tracac integralnosé tréjwy-
miarowa podczas neutralizacji. Natomiast probki poddane dzialaniu 25% NaOH ulegaly
odbarwieniu podczas testu jodowego. Biorac to pod uwage, dalsze prace skoncentrowano
na analizie skafoldéw chitynowo-chitozanowych, w ktérych deacetylacje przeprowadzono
w 38% roztworze NaOH. Rysunek 6.3 przedstawia widma w podczerwieni wszystkich
prébek poddanych dziataniu 38% roztworu NaOH, pokazujac stopniowe zanikanie pasma
okoto 1110 cm™! oraz przesuniecie pasma charakterystycznego dla chityny z 1428 cm™ do
1417 em™ w prébkach po 60 i 180 minutach, co odzwierciedla zachowanie zaobserwo-
wane w przypadku wzorca chitozanu. Analiza FTIR sugeruje, ze prébka otrzymana po
30 minutach przypomina widmo chityny, a prébka po 180 minutach - chitozan. Prébka
chityny A. aerophoba poddana dziataniu 38% roztworu NaOH przez 60 minut wskazuje na
korzystna réwnowage chityny i chitozanu oraz zachowuje kolor podczas testu jodowego,
w przeciwienistwie do probki otrzymanej po 15 minutach, ktéra ulegla odbarwieniu. Ze
tego wzgledu probka chityny A. aerophoba poddana dziataniu 38% roztworu NaOH przez

60 minut zostala wybrana do dalszych analiz.
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Rysunek 6.3: Widma FTIR prébek otrzymanych w 38% roztworze NaOH, w poréwnaniu ze
ze wzorcami chityny i chitozanu oraz chityna z gabki A. aerophoba, w zakresach
(a) 4000400 cm™ i (b) 1800400 cm™!, zaadaptowano z [280].

W przypadku prébek otrzymanych z gabki I. basta wszystkie zachowaly stabilno$¢ co

pozwolilo na wykonanie ich widm FTIR (rys. 6.4).

W == chityna wzorzec
‘ |. basta chityna
AV / I. basta 25% 15 min
1. basta 25% 30 min
== | basta 25% 60 min

== | pasta 25% 180 min

e\ N T basta 38% 15 min
== | pasta 38% 30 min
W == /. basta 38% 60 min

== | bpasta 38% 180 min

== | pasta 50% 15 min

W == |, basta 50% 30 min

== | basta 50% 60 min
== |, pasta 50% 180 min

W == chitozan wzorzec
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Rysunek 6.4: Widma FTIR prébek otrzymanych w wyniku deacetylacji chityny z gabki
L. basta, w poréwnaniu ze wzorcami chityny i chitozanu oraz chityna z gabki
L. basta, w zakresach (a) 4000-400 cm™ i (b) 1800—400 cm.
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Rysunek 6.5 przedstawia widmo FTIR kompozytu pochodzacego z gabki A. aerophoba po
60-minutowym dziataniu 38% roztworu NaOH w temperaturze 95°C poréwnywane z wid-
mami wzorcéw chityny i chitozanu, a takze z widmem chityny z gabki A. aerophoba. Uzy-
skany konstrukt wykazuje charakterystyke widmowa zblizona do wzorcéw chityny i chi-
tozanu. Co godne uwagi, widmo wytworzonego chitozanu ujawnia pasma przy 3103 cm™
(wskazujace na drgania rozciagajace N-H), 1625 cm™! (drgania amidu I) i 952 cm™! (drgania
kotyszace CH3), ktére sa podobne do tych zaobserwowanych w widmie chityny, ale nie w
widmie wzorca chitozanu. Natomiast pasmo przy 1417 cm™, ktére odpowiada drganiom
zginajacym CH,, pasuje do wzorca chitozanu, rézniac sie od 1428 cm™! obecnego w widmie
FTIR chityny. Ponadto pasmo okoto 1110 cm’t, zwiazane z rozciaganiem C-O-C i C-O, jest
stabo widoczne w widmie produktu, w przeciwienstwie do jego wyraznego pojawienia sie
w widmie chityny i jego braku w widmie wzorca chitozanu. Szczegély dtugosci fal pasm i

ich przypisania podano w tabeli 6.1.

=== chityna wzorzec
= A. aerophoba chityna

A. aerophoba NaOH 38% 60 min
a) b) == chitozan wzorzec

Transmitancja (%)
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Rysunek 6.5: Widma FTIR wzorca chityny, chityny A. aerophoba, kompozytu uzyskanego
przez deacetylacje chityny A. aerophoba przy uzyciu 38% roztworu NaOH
przez 60 min w temperaturze 95°C i wzorca chitozanu w zakresach (a)
4000-400 cm™ i (b) 1800-400 cm™, zaadaptowano z [280].
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6 Wyniki i dyskusja

Tabela 6.1: Liczby falowe pasm FTIR wzorcéw chityny i chitozanu w poréwnaniu z chityna
A. aerophoba i konstruktem A. aerophoba uzyskanym przy uzyciu 38% roztworu
NaOH przez 60 minut w temperaturze 95 °C oraz ich przyporzadkowanie, za-
adaptowano z [280].

Chityna A. aerophoba A. aerophoba Chitozan Przypisanie pasm
wzorzec (cm?1) chityna (cm?) chitozan (cm?) wzorzec (cm™)
3425 3418 - 3357 Drgania rozciagajace O-H
3261 3267 3268 3300 Drgania rozciagajace N-H
3101 3103 3103 - Drgania rozciagajace N-H
2932 2921 - - Drgania rozciagajace CH,
2876 2875 2873 2871 Drgania rozciagajace CH,
1652 - 1652 1650 Pasmo amidowe I
1621 1626 1625 - Pasmo amidowe I
1552 1552 1557 1592 Pasmo amidowe II
1428 1428 1417 1418 Drgania zginajace CH,
1375 1374 1375 1376 Drgania deformacyjne CH,
1308 1307 1308 1320 Pasmo amidowe III
1260 1262 1261 1262 Pasmo amidowe 111
1204 1202 1202 1197 Pasmo amidowe 111
1154 1153 1152 1150 Drgania rozciggajace C-O-C, C-O
1112 1110 - - Drgania rozciggajace C-O-C, C-O
1065 1064 1062 1061 Drgania rozciagajace C-O-C, C-O
1023 1027 1023 1026 Drgania rozciagajace C-O-C, C-O
1008 ) ) i Drga{lia,rqzc'iqgajqce COw
pierscieniu fazowym
952 950 952 - Drgania kotyszace CH,
Drgania rozciagajace CH w
896 899 895 894 g pieréé’i o

Izotiocyjanian fluoresceiny (FITC) jest stosowany do specyficznej reakcji z grupami ami-
nowymi obecnymi w chitozanie, tworzac kompleks fluorescencyjny, ktéry ulatwia precy-
zyjna identyfikacje chitozanu w prébkach [307-310]. W zwiazku z tym, rozréznienie ba-
danych prébek chityny i kompozytu chityny/chitozanu zostato dodatkowo udoskonalone
dzieki zastosowaniu mikroskopii fluorescencyjnej. W przypadku czystego skafoldu chity-
nowego gabki A. aerophoba (rys. 6.6a) oraz I. basta (rys. 6.6c) nie zaobserwowano charak-
terystycznej fluorescencji, co potwierdza brak reaktywnych grup aminowych. Natomiast
otrzymane konstrukty chitynowo-chitozanowe (rys. 6.6b i d) charakteryzowaty sie wyrazna
zielona fluorescencja, wskazujaca na skuteczne wiazanie FITC. Co istotne, intensywnos¢
fluorescencji byta wyzsza wzdtuz zewnetrznych $cian widkien (rys. 6.6b, oznaczone czer-
wona strzatka), podczas gdy centra widkien wykazywaly stosunkowo nizsza intensywnos¢
(rys. 6.6b, zaznaczone biala strzatkqa). Ten zréznicowany wzor fluorescencji sugeruje konfi-
guracje strukturalna, w ktorej chitozan tworzy warstwe zewnetrzna wokét rdzenia z widékna

chitynowego (zob. rys. 6.7). Taki uklad sugeruje proces czeSciowej deacetylacji, w ktérym
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zewnetrzne obszary wldkien chitynowych sa bardziej dostepne dla dziatania NaOH, co pro-

wadzi do ich przeksztalcenia w chitozan.

Rysunek 6.6: Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej (a) skafoldu chitynowego gabki A. aero-
phoba oraz (b) powstatego kompozytu chitynowo-chitozanowego po barwie-
niu FITC. Czerwona strzatka wskazuje na intensywna zielona fluorescencje
warstw chitozanu; biata strzatka wskazuje na rdzert chitynowy we wiéknie;
(c) skafold chitynowy gabki I. basta oraz (d) kompozyt chitynowo-chitozanowy
po barwieniu FITC. Czas naswietlania: (a) 109,7 ms, (b) 109,7 ms, (c) 61,92 ms,
(d) 61,92 ms, na podstawie [280].

Grubo$é warstw chitozanu w prébce kompozytu A. aerophoba zmierzono za pomoca opro-
gramowania Image] (Image] 1.53t, National Institutes of Health, USA), uzyskujac zakres od
20 do 60 ym. Rozktad grubosci warstw przedstawia sie nastepujaco: 29% warstw miescito sie
w zakresie 20-30 um, 38% w zakresie 3040 um, 24% w zakresie 40-50 ym i 10% w zakresie
50-60 um.

Optymalny zakres grubosci warstw chitozanu do zastosowan praktycznych rézni sie w
zaleznosci od zastosowania oraz pozadanych wtasciwosci mechanicznych, biochemicznych
lub interakcji komoérkowych. Na przyklad, w regeneracji skéry i gojeniu ran, optymalna

grubos¢ warstw chitozanu waha sie od 10 um, gdzie membrany chitozanowe w formie siatki
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Znaczaco sprzyjaja reepitalizacji (proces odtwarzania nablonka) i regeneracji warstwy ziar-
nistej [311], do 60 + 5 ym, gdzie membrany chitozanowe z glicerolem jako plastyfikatorem
wykazuja doskonate wtasciwosci gojace rany [312], az do ponizej 1 mm w przypadku rege-
neracji skory wlasciwej [313].

W dziedzinie dostarczania lekéw, szczeg6lnie do zastosowarn okulistycznych, cienka war-
stwa na bazie chitozanu o grubosci okoto 3,5 um okazuje sie optymalna, zapewniajac wy-
soka przepuszczalno$c rogéwki i szybkie uwalnianie leku [314]. Aktywnos¢ przeciwbakte-
ryjna i wlasciwosci dostarczania leku mozna regulowaé poprzez modyfikacje pH i stopnia
deacetylacji. Najwyzsza adsorpcja barwnika r6zu bengalskiego (stosowanego jako lek mo-
delowy) wystepuje w najgrubszej warstwie kwasu hialuronowego i chitozanu, okoto 200
nm, poniewaz grubsze warstwy zazwyczaj sprzyjaja wiekszej penetracji leku i pojemnosci
zatadunku leku [315].

W inzynierii tkankowej wykazano, ze membrany chitozanowe o grubosci 60-80 ym wspo-
magaja adhezje komorek i biodegradacje, zapewniajac korzystne srodowisko dla wzrostu
fibroblastow w inzynierii tkankowej skory [316]. W zastosowaniach na rogéwce, warstwy
o grubosci okoto 50 um zapewniaja optymalna réwnowage stabilno$ci mechanicznej, prze-
zroczystosci i przepuszczalnosci, co czyni je idealnymi podtozami do adhezji, proliferacji
i implantacji autologicznych komoérek srédbtonka rogéwki i doskonale nadaja sie do ma-
loinwazyjnych procedur w inzynierii tkankowej §rédbtonka rogéwki [317]. W badaniach
proliferacji komorek, grubsze membrany chitozanowe, szczegélnie te o grubosci od 90 do
170 um, sprzyjaja rozprzestrzenianiu sie komoérek, a mezenchymalne komérki macierzyste i
hepatocyty reaguja pozytywnie na zwiekszona grubos¢ membrany [318].

Obserwacje mikrostrukturalna przeprowadzono w celu zbadania morfologii powie-
rzchni i cech strukturalnych otrzymanych skafoldéw chitynowo-chitozanowych. Wyraznie
widoczna jest obecno$¢ cienkiej warstwy (rys. 6.7) na powierzchni materiatu. Warstwa ta
rézni sie od obserwowanej na powierzchni chityny z gabek. Aby uzyska¢ bardziej szcze-
gotowe informacje na temat zmian strukturalnych powierzchni skafoldéw chitynowych w
poréwnaniu z konstruktami chitynowo-chitozanowymi, przeprowadzono réwniez badania

SEM.
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100 um

Rysunek 6.7: Cienka warstwa (strzatki) na powierzchni badanego konstruktu chitynowo-
chitozanowego A. aerophoba, zidentyfikowana jako chitozan, byta dobrze wi-
doczna nawet pod mikroskopem $wietlnym, zaadaptowano z [280].

Obrazy SEM oferuja poréwnawcza wizualizacje witékien chitynowych A. aerophoba (rys.
6.8) oraz I. basta (rys. 6.9) i produktéw otrzymanych w wyniku deacetylacji probek w 38%
roztworze NaOH przez 60 minut w temperaturze 95°C. Przy mniejszych powiekszeniach
(rys. 6.8a i 6.8c oraz rys. 6.9a i 6.9c) widkna chitynowe wykazuja typowy gladki i jednolity
wyglad [151], co wskazuje na ich naturalny, niezmodyfikowany stan. Natomiast widkna
chitynowo-chitozanowe (rys. 6.8b i 6.8d oraz rys. 6.9b i 6.9d) charakteryzujq sie wyraznie
poszarpana i nieregularna tekstura powierzchni, co pokazuje zmiany wywotane procesem

deacetylacji.
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Rysunek 6.8: Obrazy SEM gabki chitynowej A. aerophoba (a, ¢, e, g) i skafoldu chitynowo-
chitozanowego (b, d, f, h) uzyskane w wyniku obrébki 38% roztworem NaOH
przez 60 minut w temperaturze 95 °C, przy réznych powiekszeniach, zaadap-
towano z [280].
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Rysunek 6.9: Obrazy SEM chityny wyizolowanej z gabki I. basta (a, c, e, g) i skafoldu
chitynowo-chitozanowego (b, d, f, h) uzyskane w wyniku obrébki 38% roztwo-
rem NaOH przez 60 minut w temperaturze 95 °C, przy réznych powieksze-
niach.
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Po blizszym przyjrzeniu sie w wiekszych powiekszeniach (rys. 6.8e i 6.8g oraz rys. 6.9e
i 6.9g) widkna chitynowe ujawniaja charakterystyczna pomarszczona powierzchnie, ceche
obserwowana u chityny pochodzacej z gabek [28, 151]. To pofatdowanie jest prawdopo-
dobnie spowodowane naturalnymi wiasciwosciami strukturalnymi chityny, ktére pozostaja
nienaruszone w swojej pierwotnej formie. Z kolei powierzchnie kompozytéw chitynowo-
chitozanowych wydaja sie znacznie gltadsze w wiekszych powiekszeniach (rys. 6.8f i 6.8h
oraz rys. 6.9f i 6.9h), co sugeruje efekt homogenizacji wywolany procesem modyfikacji che-
micznej. Ta gtadkos¢ moze by¢ spowodowana cze$ciowym usunieciem grup acetylowych
podczas procesu deacetylacji, co prowadzi do bardziej jednolitej struktury chitozanu.

Probki kompozytéw chitynowo-chitozanowych z gabki A. aerophoba oraz 1. basta, otrzy-
mane w wyniku dziatania 38% roztworu NaOH po 60 minutach, poddano dalszej obrébce
poprzez rozpuszczenie jej w 1% roztworze kwasu octowego. Ten etap ma na celu rozpusz-
czenie skladnika chitozanowego, pozostawiajac rdzen chitynowy, ktéry nastepnie przeptu-
kano woda destylowana i poddano liofilizacji. Obrazy SEM pozostatego skafoldu, przedsta-
wione na rysunku 6.10, ujawniaja nieregularna i szorstka powierzchnie, charakterystyczna
dla chityny. Te cechy morfologiczne sa istotne, poniewaz potwierdzaja obecnos¢ chityno-
wego rdzenia otoczonego warstwa chitozanu. Nieregularny wyglad powierzchni sugeruje,
ze zewnetrzna warstwa chitozanu zostata pomyslnie rozpuszczona w roztworze kwasu,
odstaniajac lezaca pod nia strukture chityny. Ta dwuwarstwowa budowa, z wytrzymatym
rdzeniem chitynowym i wszechstronna warstwa zewnetrzna z chitozanu, podkresla inte-
gralnos¢ strukturalna i potencjal funkcjonalny materiatu. Chropowata powierzchnia ska-
foldu chitynowego widoczna na obrazach SEM (rys. 6.10) odpowiada cechom struktural-
nym rodzimej chityny z gabek, charakteryzujacej sie wewnetrzna sztywnoscia i ztozonoscia
teksturalna.

Nieregularny charakter powierzchni dodatkowo wskazuje na cze$ciowa degradacje lub
zmiane struktury chityny podczas poczatkowego procesu deacetylacji, ktéra nie zostata
catkowicie wygladzona przez poézZniejsze procesy. Ta obserwacja chitynowego rdzenia
konstruktu z warstwa chitozanu ma kluczowe znaczenie dla zastosowarn wymagajacych
potaczenia wytrzymatosci mechanicznej i wszechstronnosci chemicznej. Wytrzymaty rdzen
chitynowy zapewnia wsparcie strukturalne, podczas gdy warstwa chitozanu oferuje re-

aktywna powierzchnie do dalszych modyfikacji chemicznych lub funkcjonalizacji. Taka
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struktura kompozytowa moze by¢ korzystna w réznych zastosowaniach biomedycznych i

przemystowych, w tym w skafoldach inzynierii tkankowej, systemach dostarczania lekéw

i powtokach bioaktywnych.

Rysunek 6.10: Mikrofotografie SEM prébki chityny /chitozanu A. aerophoba (a, b) oraz prébki
chityny/chitozanu I. basta (c, d) po rozpuszczeniu w 1% kwasie octowym
ukazuja skafoldy chitynowe z typowa nieregularng powierzchnia, na pod-
stawie [280].

Skafoldy chitynowe A. aerophoba przed i po deacetylacji chityny zbadano technika la-
serowej elektroforezy Dopplera (LDE). Chociaz technika ta moze by¢ wrazliwa na jedno-
rodnosé¢ powierzchni, z powodzeniem okreslono potencjat zeta powierzchni materiatéw
porowatych. Zastosowanie dwoéch lateksowych czastek wskaznika o pH wynoszacym 9,2
i 7 pozwolito na doglebne zbadanie materiatéw. Istotna zmiana tadunku materiatu po ob-
rébce sprawita, ze konieczne byto zastosowanie dodatnio i ujemnie natadowanych czastek
wskaznika.

Rysunek 6.11a przedstawia zmierzony potencjat zeta dla prébek chityny (pomarariczowe
stupki) i chitozanu (niebieskie stupki) oraz potencjal zeta wskaznika zmierzony w od-
legtosci 1000 pm od powierzchni w obu buforach. Warto$é potencjatu zeta chityny jest

zblizona do wartoséci podawanych w literaturze dla nanokrysztatéw chityny [319] w obu
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pH, z warto$ciami -1,39 mV + 1,39 (R2 = 0,965) dlapH =9,21 7,95 mV + 2,31 (R2 =0,971) dla
pH = 7. Mimo ze prébka chitozanu nie byta idealnie stabilna podczas pomiaru, potencjat
zeta powierzchni dla pH = 9,2: -29,0 mV =+ 5,17 (R2 = 0,933) jest zgodny z wcze$niejszymi
badaniami [320]. Wartosci potencjatu zeta dla nanoczastek znacznika amidynowego przy
pH =7:-48,0 mV + 18,7 (R2 = 0,373) sa watpliwe i nie mozna ich poréwna¢ z danymi litera-
turowymi ze wzgledu na niestabilnoé¢ powierzchni. Wida¢ to wyraznie na rysunku 6.11b,
gdzie przedstawiono zaleznoé¢ potencjalu zeta od przemieszczenia. Prébka chityny byla
stabilna w obu warunkach, bez istotnego wptywu na pomiary. Natomiast probki chitozanu
maja tendencje do zmiany swojej morfologii (pobieranie wody, dyspersja mikrozanie-
czyszczen, dyfuzja polimeru z materialu) podczas pomiaru potencjalu zeta (niestabilnos¢
pomiaru, znaczny btad pomiaru). Chociaz prébka chitozanu nie jest stabilna przy nizszych
warto$ciach pH, technika laserowej elektroforezy Dopplera zostala z powodzeniem zasto-

sowana do monitorowania potencjatu zeta, co potwierdza skuteczna modyfikacje matrycy

chitynowe;j.
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Rysunek 6.11: Potencjal zeta (a) mierzony dla chityny i chitozanu; (b) jako funkcja prze-
mieszczenia dla badanych materiatéw, zaadaptowano z [280].

Jak wspomniano powyzej, niestabilnos¢ prébek chitozanu zaobserwowano przy nizszych
warto$ciach pH. Mozna zastosowa¢ kilka strategii stabilizacji powierzchni chitozanu, za-
chowujac jednoczesnie jego funkcjonalno$¢ w zastosowaniach takich jak kataliza czy trans-
port lekéw. Pozwala to rozwiazaé problem jego niestabilnosci przy nizszych wartosciach

pH. Niestabilnos¢ ta zazwyczaj wynika z protonowania grup aminowych chitozanu w $ro-
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dowisku kwasnym, co powoduje rozpuszczanie i mniejsza stabilnos¢ polimeru.

Sieciowanie jest jedna z najczestszych metod stabilizacji chitozanu. Chemiczne $rodki
sieciujace, takie jak glutaraldehyd, genipina czy eter diglicydowy glikolu etylenowego,
moga tworzy¢ wiazania kowalencyjne miedzy faricuchami chitozanu, zmniejszajac roz-
puszczalnoé¢ i zwiekszajac stabilno$¢ mechaniczna i chemiczna. Usieciowany chitozan
zachowuje dostepnos¢ swoich grup funkcyjnych, umozliwiajac ciagla interakcje z substra-
tami w katalizie lub w celu kontrolowanego uwalniania lekéw. Jest réwniez mniej wrazliwy
na zmiany pH, dzieki czemu zachowuje integralnos¢ strukturalna w §rodowisku kwasnym.

Alternatywnie mozna réwniez zastosowaé sieciowanie jonowe. Procedura ta polega na
wykorzystaniu anionéw wielowartoéciowych, takich jak tripolifosforan (TPP), do interakcji
z grupami aminowymi chitozanu. To podejscie jest odwracalne i pozwala na tworzenie sta-
bilnych hydrozeli. Sieciowanie jonowe nie wiaze sie z tworzeniem wiazan kowalencyjnych,
co pozwala zachowa¢ reaktywnos¢ grup funkcyjnych. Zapewnia ono stabilnoé¢ i odpornosé¢
na rozpuszczanie w nizszym pH poprzez tworzenie mostkéw jonowych w matrycy polime-
rowej, ktére sa mniej podatne na protonowanie [321].

Istnieja dwa podejscia do metalizacji miedzia badanych skafoldéw chitynowych i chity-
nowo-chitozanowych: osadzanie metalu w postaci nanoczastek lub redukcja jonéw me-
talu bezposrednio na powierzchni skafoldéw. Wiadomo, ze zaréwno chityna, jak i chitozan
wykazuja wlasciwoéci kompleksujace z jonami metali, zwlaszcza pierwiastkami przejécio-
wymi, lantanowcami i aktynowcami [322]. Jednak chitozan, w poréwnaniu z chityna, ma
znacznie wiekszy potencjat tworzenia komplekséw, tworzy bardziej stabilne kompleksy i
moze wiaza¢ wieksze stezenia jonéw metali [323, 324]. Chitozan wykazuje szczegélnie wy-
sokie powinowactwo do jonéw miedzi [325, 326]. Chitozan ma wiekszy potencjal tworzenia
komplekséw z jonami metali niz chityna ze wzgledu na swoja unikalna strukture chemiczna
i grupy funkcyjne [327]. Przyczyna tej réznicy jest stopiefi deacetylacji i obecno$¢ wolnych
grup aminowych w chitozanie, ktdre sq niedostepne w chitynie. Gtéwnymi grupami funk-
cyjnymi chitozanu, ktére utatwiaja kompleksowanie z jonami metali, zwlaszcza jonami mie-
dzi, sa grupy aminowe (-NHy) [328]. Grupy te znajduja sie w pozycji C-2 czasteczki gluko-
zaminy w chitozanie. Grupy aminowe majq charakter zasadowy i moga tatwo wiaza¢ sie
z jonami metali poprzez oddawanie par elektronowych, tworzac koordynacyjne wiazania

kowalencyjne. Ta interakcja jest zazwyczaj bardziej istotha w przypadku metali przejécio-
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wych, takich jak miedZ, ktére moga przyjmowac pary elektronowe, aby uzupetnic¢ swoja
konfiguracje elektronowa.

Chitozan zawiera réwniez grupy hydroksylowe w pozycjach C-3 i C-6. Chociaz grupy
te moga réwniez oddziatywac z jonami metali, ich rola jest bardziej pomocna w stabilizacji
komplekséw jonéw metali poprzez wiazania wodorowe i inne oddziatlywania elektrosta-
tyczne [329]. Istnieja dwie rézne teorie dotyczace struktury kompleksu Cu-chitozan. Pierw-
sza teoria nazywana jest ,modelem mostkowym” i opisuje czterokrotna koordynacje jonu
miedzi przez atomy donorowe azotu w faricuchu polimeru lub réznych taficuchach. ,Model
wiszacy” opisuje prosta, jednokrotna koordynacje jonu miedzi przez grupe aminowa [324].
Podejrzewano tworzenie pieciocztonowego kompleksu chelatowego pierécienia z grupa hy-
droksylowa przy atomie C3 w czasteczce chitozanu [330], ale nie zostalo to potwierdzone
eksperymentalnie.

W niniejszych badaniach roztwér jonéw miedzi z konstruktem chitynowo-chitozanowym
wykazuje intensywne niebieskie zabarwienie po 24 godzinach. Jest to zwiazane z powsta-
niem kompleksu miedzi(Il) z grupami aminowymi chitozanu. Adsorpcja miedzi na matrycy
chitynowej z gabki wynosi 4,5 ug/mg (2,8%), jednak w przypadku kompozytu chitynowo-
chitozanowego osiaga poziom 77 ug/mg (48%). Uderzajacy jest fakt, ze chityna kompleksuje
jedynie bardzo niewielkie iloéci miedzi. Jest to jednak zgodne z wcze$niejszymi obserwa-
cjami, gdzie nie stwierdzono kompleksowania miedzi na powlokach chitynowych [325].

Miedz(Il), na przyklad w roztworach siarczanu(VI) miedzi, mozna zredukowa¢ wy-
branymi weglowodanami, uzyskujac proszek miedzi [331]. W niniejszych badaniach re-
dukcje jonéw miedzi(Il) przeprowadzono za pomoca fruktozy w srodowisku zasadowym.
Oprécz mozliwych reakcji enolizacji, degradacja szkieletu weglowodanowego pozostaje
istotna cechq reakcji katalizowanej zasada. Fruktoza, podobnie jak glukoza i mannoza,
wystepuja w rownowadze posredniej 1,2-enediolu. Zachodzi ona w obecnosci czynnikéw
utleniajacych, np. Cu?*, w celu utlenienia enediolu do kwaséw karboksylowych. Reakcje
te nie saq stechiometryczne. Zachodzaca reakcja moze byé réwniez wykorzystana jako
jakosciowy dowo6d na obecnos¢ cukréw redukujacych, znany jako reakcja Fehlinga. Ze
wzgledu na warunki zasadowe oraz wysoka temperature fruktoza ulega rozktadowi na
produkty posrednie, ktére moga bra¢ udziat w kolejnych reakcjach redoks, umozliwiajac

catkowita redukcje jonéw miedzi. Zjawisko to mozna zaobserwowac réwniez w przypadku
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badari SEM. Obrazy mikroskopowe (rys. 6.12) powierzchni chityny z gabki i kompozytéw
chitynowo-chitozanowych po redukgji katalizowanej zasada wyraZnie pokazuja osadzanie
sie nanokrystalicznych struktur miedzi. R6znica pomiedzy dwiema badanymi matrycami

jest wyraZnie widoczna.

Rysunek 6.12: Obrazowanie elektronowe powierzchni konstruktu chitynowego/chitozano-
wego (a, b, c) w poréwnaniu z powierzchnia matrycy chitynowej z gabki (d, e,
f) po metalizacji miedzia z wykorzystaniem redukcji jonéw Cu?" w obecnosci
fruktozy w Srodowisku zasadowym, zaadaptowano z [280].

Uzyskane wyniki otwieraja droge do mozliwych zastosowar tréjwymiarowych kom-
pozytéw Cu-chityna/chitozan w odpowiednich katalizatorach, podobnie jak to opisano
wczesniej dla podobnych kompozytéw Cu-spongina [332, 333].

Podobnie jak w przypadku badarn nad skafoldami karbonizowanej sponginy z Cu/Cu,0,
z powodzeniem stosowanymi wczesniej jako katalizatory w reakgji redukgji 4-nitrofenolu
do 4-aminofenolu [332], przeprowadzono wstepne eksperymenty z opracowanym tu-
taj konstruktem Cu-chityna/chitozan. Aby przewidzie¢ mechanizm katalitycznych
wlasciwosci materialu Cu-chityna/chitozan, tré6jwymiarowq chityne wyizolowano z gabki
A. aerophoba (rys. 6.1a), a takze fragment ptytki miedzianej, wykorzystano jako katalizatory
w redukgji 4-nitrofenolu w tych samych warunkach eksperymentalnych. Zaobserwowano,
ze tréojwymiarowy skafold chitynowy nie posiada zdolnosci katalitycznych w kierunku
redukgcji 4-nitrofenolu. Co ciekawe, plytka miedziana charakteryzuje sie nizsza zdolnoscia

katalityczna w kierunku redukgcji 4-nitrofenolu w poréwnaniu z katalizatorem na bazie Cu-
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chityny/chitozanu (stata szybkosci 0,0043 s1). Wyniki te dowodza, ze dobrze rozwinieta
struktura krystaliczna Cu i Cup;O na utworzonych skafoldach 3D zapewnia wystarczajaca
liczbe miejsc aktywnych niezbednych do szybkiej redukgji 4-nitrofenolu. Mozna zasuge-
rowa¢, ze katalizator na bazie Cu-chityny/chitozanu dziata jako medium transferujace
elektrony z anionéw BH* zaadsorbowanych w miejscach aktywnych katalizatora do
czastek 4-nitrofenolu, w celu wytworzenia 4-aminofenolu. Podobne wyniki uzyskano w
badaniach aktywnosci kompozytu Cu,O-Cu-CuO [334].

Metalizacja konstruktéw chitynowo-chitozanowych uzyskanych w badaniu moze
znaczaco wplywac¢ na ich wlasciwoéci mechaniczne, w tym wytrzymato$¢ na rozciaga-
nie, elastycznod¢ i trwalo$¢. Metalizacja odnosi sie do procesu wprowadzania czastek
lub jonéw metalu do matrycy, czesto w celu poprawy jego wlasciwosci funkcjonalnych,
takich jak przewodnos¢ elektryczna czy aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Dodanie
nanoczastek metalu (takich jak srebro, ztoto lub miedz) do skafoldéw chitozanowych moze
zwiekszy¢ ich wytrzymalo$é na rozciaganie. Dzieje sie tak dzieki tworzeniu silniejszych
wiazan poprzecznych wewnatrz matrycy polimerowej oraz miedzy taficuchami polimeru
a jonami metalu. W niektérych przypadkach nadmierna metalizacja lub stabo rozproszone
czastki metalu moga prowadzi¢ do aglomeracji, co prowadzi do powstawania punktéw
koncentracji naprezenn w skafoldzie i moze zmniejszy¢ jego wytrzymaloé¢ na rozciaganie.
Wprowadzenie sztywnych nanoczastek metalu do elastycznej matrycy polimerowej chito-
zanu moze zmniejszy¢ elastyczno$¢ ze wzgledu na usztywniajace dziatanie metali, czyniac
skafold mniej podatnym na odksztalcenia pod wplywem naprezeri. Metalizacja moze
zwiekszy¢ trwatos¢ konstruktow chitozanowych, zwlaszcza pod wzgledem ich odpornosci
na degradacje mikrobiologiczna i czynniki stresogenne w §rodowisku. Rys. 6.13 przedsta-
wia wyniki testéow modutu sprezystosci (rys. 6.13a) i twardosci (rys. 6.13b) (nanoindentacja)
dla 10 um przekrojéw chityny z gabki A. aerophoba, kompozytu Cu-chityny A. aerophoba
(rys. 6.12f) i kompozytu Cu-chityny/chitozanu A. aerophoba (rys.6.12c). Najprawdopodob-
niej wzrost modutu sprezystosci w prébce z kompozytem Cu, chityna/chitozan wynika z
obecnosci odpowiednich warstw chitozanu, a nie z metalizacji miedzia, ktéra wystepuje w

postaci nanoczastek na powierzchni utworzonego materiatu.
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Rysunek 6.13: Modut sprezystosci (a) i twardo$¢ (b) w megapaskalach (MPa) przekrojéw o
grubosci 10 ym z chityny A. aerophoba, kompozytu Cu-chityny A. aerophoba
i kompozytu Cu-chityna/chitozan A. aerophoba (+ odchylenia standardowe),
zaadaptowano z [280].

6.1.2 Wnioski

Po raz pierwszy celem badania bylo stworzenie warstw chitozanu na powierzchni
chitynowych witékien, przy jednoczesnym zachowaniu tréjwymiarowej architektury chity-
nowego skafoldu szkieletowego wybranych gabek. To innowacyjne podejécie ma na celu
opracowanie unikalnej matrycy kompozytowej chityna/chitozan, ktéra zachowuje rozmiar
i ksztalt oryginalnego chitynowego szkieletu gabki, czego przykladem jest hodowana gabka
A. aerophoba. Analiza barwienia pozwala na precyzyjne odréznienie chityne od chitozanu,
wykorzystujac jod i barwnik Cibacron Brilliant Red (CBR). Chitozan charakteryzuje sie
intensywnym, trwatym zabarwieniem, podczas gdy kolor chityny wyraZznie blednie po
przemyciu. Spektroskopia ATR-FTIR dodatkowo wyjasnia réznice strukturalne, wskazujac,
ze 60-minutowe dziatanie 38% roztworu NaOH zapewnia optymalna réwnowage chityny
i chitozanu. Mikroskopia fluorescencyjna z barwieniem FITC podkresla pomyslny proces
deacetylacji, o czym $wiadczy obecno$¢ grup aminowych w chitozanie. Analiza SEM
ujawnia istotne réznice morfologiczne: widkna chitynowe zachowuja gladka, jednolita

powierzchnie, podczas gdy widkna chitozanowe charakteryzuja sie nieréwna tekstura, co
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wskazuje na znaczace modyfikacje powierzchni. Identyfikacja struktury dwuwarstwowej,
z chitozanowa warstwa zewnetrzna i chitynowym rdzeniem, podkres$la wytrzymatosé
mechaniczng i wszechstronnoé¢ chemiczna skafoldu. Pomiary potencjatu zeta potwier-
dzaja pomys$lna konwersje chityny do chitozanu, pomimo obserwowanej niestabilnosci
przy nizszych wartosciach pH w préobkach chitozanu. Kompozyt chityna/chitozan, po

metalizacji miedzia, wykazuje zdolnos¢ katalityczna w reakcji redukc;ji 4-nitrofenolu.

6.2 Rozpuszczanie chitynowych skafoldéw z gabki Aplysina

aerophoba

Biopolimery strukturalne (tj. celuloza, spongina, jedwab) sa w wiekszo$ci nierozpusz-
czalne w wodzie. Stanowi to jeden z czynnikéw ograniczajacych ich praktyczne zastosowa-
nie w réznorodnych technologiach. Ponadto chityna jest nierozpuszczalna w wiekszo$ci po-
wszechnie stosowanych rozpuszczalnikéw [26, 54, 335-340] . Fakt ten utrudnia opracowanie
metod przetwarzania i wykorzystania tego polimeru [328]. Problemem zwigzanym z roz-
puszczaniem chityny jest jej wysoka krystalicznoé¢ oraz silne miedzy- i wewnatrzczastecz-
kowe wiazania wodorowe [341]. Zatem ten polisacharyd moze by¢ rozpuszczony jedynie w
rozpuszczalnikach niszczacych wiazania wodorowe. Ponadto wiekszo$¢ tych rozpuszczal-
nikéw jest toksyczna, mutagenna, zraca [342] lub mogaca powodowac hydrolize, depolime-
ryzacje badZ degradacje strukturalna, dlatego opracowanie nowej metody rozpuszczania
chityny pozostaje waznym wyzwaniem. W tabeli 6.2 przedstawiono przyklady juz opisa-

nych rozpuszczalnikéw chitynowych.

Tabela 6.2: Przeglad rozpuszczalnikéw chityny, zaadaptowano z [278].

Rozpuszczalnik Zalety Wady Zrédlo
2-chloroetanol i kwas  Szybkie rozpuszczanie = Zachodzi degradacja [343]
nieorganiczny chityny w hydrolityczna
temperaturze
pokojowej lub lekko
podwyzszonej
Kwasy karboksylowe  Szybkie rozpuszczanie Chityna ulega [344, 345,
(mréwkowy, chityny, zazwyczaj w powolnej degradacji; 346]
dichlorooctowy, temperaturze roztwory chityny w
trichlorooctowy) pokojowej lub lekko kwasie mréwkowym
podwyzszonej sa niestabilne
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Stezony kwas Szybkie rozpuszczanie Chityna ulega [347]
fosforowy chityny w hydrolizie po dtugim
temperaturze czasie przebywania w
pokojowej kwasie w temperaturze
pokojowej
Seskwihydrat Uzyskane roztwory Toksycznosé [348]
heksafluoroacetonu mozna poddawac
przedzeniu na mokro
lub sucho we wtékna
lub odlewa¢ w folie
lub przedmioty state
Heksafluoro-2- Nie wystepuje Toksycznosé [349]
propanol degradacja chityny
metanol nasycony Przejrzysty roztwoér Rozpuszczalnosé [350, 351]
CaCl, - 2H,O chityny, tatwy do chityny zalezy od
regeneracji w r6znych  stopnia deacetylacji i
formach masy czasteczkowej
LiCl/N-metylo-2- Rozpuszczalnik Toksycznosé [345, 346,
pirolidon (NMP) nieulegajacy 352, 353]
degradacji
LiCl/dimetyloaceta- Rozpuszczalnik Nie wszystkie rodzaje [345, 346,
mid (DMA) nieulegajacy chityny moga sie 352, 353]
degradacji rozpuscié; toksycznosé
LiSCN Brak hydrolizy Wymagane wysokie [345, 354]
temperatury
Lil, Brak hydrolizy Wymagane wysokie [354]
temperatury
LiCl/DME Stosunkowo krotki Toksycznosé [353, 355]
czas (1 godz.)
NaOH/kruszony 16d  Chityna w §rodowisku Zachodzi hydroliza [356, 357,
lub zamrazanie alkalicznym jest 358, 359,
stabilna pod 353]
wzgledem degradacji
NaOH/mocznik Niewielki wptyw na Temperatura nie [353, 360]
strukture chityny; wyzsza niz -20°C
zachowuje stopiert
deacetylacji
KOH/mocznik Dobra Zachodzi deacetylacja [341]
rozpuszczalnosé (ok. 12,5%); Wymagane
chityny (~80%) niskie temperatury
(-25°C)
Rozpuszczalniki Brak degradacji Wymagane wysokie [361]
gleboko eutektyczne strukturalnej temperatury; zachodzi
depolimeryzacja
Ciecze jonowe Rozpuszcza chityne Wymagane [175, 342]
wszystkich form podwyzszone
polimorficznych; temperatury
zielone
rozpuszczalniki
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W pierwszym badaniu rozpuszczalnikéw chityny [343, 344, 346] uzyskano kompleks chi-
tyny z LiCl, ktéry ulegal koordynacji z grupa acetylowa. Kompleks ten byt rozpuszczalny w
N-metylo-2-pirolidonie i dimetyloacetamidzie. Do rozpuszczania faricuchéw chitynowych
stosowano wczesniej rowniez kwasy karboksylowe, takie jak mréwkowy, dichlorooctowy i
trichlorooctowy [343, 344, 346].

Zazwyczaj chemiczna izolacja skafoldéw chitynowych z odpowiednich gabek morskich
opiera sie na zastosowaniu stezonego (do 10%) NaOH lub Ba(OH), [197, 362]. Jednak do
izolacji skafoldéw chitynowych z gabki Aplysina aerophoba (rys. 5.1) hodowanej w warun-
kach hodowli morskiej [228] uzyto 1% roztworu wodorotlenku litu (LiOH), a proces prze-
prowadzono z wykorzystaniem ultradZzwiekéw. Ta metoda pozwala na rozpuszczenie chi-
tynowych skafoldéw i uzyskanie zaréwno chitynowej materii amorficznej, jak i ekstraktu

zawierajacego bromotyrozyny.

6.2.1 Wyniki

Gléwnym celem byta izolacja tréjwymiarowych skafoldéw chitynowych z gabki A. aero-
phoba (rys. 6.14a) przy uzyciu 1% roztworu LiOH, podobnie jak w klasycznym podejsciu
opisanym wczesniej [150, 151, 226]. Jednak w trakcie procedury zaobserwowano, ze ilos¢
uzyskanych skafoldéw byta mniejsza niz oczekiwano, a ich integralnos¢ strukturalna ulegta
znacznemu pogorszeniu (rys. 6.14b). Przyczyna tego bylo rozpuszczanie skafoldow chity-

nowych w tym rozpuszczalniku w warunkach zastosowanych w badaniu (rys. 5.6).

Rysunek 6.14: Gabki A. aerophoba przed reakcja (a) i po zanurzeniu w 1% roztworze LiOH,
co spowodowato wyizolowanie rozdrobnionych skafoldéw chitynowych (b).
Obraz SEM (c) ukazuje nieregularny material mikrowtdknisty, pozbawiony
charakterystycznej mikroarchitektury skafoldu, zaadaptowano z [278].
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Na obrazie z mikroskopii cyfrowej (rys. 6.15) czeSciowo rozpuszczonego skafoldu wi-
doczne byly pozostate, pigmentowane widkna chitynowe (rys. 6.15b, strzatki) wraz z ota-
czajaca je struktura. Aby zbadac te strukture, roztwoér, w ktérym prowadzono reakcje, zostat
poddany dializie i liofilizacji. Produkt miat strukture cienkiej (ok. 1 mm) warstwy, w ktorej

wykrycie obecnosci widkien chitynowych nie byto mozliwe (rys. 6.15a, ¢, d).

Rysunek 6.15: Chityna z gabki A. aerophoba po dziataniu roztworu LiOH, nastepnie dia-
lizowana i liofilizowana (a). Zdjecia z mikroskopii cyfrowej przedstawiaja
cze$ciowo zdegradowany skafold chitynowy (b) z kilkoma pozostatymi pig-
mentowanymi mikrowtéknami chitynowymi (strzatki), a takze ostateczna
strukture filmu (c, d), zaadaptowano z [278].

Proces rozpuszczania widkien chitynowych zobrazowano na rys. 6.16 jako poréwnanie
obrazéw mikroskopowych chitynowych skafoldéw gabki A. aerophoba uzyskanych w po-
dobnych warunkach eksperymentalnych po dziataniu 10% NaOH (rys. 6.16a, b, c) z ob-
razami czeSciowo rozpuszczonymi w 1% roztworze LiOH (rys. 6.16d, e, f). Widoczna jest

utrata integralnosci strukturalnej skafoldu podczas jego rozpuszczania warstwa po war-
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stwie w roztworze LiOH.

Rysunek 6.16: Obrazy mikroskopowe izolowanych skafoldéw chitynowych pochodzacych
z gabki A. aerophoba po obrébce 10% NaOH (a, b, ¢) w poréwnaniu z widk-
nami chitynowymi czesciowo rozpuszczonymi w 1% LiOH (d, e, f), zaadap-
towano z [278].

Spektroskopia w podczerwieni pozostaje dobrze znana metoda analityczna do charakte-
ryzacji polisacharydéw, w tym zaréwno chityny, jak i chitozanu [26]. Rysunek 6.17 przed-
stawia widma FTIR wzorcéw chityny i chitozanu w poréwnaniu z widmem chityny z gabki
poddanej dziataniu LiOH. Wszystkie charakterystyczne pasma przypisywane chitynie sa
widoczne w widmie préobki poddanej dziataniu LiOH. Widmo wzorca chitozanu i chityny
z gabki poddanej dziataniu LiOH rézni sie znaczaco, co oznacza, ze w trakcie badania nie
doszto do deacetylacji. Brak przesuniecia pasm wskazuje na stabilno$¢ chemiczna polisa-
charydu [361]. Poniewaz nie ma zauwazalnych r6znic w widmach FTIR wzorca chityny i
rozpuszczonej chityny, wskazuje to, ze rozpuszczenie chityny w LiOH nie powoduje mody-
fikacji chemicznych biopolimeru na poziomie molekularnym.

Na widmie rozpuszczonego skafoldu chitynowego pasma amidowe przypisane drga-
niom wibracyjnym grupy CONH znajduja sie przy 1627 cm™ (amid I), 1557 cm™! (amid II)
i miedzy 1309 a 1203 cm™ (amid III). Obecnoé¢ dubletu amidu I jest zwiazana ze struktura
krystaliczna chityny. Utrata ostro$ci w tym obszarze wskazuje na utrate krystalicznosci po
procesie rozpuszczenia. Cztery silne pasma przypisane drganiom rozciagajacym C-O-C i
C-0 znajduja sie przy 1154 cm?, 1112 em™?, 1067 em™ 1 1028 cm™. Pasmo obecne przy 1375

cm! zinterpretowano jako drgania grupy metylowej. Pasma te sa identyczne lub bardzo
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6.2 Rozpuszczanie chitynowych skafoldéw z gabki Aplysina aerophoba

zblizone do widma referencyjnego a-chityny [26, 28, 363-365]. Przypisanie pasm przedsta-

wiono w tabeli 6.3.

— chitozan wzorzec
— chityna wzorzec
— rozpuszczony skafold

Transmitancja (%)
Transmitancja (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1800 ~ 1600 1400 ~ 1200 1000 _ 800 600 400
Liczba falowa (cm™) Liczba falowa (cm™)
Rysunek 6.17: Widma FTIR wzorcéw chityny i chitozanu oraz chityny A. aerophoba poddanej

dziataniu LiOH w zakresie (a) 400 — 4000 cm™ i (b) 400 — 1800 cm™, zaadapto-
wano z [278].

Tabela 6.3: Liczby falowe z widm FTIR wzorcéw chityny i chitozanu oraz rozpuszczonego
skafoldu oraz ich przyporzadkowanie, zaadaptowano z [278].

Chitozan wzorzec Chityna wzorzec = Rozpuszczony

(cm™) (cm™) skafold (cm™) Przypisanie pasm
3359 3428 3430 Drgania rozciagajace O-H
3295 3259 3272 Drgania rozciagajace N-H
- 3103 3100 Drgania rozciagajace N-H
- 2930 2933 Drgania rozciagajace CH,
2874 2878 2876 Drgania rozciagajace CH,
1648 1652 - Pasmo amidowe I
- 1621 1627 Pasmo amidowe I
1591 1553 1557 Pasmo amidowe II
1418 1428 1429 Drgania zginajace CH,
1376 1375 1375 Drgania deformacyjne CH,4
1320 1308 1309 Pasmo amidowe III
1262 1260 1263 Pasmo amidowe III
1197 1204 1203 Pasmo amidowe III
1150 1154 1154 Drgania rozciagajace C-O-C, C-O
- 1112 1112 Drgania rozciagajace C-O-C, C-O
1062 1063 1067 Drgania rozciagajace C-O-C, C-O
1026 1023 1028 Drgania rozciagajace C-O-C, C-O
- 1008 - Drgania rozciagajace C-O w pierscieniu fazowym
- 952 951 Drgania kotyszace CH,
895 896 899 Drgania rozciagajace CH w pierscieniu
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Dyfraktogramy XRD wzorcéw chityny i chitozanu oraz rozpuszczonego skafoldu chi-
tynowego przedstawiono na rys. 6.18. Wzér dyfrakcyjny wzorca chitozanu wykazuje dwa
gléwne piki przy 20 = 11,16°1 20,26°, przypisywane ptaszczyznom krystalograficznym (020)
i (200) [26]. Wz6r dyfrakcyjny wzorca chityny prezentuje charakterystyczne piki przy 29 =
9,31°,12,69°, 19,27°, 20,55°, 23,33° i 26,31°, odpowiadajace plaszczyznom (020), (021), (110),
(120), (130) i (013). Po procesie rozpuszczania piki przy 29 = 20,55° i 23,33° nie zostaly zaob-
serwowane. Rozpuszczony skafold chitynowy wykazuje gtéwne piki dyfrakcyjne o-chityny
przy 29 = 9,03° i 19,65°, odpowiadajace ptaszczyznom krystalograficznym chityny typu o
(020) i (110). Widoczne sa rowniez dwa mniejsze piki przy 29 = 12,50° i 26,81°, ktére mozna
przypisac refleksom (021) i (013). Piki te sa szerokie i zlokalizowane w charakterystycznych

dla a-chityny pozycjach [150, 26].

— chitozan wzorzec
— chityna wzorzec
— rozpuszczony skafold

(200)

Intensywnos¢ (a.u.)

! I
60 80 100

20, °

Rysunek 6.18: Znormalizowane dyfraktogramy XRD standardéw chityny i chitozanu w po-
réwnaniu z rozpuszczonym skafoldem chitynowym z gabki A. aerophoba, za-
adaptowano z [278].

Poszerzenie sygnaléw XRD moze wynikaé ze zwiekszonej powierzchni odstaniajacej

faricuchy polisacharydéw [366, 150]. Piki na dyfraktogramie rozpuszczonego skafoldu
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chitynowego sa szersze w poréwnaniu z wzorcem. Moze to wskazywa¢ na spadek kry-
staliczno$ci chityny. Obecnos$é niewielkiego piku w okolicach 29 = 70° i intensywnos$é
piku zwiazanego z odbiciem (020) na dyfraktogramie rozpuszczonego skafoldu moga by¢
spowodowane zanieczyszczeniami. Mozna oczekiwaé, ze w roztworze wewnatrzczastecz-
kowe i miedzyczasteczkowe wiazania wodorowe ulegaja zerwaniu [361]. Poniewaz wzoér
dyfrakcyjny rozpuszczonego skafoldu chitynowego jest podobny do wzoru dyfrakcyjnego
wzorca o-chityny i rézni sie od wzoru dyfrakcyjnego wzorca chitozanu, nie zachodza zadne
modyfikacje chemiczne, co potwierdza poprawno$¢ analizy FTIR.

Rysunek 6.19 przedstawia obrazy SEM widkien chityny z gabki A. aerophoba wyizolowa-

nych po dziataniu NaOH (a, c) i po rozpuszczeniu w roztworze LiOH (b, d).

Rysunek 6.19: Obrazy SEM skafoldu chitynowego A. aerophoba po dziataniu NaOH (a, b) i
po rozpuszczeniu w LiOH (c, d). Zniszczenie integralnoéci strukturalnej po
obrébce roztworem LiOH jest wyraZnie widoczne, zaadaptowano z [278].

Roéznica w integralnosci strukturalnej jest wyraznie widoczna. Powierzchnia skafoldu chi-
tynowego poddanego dziataniu NaOH jest szorstka i zwarta (rys. 6.19a, b). Obraz SEM roz-
puszczonego skafoldu chitynowego z gabki po liofilizacji przedstawia strukture sktadajaca
sie z gladkich warstw (rys. 6.19c). Wieksze zblizenie pozornie zdezintegrowanej gltadkiej

powierzchni ujawnia obecno$¢ nanowtékien chityny (rys. 6.19d). Potaczenie wynikéw XRD
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6 Wyniki i dyskusja

(rys. 6.18) z obrazami SEM (rys. 6.19) wskazuje na obecno$¢ nanowtdkien i sugeruje nano-
krystaliczna organizacje uzyskanej probki [150].

Aby przeprowadzi¢ test kontrolny dotyczacy szczegélnej aktywnosci LiOH na wybra-
nych Zrédtach chityny, probki wzorcéw chityny z kraba $nieznego (Chionoecetes opilio) oraz
amorficznej chityny poddano dziataniu ultradzwiekéw w roztworze wodorotlenku litu w
takich samych warunkach, jak w eksperymentach z gabka A. aerophoba. Po 24 dniach roz-
puszczeniu ulegla jedynie matryca chitynowa wyizolowana z gabki A. aerophoba, podczas

gdy pozostale prébki chityny poddane badaniu pozostaly bez zmian (rys. 6.20).
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Rysunek 6.20: Poréwnanie réznych probek chityny przed i po dziataniu LiOH. Tylko w
przypadku chityny z gabki A. aerophoba uzyskano zawiesine (strzatka), za-
adaptowano z [278].

W przeciwienistwie do wzorca chityny pochodzacego ze stawonogoéw, tylko chityna wy-
izolowana z gabki A. aerophoba zawiera brom w postaci bromotyrozyn [362, 217, 218]. Reszt-
kowa ilo$¢ bromu wykryta w tej czeSciowo rozpuszczonej chitynie metoda EDX miesci sie
w zakresie od 0,17 do 0,25% wag. W zwiazku z tym obserwowane zjawisko rozpuszczania
matrycy chitynowej z gabki opiera sie na mozliwej interakgji jonéw Li* i Br", ktéra prowa-

dzi do powstania LiBr, ktéry jest uznawany za dobrze znany odczynnik do rozpuszczania
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biopolimeréw, w tym polisacharydéw [367-370] .

Dodatkowo, w celu potwierdzenia obecnosci chityny w skafoldach szkieletowych A. aero-
phoba, cze$ciowo rozpuszczonych w 1% roztworze LiOH, zastosowano barwienie Calcofluor
White. Technika ta byla juz stosowana do identyfikacji chityny w skafoldach ré6znych gatun-
kéw gabek morskich, w tym A. aerophoba [228], A. archeri, I. basta [200], L. labirintus [158]. Me-
chanizm dziatania metody polega na wiazaniu CFW z grupami 3-glikozydowymi chityny i
tworzeniu zwiazku o silnej fluorescencji w niebieskim zakresie widma. Zaréwno cze$ciowo
rozpuszczone w roztworze LiOH widkna chitynowego skafoldu z gabki (rys. 6.21c), jak i
warstwa ostatecznie uzyskana po liofilizacji (rys. 6.21d) wykazuja silng niebieska fluore-

scencje przy wyjatkowo krétkim czasie ekspozycji na $wiatlo (rys. 6.21a,b).

a) b)
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Rysunek 6.21: Probki barwione CFW (a, c) czesciowo rozpuszczonych widkien chityno-
wych; (b, d) warstwa otrzymana po liofilizacji. Obrazy a i b uzyskano za po-
mocq kanatu DAPI, obrazy c i d — w warunkach jasnego pola. Czas naswie-
tlania: (a) 1/6800 s; (b) 1/1100 s, zaadaptowano z [278].

Jednoczeénie z izolacja skafoldéw chitynowych, zastosowanie roztworu LiOH prowadzi

do powstania ciemnobrazowego ekstraktu zawierajacego bromotyrozyny (rys. 6.22a). Po
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dializie i wysuszeniu tworzy on czarna lub brazowa faze krystaliczna (rys. 6.22b, c).

/ g Dializa
/ \ (RT, 48 h, dest. H,0)

oraz suszenie

(50°C, 24 h)

Rysunek 6.22: Ekstrakt zawierajacy bromotyrozyny (a) uzyskany w procesie rozpuszczania
matrycy chitynowej. (b) Obraz mikroskopowy dializowanego i wysuszonego
ekstraktu, (c) obraz w wiekszym powiekszeniu, zaadaptowano z [278].

Rysunek 6.23 przedstawia widma FTIR uzyskanego ekstraktu z A. aerophoba w poréw-
naniu z widmem wzorca isofistularin-3, jednej z najlepiej poznanych bromotyrozyn wyizo-
lowanych z tej gabki [228, 371]. Pasma w zakresie 2840 — 3500 cm™! sa podobne na obu
widmach i wskazuja na obecnoséé grup hydroksylowych (3272 cm™) i grup CHy (2957, 2924,
2853 cm™!). Powyzej 3000 cm™! wystepuje réwniez pasmo pochodzace z rozciagania C-H.
Pasma przy 1639 i 1539 cm™! moga by¢ wynikiem obecnosci wiazania amidowego. Pasmo
przy 1455 cm™! mozna przypisaé rozciaganiu pierscienia aromatycznego. Pasma przy 1159 i
1037 cm™! moga by¢ zwiazane z drganiami rozciagajacymi C-O. Alifatyczne zwiazki bromu
wykazuja pasmo przy czestotliwosci 600-700 cm~!, ale jesli obecnych jest kilka atoméw
bromu, interpretacja nie jest oczywista. W przypadku bromowanych zwiazkéw aromatycz-
nych obecnosci halogenu nie mozna wykry¢ bezposrednio [372]. Wzorzec isofisularin-3 wy-
kazuje pasma charakterystyczne dla tego zwiazku (3383, 2934, 1660, 1595, 1539, 1450 i 1258
cm™), co jest zgodne z danymi z literatury [373-375]. Pasma przy 3383, 2934, 1660 i 1539
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cm™! mozna przypisaé grupom hydroksylowym [375]. W obszarze odcisku palca widma za-
réwno wzorca isofisularin-3, jak i ekstraktu wykazuja bardzo podobne sygnaly. Sa to pasma
przy 1450, 1310, 1258, 1151, 1043 i 739 cm~! w widmie standardowym isofisularin-3, ktére
dobrze odpowiadaja sygnatom w widmie ekstraktu A. aerophoba przy 1455, 1314, 1252, 1159,

10371737 cm™!. Pasmo przy 1539 cm™! znajduje sie w tym samym miejscu na obu widmach.

— Isofistularin-3
— ekstrakt z A. aerophoba

Transmitancja (%)

S

T T T T T T T I T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Liczba falowa (cm™) Liczba falowa (cm™)

Rysunek 6.23: Porownawcze widma FTIR otrzymanego ekstraktu dializowanego i suszo-

nego oraz wzorca isofisularin-3 w zakresie 4004000 cm™! i (e) w zakresie
400-1800 cm™!, zaadaptowano z [278].

6.2.2 Wnioski

Podczas rozpuszczania skafoldéw chitynowych pigmentowane mikrowlékna chityny A.
aerophoba, zawierajace bromotyrozyny, przestaja by¢ widoczne, przeksztalcajac sie w ma-
terie amorficzna. Wskazuje to, ze wodorotlenek litu reaguje z bromem pochodzacym z bro-
motyrozyn z gabki A. aerophoba, dajac bromek litu, ktéry ostatecznie rozpuszcza skafold.
Schematyczny obraz procesu przedstawiono na rysunku 6.24. Stezenie izofisularyny, jako
gléwnego potencjalnego Zrédia bromu w tym gatunku, moze siega¢ nawet 55 mgna 1l g
wysuszonej gabki [228]. Mozna zasugerowa¢, ze wiazania krzyzowe oparte na bromotyro-
zynach moga by¢ odpowiedzialne za wzajemne polaczenia chitynowych nanowarstw, ktére
tworza odpowiadajace im mikrorurki szkieletowe (rys. 6.16d, f). Zaden z dotychczas bada-
nych alkaliéw, z wyjatkiem wodorotlenku litu, nie doprowadzit do oddzielenia takich struk-

tur rurowych i ich péZniejszej transformacji w struktury przypominajace btone. Dlatego
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roztwor bromku litu moze by¢ obiecujacym kandydatem do rozpuszczania tak specyficznej
chityny, jak ta z gabki A. aerophoba. Co wiecej, inne naturalne polimery, ktére maja ograni-
czong liczbe rozpuszczalnikow ze wzgledu na wystepowanie wigzan wodorowych, takie
jak jedwab, mozna z powodzeniem rozpusci¢ w bromku litu, uzyskujac wodny roztwor je-
dwabiu. Wynika to z faktu, ze LiBr jest sola chaotropowa, ktéra w wysokich stezeniach moze
rozrywaé miedzy- i wewnatrzczasteczkowe wiazania wodorowe i rozpuszcza¢ widkna je-
dwabiu [370]. We wcze$niejszych badaniach uzyto roztworu bromku litu do rozpuszczenia
fibroiny jedwabiu i celulozy, tworzac porowate gabki o tréjwymiarowej strukturze nano-
wldknistej [368]. Doniesiono, ze rozpuszczanie celulozy w roztworze bromku litu powoduje
spadek jej krystaliczno$ci i Zze mozna ja rozpuéci¢ w wodnym roztworze LiBr, tworzac na-
nowlékna celulozowe. Po podgrzaniu roztworu LiBr celuloza ulega catkowitemu rozpusz-
czeniu [376, 369]. Opisano réwniez rozpuszczanie chityny w LiBr w réznych, wybranych
warunkach [377, 378]. Chitozan mozna réwniez rozpuéci¢ w wodnym roztworze bromku
litu. Proces ten nie powoduje istotnych réznic w krystalicznosci [376]. Tradycyjnie, gtéwna
zaleta chityny z gabek jest jej integralnos¢ strukturalna na poziomie 3D, a co za tym idzie,
przydatnos¢ do zastosowania w inzynierii komérkowej i tkankowej [69]. Wprowadzenie
gabki A. aerophoba do 1% roztworu LiOH w temperaturze 65°C prowadzi do zniszczenia
tréjwymiarowych konstrukcji chitynowych. Otwiera jednak réwniez droge do uzyskania
chitynowych materiatléw o nanowléknistej strukturze przypominajacej folie (rys. 6.19d).
Pomimo utraty pierwotnej, rurkowatej struktury 3D (rys. 6.16c, d), chityna z gabki nadal
posiada wlasciwosci chemiczne a-chityny. Co ciekawe, zastosowanie LiOH otwiera réwniez
perspektywy optymalizacji metody izolacji bromotyrozyn, zwlaszcza w przypadku tak bio-
logicznie aktywnego leku przeciwnowotworowego, jak isofisularin-3 [371]. Obecnie cena 1
g isofistularin-3 wynosi 150 000 dolaréw [228]. Ze wzgledu na hodowle gabek A. aerophoba w
warunkach morskich [379], izolacja tego zwiazku moze prowadzi¢ do interesujacych zmian

w farmakologii morskiej, a takze w biogospodarce morskiej gabek.
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Rozpuszczalnik chityny

LiBr

Gabka A. aerophoba 1% LiOH Rozpuszczony skafold chitynowy

Rysunek 6.24: Schemat rozpuszczania skafoldu chitynowego z gabki A. aerophoba, zaadap-
towano z [278].

6.3 Wlasciwosci mechaniczne chitynowych skafoldéw z gabek

Wiasciwosci mechaniczne biomaterialéw, w tym chityny, sa niezwykle istotne, zwlasz-
cza jedli sa one wykorzystywane do regeneracji struktur o funkcji noénej lub o zwiekszonej
sztywnosci, takich jak tkanki twarde, np. kosci i zeby [380, 381].

Grupa acetylowa wystepujaca w chitynie, w przeciwienistwie do jej deacetylowanej po-
chodnej - chitozanu, moze odgrywacé bardzo istotna role w okreélaniu lepszych wtasciwosci
mechanicznych obserwowanych w przypadku chityny, co odkryto dzieki teorii funkcjonatu
gestosci elektronowej i symulacji dynamiki molekularnej [382]. Autorzy [382] stwierdzili,
ze wynika to z wiekszej liczby wiazarh wodorowych wzdtuz kierunku miedzyptaszczyzno-
wego modelu chityny. Ponadto interakcje van der Waalsa w krysztatach chityny ulegaja
wzmocnieniu ze wzgledu na wieksza mase czasteczkowa grupy acetylowej, co jest réwniez
przyczyna réznic we wilasciwosciach mechanicznych obserwowanych miedzy chityna a chi-
tozanem [382]. W eksperymencie badajacym B-chityne stwierdzono wptyw stopnia deacety-
lacji na wlasciwos$ci mechaniczne, takie jak maksymalne naprezenie i modut Younga, ktére
zmniejszaly sie wraz ze zmniejszaniem stopnia deacetylacji, a maksymalne wydtuzenie ro-

sto wraz ze zmniejszaniem stopnia deacetylacji [383].
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6 Wyniki i dyskusja

Stwierdzono, ze krysztal a-chityny wykazuje lepsze wlasciwo$ci mechaniczne w odpo-
wiedzi na obciazenia rozciagajace i Scinajace. Po przylozeniu niewielkiego jednoosiowego
naprezenia wzdtuz faficucha, krysztat a-chityny wykazuje modul sprezystosci przy 48 GPa,
prawie dwukrotnie wyzszy niz krysztat -chityny przy 27 GPa. Ponadto praca pekania, mo-
dut écinania i wytrzymalosé krysztatu a-chityny sa wyzsze niz w przypadku krysztatu §-
chityny [384].

Oproécz chityny réznorodne organizmy morskie, w tym gabki, zawieraja réwniez biomi-
neraly i pigmenty w obrebie swojego szkieletu [26]. W przypadku gabek z rzedu Verongiida
opisano wystepowanie licznych bromotyrozyn [278]. Biologiczna rola tych zwiazkéw po-
lega na ochronie przed aktywnoscia chitynaz mikroorganizméw, ktére wykorzystuja ma-
tryce chitynowa jako Zrédlo wegla [150]. Zaréwno dzialanie przeciwwirusowe [72], jak
i przeciwbakteryjne bromotyrozyn jest dobrze poznane [228]. Odpowiednie mechanizmy
wyzej wymienionych aktywnosci zostaty dokladnie przedstawione i oméwione [218].

Rola bromotyrozyny, unikalnej pochodnej aminokwasu w sieciowaniu chityny u organi-
zméw morskich, takich jak gabki z rzedu Verongiida, jest jednak stabo poznana. W zwiazku
z tym mozna zasugerowaé, ze zawarto$¢ bromotyrozyny, a takze chemiczne oddziaty-
wanie miedzy chityna i bromotyrozynami, moze odgrywac istotna role w ksztattowaniu
wlasciwosci mechanicznych chityny wystepujacej u gabek z rzedu Verongiida.

Wiasciwosci mechaniczne warstw chitynowych mozna powiazaé z wielkoscia redukgji
objetosci zachodzacej podczas przejscia z zelu do koricowej postaci btony [385]. Dlatego,
aby zachowac elastyczno$¢, zmniejszy¢ znieksztalcenia wymiarowe i zapewni¢ doskonata
integralno$¢ mechaniczna w stanie suchym, wazne jest kontrolowanie procesu koagulacji i
kurczenia podczas przygotowywania materiatéw chitynowych. Do produkgji elastycznych
bton chitynowych o grubosci 25-80 um zastosowano procesy prasowania na zimno (np. roz-
puszczanie chityny w roztworze dimetyloacetamidu i 5% LiCl w temperaturze 0°C). Aby
usuna¢ pozostatosci rozpuszczalnika, prébki ogrzewano w temperaturze 50°C przez 12 go-
dzin i ptukano w 95% etanolu. Modut Younga tych elastycznych bton chitynowych wahat
sie od 1240 do 3650 MPa, przy wytrzymalosci na rozciaganie od 38 do 60 MPa i przezroczy-
stosci do 90% [385]. Blony chitynowe o takich wlasciwosciach mechanicznych sa uznawane
za przydatne w zastosowaniach opatrunkowych [385]. W celu poréwnania wiasciwos$ci me-

chanicznych wybranych biomaterialéw zestawiono je w tabeli 6.4.
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6.3 Wiasciwosci mechaniczne chitynowych skafoldéw z gabek

Tabela 6.4: Poréwnanie wlasciwoéci mechanicznych réznych biomateriatéw, zaadaptowano

z [386].
Biomaterial Modut Wytrzymatosé Zrédto
sprezystoSci  narozciaganie
(MPa) (MPa)
Tchawki akustyczne 5200 - [387]
pasikonikéw
Chityna Mokry pancerz kraba 518 £ 72 31,56+54
: [388]
Loxorhynchus grandis
Suchy pancerz kraba 764 + 83 129 +1,7
Loxorhynchus grandis
Komercyjne folie chitynowe 1240 - 3650 38 -60 [385]
Chityna z kraba Portunus - 44,22 [389]
pelagicus
Ludzkie Ludzka skéra 98,97 £ 97 272+93 [390]
tkanki Gabczasta tkanka kostna 441 6,8 [391]

kos$ci udowej cztowieka

Opracowano wytrzymate, przezroczyste blony na bazie chityny, wykazujace wtasciwosci
barierowe dla gazéw. Metoda ich wytwarzania opiera sie na rozpuszczeniu chityny w wod-
nym roztworze NaOH o stezeniu 11% wag. i mocznika o stezeniu 4% wag. w niskiej tem-
peraturze. Przy grubosci 800 nm wykazuja one przepuszczalno$¢ $wiatla na poziomie 87%
i doskonalq wytrzymatoé¢ na rozciaganie do 111 MPa [392] .

Wysoka wytrzymato$¢ mechaniczna oraz modut Younga (powyzej 150 GPa) materiatow
na bazie chityny wynikaja z antyréwnoleglej, rozciagnietej struktury krystalicznej nano-
wldkien chitynowych. Dzieki takim wlasciwo$ciom mechanicznym nanowlékna chitynowe
moga poprawia¢ wilasciwosci mechaniczne polilaktydu [393], poli(e-kaprolaktonu) [394,
395], oraz zywic akrylowych [396, 202].

Chityne z kraba Portunus pelagicus wykorzystano do wytworzenia bton z 5% (w/v) roz-
tworem chlorku litu/N,N-dimetyloacetamidu (LiCl/DMAc) [389]. Stwierdzono, ze btony
z polimeréw chitynowych charakteryzuja sie wyzsza wytrzymatoscia na rozciaganie, do
44,22 MPa, niz komercyjne prébki kontrolne z tworzyw sztucznych, ktére wykazuja wy-
trzymato$c¢ na rozciaganie réwna 18,90 MPa. W analizie kompozytéw kolagen/chityna wy-
tworzonych z wykorzystaniem dwoéch polimorféw: a-chityny i 3-chityny, i wykazano, ze
polimorf 3-chityny wykazuje znacznie lepsze wlasciwosci mechaniczne dzieki przegrupo-
waniu regionéw krystalicznych i tworzeniu miedzyczasteczkowych wiazann wodorowych z

kolagenem [397] .
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6 Wyniki i dyskusja

Symulacje dynamiki molekularnej dowodza, ze o-chityna charakteryzuje sie wyzsza
sztywnoscia i wytrzymatoscia na rozciaganie w poréwnaniu z biokompozytem chitoza-
nowym. Biokompozyt charakteryzuje sie jednak zwiekszona ciagliwo$cia, co czyni go
wszechstronnym materiatem do réznych zastosowan wymagajacych zaréwno sztywnosci,
jak i elastycznodci [398].

Badania egzoszkieletu morskiego bezkregowca Aglaophenia latirostris wykazuja, ze hierar-
chiczna organizacja nanowldkien chityny przyczynia sie do zwigekszenia sztywnos$ci mate-
riatu w warunkach suchych, jak i twardosci w warunkach wilgotnych. Pomimo pogorszenia
wytrzymalo$ci mechanicznej w obecnosci wody, elastycznos$¢ materiatu zostala zachowana,
co potwierdza jego zdolnos¢ adaptacji do warunkéw wodnych [399].

Blony wytworzone z komercyjnej chityny, pozyskiwanej gtéwnie ze skorupiakéw, zazwy-
czaj wykazuja dobre wiasciwosci mechaniczne. Jednakze nie wykazuja one specyficznie
potaczonych mikrotubularnych, tréjwymiarowych struktur widknistych. W zwiazku z
tym niniejsze badania maja na celu zrozumienie wtasciwosci mechanicznych tréjwy-
miarowych matryc chitynowych, wyizolowanych z wybranych gabek morskich, ktére
posiadaja o-chityne [26]. Na podstawie symulacji dynamiki molekularnej stwierdzono, ze
woda moze znaczaco wpltywaé na elastycznos$¢ symulowanych kompozytéw chitynowo-
biatkowych [400]. Dlatego tez wykorzystano dwa rodzaje probek: probki do oceny modutu
sprezystosci podczas Sciskania w stanie mokrym oraz suche probki osadzone w zywicy
do eksperymentéw nanoindentacji. W obu eksperymentach oceniano dwa rodzaje prébek:
pozbawione komoérek matryce chitynowe zawierajace bromotyrozyny oraz pozbawione
komoérek skafoldy chitynowe niezawierajace bromotyrozyn. Ma to na celu jednoczesne
okreslenie potencjalnego wptywu bromotyrozyn na wilasciwosci mechaniczne skafoldéw

chitynowych z gabek.

6.3.1 Wyniki

Rysunek 6.25a i b przedstawia krzywe naprezenie-odksztalcenie i modut sprezystosci-od-
ksztalcenie dla wybranych prébek gabek chitynowych skafoldéw wyizolowanych z gabki
Aplysina aerophoba, hodowanej w warunkach hodowli morskiej, testowanej w warunkach
wilgotnych. Wyznaczono moduly sprezystosci charakteryzujace probki (rys. 6.25¢). Modut

sprezystosci probek zawierajacych bromotyrozyny (S) jest nieznacznie wyzszy niz prébek
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pozbawionych bromotyrozyn (C). R6znica ta pozostaje jednak statystycznie nieistotna. Fazy
zapadania sie prébek zawierajacych i pozbawionych bromotyrozyn rézniq sie wyraznie.
Krzywa modutu sprezystosci i odksztalcenia prébki pozbawionej bromotyrozyn jest znacz-
nie gladsza niz w przypadku prébek zawierajacych bromotyrozyny. Wida¢, ze naprezenie
wyraznie wzrosto, gdy obie prébki skafoldéw zostaly $cisniete do odksztalcenia przekra-
czajacego 60%, co moze wskazywac na obecno$¢ fazy zageszczania.

Gladkos¢ krzywych stycznych modutu sprezystosci i odksztalcenia wyraznie obrazuje
zageszczanie badanych skafoldéw (rys. 6.25a, b). Z rysunku 6.25d wynika, ze w przypadku
probek pozbawionych bromotyrozyn odksztalcenie zageszczajace jest istotnie nizsze niz w
przypadku prébek zawierajacych bromotyrozyny. Na rysunku 6.25e przedstawiono krzywe
histerezy naprezenie-odksztalcenie. Obie badane grupy prébek byly trwale odksztatcone,
jednak nadal mialy pewna resztkowa zdolnos¢ do zmiany ksztattu. Warto podkresli¢, ze
w przypadku prébek zawierajacych bromotyrozyny odksztalcenie jest nieodwracalne w
wiekszym stopniu niz w przypadku prébek pozbawionych bromotyrozyn (rys. 6.25€), co
moze sugerowac, ze znaczna liczba elementéw nos$nych prébek zawierajacych bromotyro-

zyny utracila ciaglosc.
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Rysunek 6.25: (a) Krzywe naprezenie-odksztatcenie i (b) modut sprezystosci-odksztalcenie.
Zaznaczono trzy charakterystyczne etapy Sciskania: E — etap sprezystosci, C
—etap zapadniecia i D — etap gestnienia. Poréwnanie (c) modutu sprezystosci
Sciskania (MPa) i (d) odksztalcenia zageszczajacego skafoldéw chitynowych
zawierajacych bromotyrozyne i niezawierajacych bromotyrozyny. * p < 0.05;
(e) krzywe histerezy obciazenie-odciazenie. Probki S (niebieskie) odpowia-
daja probkom zawierajacym bromotyrozyne, a C (czerwone) — prébkom nie-
zawierajacym bromotyrozyny, wyizolowanych z gabki A. aerophoba, zaadap-
towano z [386].

Rysunek 6.26a, b przedstawia wyniki modutu sprezystosci (nanoindentacji) dla pozba-
wionych komérek wiékien chitynowych wyizolowanych z danej gabki. Wartos¢ modutu
sprezystosci r6zni sie miedzy prébkami okolo czterokrotnie, a wartoé¢ twardosci najtward-
szej probki (A. archeri) jest o okolo 60% wyzsza niz prébki o najnizszej twardosci (Dendrilla
sp.) (rys. 6.26¢, d). Na to moze mie¢ wplyw rozrzut rozmiaréw widkien i naturalny sposéb
ich formowania. Ponadto badajac wt6kna z pojedynczej prébki, zaobserwowano znaczny
rozrzut wynikéw miedzy nimi. Odchylenia standardowe $redniej arytmetycznej mieszcza
sie w zakresie od 20 do 50% wartosci zmierzonej. Wynika to z duzej niejednorodnosci bada-

nego materiatu.
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Rysunek 6.26: Modut sprezystosci przekrojéw o grubosci 10 ym (a) i 1 ym (b) oraz twardos¢
przekrojéw o grubosci 10 um (c) i 1 um (d) badanych gabek (od lewej: A. fistu-
laris, Dendrilla sp., A. archeri, A. aerophoba, lanthella basta). BrT oznacza probki
zawierajace bromotyrozyne (pomaraniczowy), okreélenie ,,chityna” odnosi sie
do prébek, z ktérych usunieto bromotyrozyny (z6tty), zaadaptowano z [386].

Rysunek 6.27 przedstawia podsumowanie krzywych histerezy nanoindentacji dla jed-

nego rodzaju probki, tj. kilku wiékien A. aerophoba.
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Rysunek 6.27: Krzywe histerezy testow indentacji dla pomiaréw widkien chitynowych
gabki A. aerophoba, zaadaptowano z [386].

Rysunek 6.28 przedstawia obrazy SEM mechanicznie sprasowanych prébek chitynowych

widkien z gabki A. aerophoba w réznych powiekszeniach.

Rysunek 6.28: Obrazy SEM pozbawionego komoérek skafoldu z wiékien chitynowych A. ae-
rophoba w réznych powiekszeniach, zaadaptowano z [386].

Wi6kna wykazuja losowa orientacje i tendencje do wyginania. Widoczne sa $lady kurcze-

nia spowodowanego suszeniem. Srednia $rednica wiékna wynosi okoto 59 + 25,1 im i jest
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zréznicowana w obrebie pojedynczego widkna z powodu odwodnienia i nieréwnomiernej
redukgcji objetosci. Porowato$é analizowanych prébek okreslono na okoto 60% (rozmiar po-
row: 225 £ 96 ym).

Rysunek 6.29 przedstawia probki szkieletu zawierajace bromotyrozyne (a, b) i niezawie-

rajace bromotyrozyny (c,d), wyizolowane z gabki A. aerophoba.

Rysunek 6.29: Obrazy z mikroskopu cyfrowego skafoldu z wiékien chitynowych A. aero-
phoba. Skafoldy chitynowe zawierajace bromotyrozyne, charakteryzujace sie
tréjwymiarowa siecia porowatych mikrowlékien (a, b). Skafoldy chitynowe
bez bromotyrozyny, charakteryzujace sie taka sama tréjwymiarowa siecia po-
rowatych mikrowlékien (c, d), zaadaptowano z [386].

Probka zawierajaca bromotyrozyne przedstawiona na rysunku 6.29a, b charakteryzuje
sie porowata struktura mikrowlokien 3D o charakterystycznej brazowej pigmentacji [278].
Bromotyrozyny zlokalizowane we widknach szkieletowych gabki A. aerophoba zostaly juz
wczesniej zidentyfikowane [218, 228]. Zbadano réwniez zawartoé¢ pierwiastkdw w obu ro-
dzajach prébek tego gatunku gabki, analizowanych za pomoca EDX [199]. W prébcee za-

wierajacej bromotyrozyny zidentyfikowano nie tylko atomy bromu, ale takze siarki i chloru
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[199]. Probki wolne od bromotyrozyny przedstawione na rysunku 6.29¢, d wykazuja po-
dobna strukture; jednak w wyniku obrébki zasada [278] mikrowldkna utracity pigmentacje
i staly sie pélprzezroczyste. Jest to typowe dla izolowanych skafoldéw opartych na wiok-

nach chitynowych, opisywanych wczesniej dla innych gatunkéw z rzedu Verongiida [141].

6.3.2 Dyskusja

Wiasciwosci mechaniczne skafoldéw chitynowych (rys. 6.29) pochodzacych z gabek z
rzedu Verongiida nie byty dotychczas badane eksperymentalnie. Jednakze stwierdzono, ze
gabka z rzedu Verongiida, A. fistularis, moze wykazywaé teoretyczny modul sprezystosci
przy Sciskaniu wynoszacy 0,5 kPa [125], co jest poréwnywalne z wynikami przedstawio-
nymi w niniejszym badaniu (rys. 6.25c i d).

Wiasciwosci mechaniczne szkieletéw gabek [401] oraz materiatéw gabczastych po-
chodzenia innego niz gabki [402] sa rzadko badane poréwnawczo, a dostepnych jest
ich zaledwie kilka [403—405]. Réznice te wynikaja z rodzaju wystepujacej matrycy orga-
nicznej, takiej jak biatkowe szkielety gabek kapielowych [404], gabki kolagenowe [406],
gabki drzewne [407], a takze celulozowe gabki z owocéw luffy (tj. Luffa aegyptiaca) [405].
Bezposrednie poréwnanie wladciwosci mechanicznych gabek (Porifera) nie jest mozliwe ze
wzgledu na istotne réznice. Jednakze, gabki morskie Rhopaloeides odorabile [404], wykazaly
modut sprezystosci mniejszy niz jeden megapaskal (838,7 + 53,5 kPa). Z kolei gabki celu-
lozowe wyizolowane z owocéw luffy wykazaly modul Younga w zakresie 2-12 MPa, co
nadal jest wartoécia znacznie nizsza od wynikéw przedstawionych w niniejszej pracy. To
dodatkowo potwierdza unikalng nature i doskonate wlasciwosci mechaniczne badanych
matryc chitynowych z gabek z rzedu Verongiida. Modut sprezystosci szkieletu gabki A.
aerophoba, nadal zawierajacego bromotyrozyny, wynosi okoto 2,6 GPa (rys. 6.26a, b). Wartos¢
ta stanowi potowe modutu tchawek akustycznych §wierszcza Mecopoda elongata (5,2 GPa)
[387] i pancerza skorpiona (Scorpio palmatus) (5,4 GPa) [405]. Warto$¢ ta miesci sie w zakresie
dla warstw chitynowych [385, 408, 409], ale jest nizsza, np. dla nanowldékien skorupiakéw
izolowanych z homara amerykanskiego (Homarus americanus) (modut Younga: 7,3 GPa)
[410]. Takie wahania modulu sprezystosci moga by¢ specyficzne dla gatunku i sa zwiazane
z réznymi ukladami hierarchicznymi oraz wzajemnym oddziatywaniem chemicznym

miedzy chityna a towarzyszacymi jej biatkami i pigmentami [26].
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Na rys. 6.25¢, d i 6.26 mozna zaobserwowac¢ wyrazna tendencje, gdzie modul sprezystosci
zalezy od tego, czy prébka skafoldu 3D zawiera bromotyrozyny, czy wystepuje w po-
staci czystej chityny. W przypadku prébek chityny obserwuje sie zmniejszenie modutu
sprezystosci w zwiazku z ekstrakcja wszystkich bromotyrozyn [217]. Zjawisko to jest
niemal powszechnie obserwowane we wszystkich prébkach chityny ocenianych w ni-
niejszym badaniu. Jednakze trend ten nie jest statystycznie istotny. Co wiecej, twardos¢
prébek chityny pozostaje stosunkowo niezmieniona, co stanowi dowdd na to, ze ten
polisacharyd jest odpowiedzialny za twardos¢ materialu obserwowana w badanych prob-
kach. Z drugiej strony, bromotyrozyny w szkieletowych widknach chitynowych badanych
gabek zwiekszaja ich elastycznos¢; nie wptywaja jednak znaczaco na ich twardo$¢. Mozna
to wyjasni¢ obecnoscia wiazann O-glikozydowych bromotyrozyn, wiazaint wodorowych
miedzy chityna a bromotyrozynami lub mieszanka obu tych czynnikéw.

Badane probki chityny pochodzace z gabek z rzedu Verongiida kurcza sie z powodu
odwodnienia, jednak po zanurzeniu w srodowisku wodnym ulegaja pecznieniu [141]. Ba-
dane matryce wykazuja réwniez wlasciwosci ,,piany z pamiecia ksztattu”, co jest atrakcyjna
wladciwoscia z punktu widzenia inzynierii tkankowej [411]. Wasciwosci pianki z pamiecia
ksztaltu wynikaja z rotacyjnej elastycznosci wigzait wodorowych miedzy taficuchami chi-
tyny [412].

Tréjwymiarowe chitynowe skafoldy pochodzace z gabek z rzedu Verongiida wykazuja
typowe krzywe histerezy (rys. 6.25e i 6.27) dla materialow kruchych [413], z naglym kry-
tycznym uszkodzeniem struktury. Jednakze po utracie bromotyrozyn z matrycy chityno-
wej, zaobserwowano nieznaczne zmniejszenie sprezystosci. Kruchos¢ materiatu potwierdza
rowniez bardzo waski stan sprezystosci (rys. 6.25a, b). Kruchos¢ jest nieznacznie bardziej
widoczna w prébkach zawierajacych bromotyrozyny (S), co moze wynika¢ ze wzmocnienia
matrycy biatkiem, czyli wiazania chityna-bromotyrozyna. Na przyklad, wczeéniej dibro-
motyrozyny zostaly opisane jako czynniki sieciujace w strukturach kutikularnych skrzypto-
cza atlantyckiego (Limulus polyphemus) [414], a takze w skleroproteinach wystepujacych u
trabika zwyczajnego Buccinum undatum [415]. Odkryto, ze biatka réwniez odgrywaja role
w elastycznych wilasciwosciach kompozytéw biatkowo-chitynowych u katamarnicy z ga-
tunku Loligo vulgaris, a usuniecie catego biatka powoduje zmniejszenie elastycznosci [416].

Podobnie jest w przypadku S§wierszcza Mecopoda elongate, gdzie zwiazki dityrozyny sieciuja
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biatko rezyline, co skutkuje znaczna poprawa elastycznosci pojedynczych wiékien tenidiéw
tworzacych tchawice stuchowa, co autorzy przypisuja strukturalnej optymalizacji miedzy
podatnoscia a sztywnoscia [387].

Niemniej jednak, odnawialne nanoczastki celulozy nanofibrylowanej (NFC) i nanofi-
brylowanej chityny skorupiakéw (NFCh), poréwnywalne ze skafoldami chitynowymi z
gabek, zostaly niedawno wytworzone metoda rozciagania na mokro i zbadane pod katem
wladciwosci mechanicznych w funkcji ulozenia makrowlékien. Autorzy badania stwier-
dzili, ze celuloza (modut sprezystosci: 33,7 GPa) przewyzsza chityne (modut sprezystosci:
12,6 GPa) i argumentowali, ze mozna to przypisa¢ wyzszemu modutowi sprezystosci osio-
wej celulozy I w poréwnaniu z o-chityna [417]. Badanie to pokazuje, ze stopieni ulozenia
mikrowldkien moze silnie wplywaé na wiasciwosci mechaniczne chityny [418], co moze
réwniez wptywac na wiasciwosci mechaniczne chityny pochodzacej z gabek obserwowane
w niniejszym badaniu.

Mozna ponadto zalozy¢, ze na podstawie procentowej redukcji modutu sprezystosci (rys.
6.26a, b), ze zawarto$¢ bromu, a tym samym biatka, moze by¢ najwyzsza w przypadku
A. aerophoba (redukcja modutu po depigmentacji: 48,35%), a nastepnie 1. basta (22,24%) i A.
archeri (13,30%), ktéra wykazata najmniejsza redukcje po depigmentacji.

Wiasciwosci mechaniczne zaobserwowane w badaniu w warunkach mokrych moga nie
nadawac sie do przenoszenia obciazen fizjologicznych, jednak ich odwodnione odpowied-
niki sa poréownywalne ze skéra ludzka [390] i koscia gabczasta [391]. To moze wyjasdnia¢, dla-
czego chitynowe skafoldy pochodzace z gabek z rzedu Verongiida okazaly sie wyjatkowo
obiecujace w zastosowaniach w inzynierii tkankowej w odniesieniu do chondrocytéw, kar-
diocytéw, adipocytéw i ludzkich mezenchymalnych komérek macierzystych [15, 16, 69, 125,
128, 226]. Niemniej jednak, zawierajace bromotyrozyny matryce chitynowe, takie jak te z
gabki A. aerophoba (rys. 6.29a, b), maja réwniez duzy potencjal do wykorzystania jako ka-
talizatory chemiczne i jako matryce, ktére oddziatuja z jonami metali poprzez interakcje
z bromem i moga stuzy¢ w zastosowaniach takich jak potencjalne systemy filtracji wody
[239]. Dlatego zrozumienie wlasciwosci mechanicznych tych wielofazowych, biominerali-

zowanych [203] konstrukgji 3D jest niezwykle istotne.
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6.4 Chitynowa matryca oraz bromotyrozyny z gabki Ianthella

basta

Gabki z rzedu Verongiida nie tylko posiadaja chityne jako szkielet zapewniajacy
sztywno$¢ strukturalna, ale takze produkuja bromotyrozyny — bromowane pochodne
tyrozyny — jako chemiczny $rodek obrony przed patogenami i innymi mikroorganizmami
[419]. Bromotyrozyny zostaly zidentyfikowane jako wielocelowe leki morskie ze wzgledu
na ich dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe oraz inne wilasciwosci terapeu-
tyczne [419-425]. Oferuja one réwniez potencjalna aktywnoé¢ przeciwko COVID-19 [72].
Jak przedstawiono w poprzednim rozdziale, bromotyrozyny moga odpowiadaé za sta-
bilnos¢ chitynowych szkieletéw u gabek, dziatajac jako czynniki sieciujace.

W szkielecie gabki bromotyrozyny sa wbudowywane w skafoldy chitynowe, zaburzajac
tworzenie sie niezakl6conej krystalicznej chityny [215]. Warto zauwazy¢, ze tak zwane sfe-
rulocyty, komorki produkujace bromotyrozyny, wystepuja w chitynowych wiéknach szkie-
letowych gabek z rzedu Verongiida. Sferulocyty moga ulega¢ degeneracji, uwalniajac bro-
motyrozyny do macierzy miedzykomoérkowej, a nastepnie do otaczajacej wody morskiej
[218], gdzie moga dziala¢ jako antybiotyki.

W zwiazku z tym chitynowe szkielety gabek z rzedu Verongiida, pierwotnie zawierajace
bromotyrozyny, moga by¢ wykorzystywane jako uklady modelowe w procesie uwalniania
lekéw i gojenia ran. Matryce chitynowe pochodzace z gabki lanthella flabelliformis impregno-
wane roztworem dekametoksyny hamuja wzrost patogenu Staphylococcus aureus, co wyka-
zano w tescie dyfuzji w agarze [217].

Celem niniejszych badar byta ocena uwalniania in vitro wybranych antyseptykéw z pta-
skiej matrycy chitynowej I. basta o grubosci do 3 mm, wykazujac jej potencjat do zastoso-
wania jako naturalnego nos$nika dla wybranych antyseptykéw, nasladujacego sztuczne ma-
terialy stosowane w opatrunkach na rany. Antyseptyki wybrano z réznych grup wedtug
klasyfikacji Anatomiczno-Terapeutyczno-Chemicznej (ATC), w tym barwnikéw, zwiazkéw
jodu, utleniaczy, czwartorzedowych zwiazkéw amoniowych i biguanidéw. Do stosowanych
substancji naleza: fiolet gencjanowy, nadmanganian potasu, rivanol, jodyna, glicerynowy
ekstrakt z bromotyrozynami, zielefi brylantowa, olej rokitnikowy, dekametoksyna i poli-

heksanid (tab. 5.11 6.5).
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Tabela 6.5: Charakterystyka antyseptykéw stosowanych w badaniu, zaadaptowano z [279].

Srodek anty- Skladnik Nazwa Wzér Masa Zrédlo
septyczny aktywny chemiczna chemiczny molowa
[g/mol]
Fiolet 1% (w/v) Chlorek hek- CosH3N3Cl 407,98 [426]
gencjanowy  chlorek mety- sametylopara-
lorozaniliny rozaniliny
Nadmanga- 1% (W/v) Nadmanga- KMnOy 158,03 [427]
nian potasu nadmanga- nian potasu
nian potasu
Rivanol 0.1% (w/v) Mileczan C1sH»1 N304 343,38 [428]
monohydrat  6,9-diamino-2-
mleczanu etoksyakrydyny
etakrydyny monohydrat
Jodyna 3% (w/v) jod jod I 253,81 [429]
Ekstrakt Ekstrakt - - - [218]
glicerynowy  glicerynowy z
zawierajacy gabki A.
bromotyro- aerophoba
zyny
Zielenr 1% (w/v) 4-{4- Co7H33No-HO4S 482,63 [430]
brylantowa zieleni (dietyloamino)-
brylantowa fenylometyli-
deno}-N,N-
dietylocyklohe-
ksa-2,5-dien-
1-iminium;
wodorosiar-
czan
Olej Olej - - - [431]
rokitnikowy rokitnikowy
100%
Dekameto- 0.1% (w/v) 10-[dimetylo-  CzgH7sClLN>O4 693,92 [432]
ksyna (2-[(1R,2S,5R)-
5-metylo-2-
izopropylocyklo-
heksyl]oksy-2-
oksoetyl)azanio]-
decyl-
dimetylo-(2-
[(1R,2S,5R)-5-
metylo-2-
izopropylocyklo-
heksyl]oksy-2-
oksoetyl)azanio
dichlorek
Poliheksanid 0.1% (w/v)  poli(heksamety- (CgH;7N5)n-xHCI od 500 [433]
poliaminopro-  lenobiguanid) n <40 do 6000
pyl biguanid
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6.4.1 Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej

Zahamowanie wzrostu S. aureus zaobserwowano w prébkach impregnowanych fiole-
tem gencjanowym, zieleniaq brylantowa, wodnym i alkoholowym roztworem dekametok-
syny oraz roztworem poliheksanidu. W przypadku poliheksanidu strefa zahamowania byta
nieco mniejsza. Dla prébek nadmanganianu potasu, rivanolu i jodyny, wzrost kultur bak-
teryjnych nie byt obserwowany bezposrednio na matrycy, ale nie zaobserwowano réwniez
stref zahamowania wzrostu na TSA. Prébki impregnowane olejem z rokitnika i gliceryno-
wym ekstraktem bromotyrozyn nie réznity sie od prébek kontrolnych, w ktérych wzrost
bakterii obserwowano bezposrednio na matrycy.

Matryce impregnowane barwnikami byty mniej aktywne wobec E. coli: zaobserwowano
niewielkie zahamowanie wzrostu dla zieleni brylantowej, a dla fioletu gencjanowego strefe
zahamowania wzrostu mniejsza niz 1 mm od krawedzi matrycy. Roztwoér poliheksanidu
byl nieco skuteczniejszy, dobre wyniki uzyskano zaréwno z wodnym, jak i alkoholowym
roztworem dekametoksyny:.

Najbardziej obiecujace wyniki przeciwko C. albicans uzyskano z uzyciem barwnikéw: fio-
letu gencjanowego i zieleni brylantowej. Matryce impregnowane wodnym i alkoholowym
roztworem czwartorzedowego zwiazku amoniowego — dekametoksyny — okazaty sie mniej
skuteczne, ale nadal wykazywaly zahamowanie wzrostu, podczas gdy prébki z poliheksa-
nidem nie wykazywaly zadnego efektu. Wyniki przedstawiono w tabeli 6.6 i na rysunku

6.30.
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Tabela 6.6: Wyniki testu aktywno$ci mikrobiologicznej przy uzyciu réznych srodkéw anty-
septycznych dla szczepéw C. albicans, E. coli i S. aureus, zaadaptowano z [279].

C. albicans E. coli S. aureus
Préba kontrolna O O O
Fiolet gencjanowy 000 [ 000
Nadmanganian potasu O O O
Rivanol O O O
Jodyna O O O
Ekstrakt glicerynowy zawierajacy O O @)
bromotyrozyny
Zielen brylantowa 000 o 000
Olej rokitnikowy O O O
Dekametoksyna roztwér wodny ® 000 000
Dekametoksyna roztwér etanolowy L 000 000
Polihexanid O ® o0

Legenda: Brak efektu O, Staby efekt @, Umiarkowany efekt @ @, Silny efckt @ @ @

Rysunek 6.30: Przyklady szalek Petriego ze strefami zahamowania wzrostu dla (a) szczepu
klinicznego C. albicans, 1 — matryca chitynowa impregnowana roztworem po-
liheksanidu, 2 — matryca chitynowa impregnowana zielenia brylantowa i 3
— matryca chitynowa impregnowana fioletem gencjanowym; (b) szczep kli-
niczny E. coli, 1 — matryca chitynowa impregnowana fioletem gencjanowym,
2 —matryca chitynowa impregnowana alkoholowym roztworem dekametok-
syny i 3 — matryca chitynowa impregnowana zielenia brylantowa; (c) szczep
kliniczny S. aureus: 1 — kontrola, 2 — matryca chitynowa impregnowana wod-
nym roztworem dekametoksyny i 3 — matryca chitynowa impregnowana al-
koholowym roztworem dekametoksyny, zaadaptowano z [279].
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W przypadku matrycy chitynowej z gabki I. basta z roztworami fioletu gencjanowego,
zieleni brylantowej i dekametoksyny oceniono zdolnos¢ uwalniania antyseptyku z matrycy.
Po przeniesieniu matrycy nasaczonej antyseptykiem do $wiezej hodowli po kazdych 24 go-
dzinach ekspozycji, strefy zahamowania wzrostu S. aureus byly niemal state (Srednica od
25 do 30 mm) w ciagu pierwszych 72 godzin. Po czwartym przeniesieniu rozmiar strefy
zahamowania wzrostu zaczal sie widocznie zmniejsza¢, a po 120 godzinach zahamowanie

wzrostu obserwowano tylko pod matryca (rys. 6.31).

| B i

Fiolet gencjanowy 1%

Zielen brylantowa 1% !‘
Dekametoksyna
(roztwor wodny)

Dekametoksyna
(roztwor etanolowy)
Rysunek 6.31: Wyniki testu zdolnosci uwalniania antyseptykéw o najwyzszej aktywnosci

w ciagu 5 dni. Obrazy po 48, 72 i 96 godzinach uzyskano po przeniesieniu
nasaczonej matrycy do swiezej hodowli, zaadaptowano z [279].

1cm

6.4.2 Bromotyrozyny z gabki I. basta

Pozyskiwanie ekstraktéw wodnych z gabek morskich jako odnawialnych Zrédet ré6zno-
rodnych zwiazkéw bioaktywnych i materiatéw biologicznych (np. chityny lub sponginy)
nalezy do strategii zielonej chemii. Niestety, podejscie to jest rzadko stosowane ze wzgledu
na stosowanie réznych rozpuszczalnikéw organicznych. Otrzymywanie wodnych ekstrak-
tow z gabek zostalo opisane jedynie w kilku artykutach [218, 434-437].

W tym badaniu szkielet gabki I. basta zostat pozbawiony komoérek przy uzyciu wody
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destylowanej, a nastepnie oczyszczony za pomoca naprzemiennego dziatania kwasem i za-
sada w celu usuniecia weglanéw wapnia, lipidéw, biatek i pigmentéw, przy jednoczesnym
zachowaniu natywnej, plaskiej, tréjwymiarowej architektury szkieletu gabki. Po usunieciu
wszystkich towarzyszacych bromotyrozyn uzyskano bezbarwna, oczyszczona matryce chi-
tynowa, skfadajaca sie z regularnie potaczonych, rurowatych, pétprzezroczystych wiékien
o $rednicy do 200 pm, ktére tworza charakterystyczne, komorowe jednostki strukturalne
(rys. 6.32a, b) [150, 215, 279].

Mikroskopia skaningowa (SEM) (rys. 6.32c, d) umozliwia dokladniejsze zbadanie wt6-
kien chitynowych. Ujawniaja one charakterystyczna pomarszczona, silnie pofatdowana po-
wierzchnie, ceche powszechnie obserwowana w przypadku chitynowych skafoldéw otrzy-

manych z gabek z rzedu Verongiida w poprzednich badaniach [28, 151, 279].

Rysunek 6.32: Zdjecia z mikroskopii cyfrowej przedstawiajace skafold chitynowy gabki I.
basta (a,b). Mikrofotografie SEM chitynowego skafoldu I. basta przy réznych
powiekszeniach (c,d).

Spektroskopia w podczerwieni jest dobrze znana metoda charakteryzacji polisacharydoéw,
w tym chityny [26]. Badanie ATR-FTIR (rys. 6.33) ujawnilo charakterystyczne cechy wid-

mowe chityny wyizolowanej ze szkieletu gabki I. basta, w poréwnaniu ze standardami a- i
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B-chityny. Wszystkie widma wykazywaly pasma amidowe odpowiadajace drganiom grupy
CONH. Pasmo amidowe 1 jest rozszczepione na dwie skladowe. przy ok. 1630 i 1650 cm™,
co wskazuje na efekty wiazania wodorowego [150]. Pasmo amidu II pojawia sie jako waski
sygnat przy ok. 1550 cm™ w o-chitynie i chitynie z gabki I. basta, ale jest szersze i przesuniete
do 1539 cm™ w B-chitynie. Wibracje amidu III obserwowano miedzy 1308 a 1203 cm™!, pod-
czas gdy pasmo przy 1375 cm™! odpowiada kotysaniu grupy metylowej [28]. Silne pasma
rozciagajace C-O-C i C-O wykryto przy 1154, 1112 i 1064 cm™ we wszystkich trzech préb-
kach. Dodatkowo, 3-chityna wykazuje pasmo przy 1032 cm™, podczas gdy a-chityna oraz
chityna z I. basta wykazuja rozszczepienie pasm odpowiednio przy 1023 i 1008 oraz 1025
i 1008 cm™!. Pasmo wiazania B-glikozydowego wystepuje przy 897 i 898 cm™ w o-chitynie
i I basta, ale w B-chitynie jest przesuniete do 904 cm™. Wyniki FTIR potwierdzaja, ze chi-
tyna wyizolowana ze szkieletu gabki I. basta jest bardzo podobna do chityny o-chityny, a nie

B-chityny, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami [150].

— [. basta chityna
— o-chityna
a) b) — B-chityna

Transmitancja (%)

|
|
|
|
|
|
|
|
|
r

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Liczba falowa (cm™") Liczba falowa (cm™)

Rysunek 6.33: Widma FTIR uzyskanej matrycy chitynowej z gabki I. basta w poréwnaniu ze
wzorcami o-chityny i B-chityny (a) 400 — 4000 cm™! i (b) 400 — 1800 cm™.

Matryca chitynowa ze szkieletu gabki I. basta stanowi obiecujacy, wysoce biozgodny bio-
materiat do zastosowan w inzynierii tkankowej opartej na komoérkach macierzystych [16],
z dodatkowym potencjalem jako zréwnowazone, innowacyjne biomateriaty do kontrolo-
wanego uwalniania lekéw i opatrunkéw na rany. Jednak w niniejszej pracy po raz pierw-

szy szkielet gabki I. basta namoczono w wodzie destylowanej w celu uzyskania wodnego
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ekstraktu, ktéry nastepnie poddano szczegdtowej analizie pod katem izolacji zwiazkéw
biologicznie czynnych, w tym bromotyrozyn. Ekstrakt wodny szkieletu I. basta zawiera
nastepujace bromotyrozyny: bastadin-6 [438, 439], bastadin-19 [421], kwas 2-(3,5-dibromo-4-
metoksyfenylo)octowy [440, 441] oraz kwas (Z)-3-(4-metoksy-3,5-dimetylofenylo)-2-(sulfo-
oksy)akrylowy [440].

6.4.3 Dyskusja

Skuteczno$é przeciwdrobnoustrojowa matryc chitynowych impregnowanych réznymi
antyseptykami w duzej mierze zalezy od struktury chemicznej antyseptykéw, minimalnego
stezenia hamujacego (MIC), zastosowanego stezenia oraz witasciwosci adsorpcyjnych i
pecznienia matrycy chitynowej. W badaniu wykorzystano antyseptyki o r6znej strukturze
chemicznej, rozpuszczalnosci, mechanizmach dziatania oraz jakosciowej i ilosciowej ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej. Matryce chitynowe pochodzace z gabki I. basta, dzieki swojej
unikalnej tréjwymiarowej strukturze mikrotubularnej i wiasciwo$ciom kapilarnym [141,
217, 386], oferuja duza powierzchnie adsorpcyjna, co znaczaco wplywa na interakcje ze
zwiazkami antyseptycznymi.

Srodki antyseptyczne, takie jak fiolet gencjanowy i zieler brylantowa, bedace barwni-
kami triarylometanowymi z trzema pierécieniami aromatycznymi potaczonymi z central-
nym atomem wegla, wykazuja silna aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, szczegdlnie wo-
bec S. aureus i C. albicans. Ich skuteczno$¢ mozna przypisa¢ ich strukturze molekularnej,
ktéra umozliwia skuteczna adsorpcje na powierzchni chityny. Silny charakter kationowy
(wynikajacy z obecnosci wielu grup aminowych) fioletu gencjanowego i zieleni brylantowej
pozwala im silnie oddziatywa¢ z ujemnie naladowanymi miejscami na chitynie. Zieleni bry-
lantowa zawiera rowniez dodatkowe grupy alkilowe, ktére zwiekszaja jej hydrofobowosé¢
i moga dodatkowo wzmacnia¢ jej adsorpcje poprzez oddzialywania hydrofobowe z mniej
polarnymi obszarami powierzchni chityny. Plaska struktura aromatyczna tych barwnikéw
prawdopodobnie ulatwia silne oddzialywania van der Waalsa n-n z matryca chitynowa,
co skutkuje skutecznym wigzaniem i dlugotrwata aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa.
Uzyskane wyniki sa podobne do tych opisanych dla innych barwnikéw [141, 442], takich
jak btekit metylenowy, dla ktérego chityna okazata sie skutecznym sorbentem [443, 141].

Chociaz rivanol jest réwniez barwnikiem z ptaskim ukladem tréjpierécieniowym i ato-
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mem azotu, co czyni go staba zasada, jest on pochodna akrydyny [428, 444] i jest mniej
kationowy niz barwniki triarylometanowe. Ta réznica, w polaczeniu z obecnoécia reszty
mleczanowej, zwieksza jego hydrofilowo$¢, co prowadzi do mniej efektywnej adsorpcji. W
konsekwengji barwnik moze nie przylegaé tak silnie do hydrofobowych obszaréw chityny.
Ponadto fakt, ze w przypadku rivanolu wzrost bakterii nie byl obserwowany bezposred-
nio na matrycy — ani nie zaobserwowano stref zahamowania wzrostu na ptytkach TSA -
mozna wytlumaczy¢ niewystarczajacym stezeniem $rodka antyseptycznego. Dostepny w
handlu roztwoér mleczanu etakrydyny ma stezenie 0,1% w/v, w przeciwienistwie do 1%
w/v roztworéw zieleni brylantowej i fioletu gencjanowego. Warto$¢ minimalnego stezenia
hamujacego rivanolu wobec badanych mikroorganizméw jest znacznie wyzsza [445, 444]
niz barwnikéw triarylometanowych [430].

Czwartorzedowy zwiazek amoniowy, dekametoksyna [446, 447], wykazal dobra ak-
tywnos¢, zar6wno w roztworze wodnym, jak i alkoholowym. Dtugi, hydrofobowy ogon i
kationowy charakter dekametoksyny [448, 432] prawdopodobnie sprzyijaja silnej adsorpcji
do ujemnie naladowanej matrycy chitynowej, wzmacniajac tym samym jej wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe. Poliheksanid, zwiazek biguanidowy, byl nieco mniej skuteczny,
co moze wynikaé z jego wiekszego rozmiaru czasteczki, co prowadzito do zawady prze-
strzennej i zmniejszonej adsorpcji [433, 449].

Z kolei $rodki antyseptyczne, takie jak nadmanganian potasu [427] i jodyna [429], kt6re
sa mniejszymi i mniej ztozonymi czasteczkami, wykazaly ograniczona skuteczno$é¢. Moze
to wynika¢ z nizszej adsorpcji na matrycy chitynowej, co prawdopodobnie wynika z ich
mniejszej masy czasteczkowej i braku licznych pierscieni aromatycznych, ktére w przeciw-
nym razie wzmacnialyby interakcje z materiatem chitynowym, lub z mozliwej degradacji
w warunkach badania. Jest to szczegdlnie godne uwagi w przypadku jodyny, tradycyjnie
znanej ze swoich wlasciwosci antyseptycznych [429]. Lotnoé¢ jodu i mozliwos¢ szybkiej
sublimacji moga ograniczac jego dltugotrwale uwalnianie z matrycy, co prowadzi do nizszej
obserwowanej aktywnosci. W rezultacie te antyseptyki byly mniej skuteczne w tworzeniu
dtugotrwatej strefy inhibicji.

Prébki impregnowane olejem z rokitnika [431] i ekstraktem glicerynowym zawierajacym
bromotyrozyny [218] nie wykazaly znaczacej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w po-

réwnaniu z probka kontrolna. Wzrost bakterii obserwowano bezposrednio na matrycy, co
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wskazuje na brak skutecznosci tych substancji w hamowaniu namnazania bakterii w ba-
danych warunkach. W przypadku oleju z rokitnika moze to by¢ spowodowane znacznie
nizsza chtonnoscia oleju w poréwnaniu z woda [450, 451, 96], a takze niewystarczajacym
uwalnianiem z matrycy chitynowej lub staba penetracja zwiazkéw bioaktywnych (takich jak
flawonoidy, karotenoidy i kwasy ttuszczowe) do komoérek mikroorganizmoéw ze wzgledu na
ich hydrofobowy charakter.

Ekstrakt glicerynowy zawierajacy bromotyrozyny [218] prawdopodobnie zawierat bro-
mowane struktury aromatyczne, typowe dla naturalnych produktéw morskich, ktére moga
nasila¢ adsorpcje na powierzchniach drobnoustrojéw. Jednak jego skuteczno$¢ moze by¢
ograniczona przez staba adsorpcje lub niestabilnoé¢ w matrycy chitynowej, co prowadzi do
znikomej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.

Wiasciwosci peczniejace matrycy chitynowej odgrywaja réwniez kluczowa role w dyfuzji
i przedtuzonym uwalnianiu impregnowanych antyseptykéw. Hydrofilowy charakter ma-
tryc chitynowych z gabek z rzedu Verongiida pozwala im pecznie¢ w roztworach wodnych,
ze zdolnoScia pecznienia 255 + 8% [141], ulatwiajac stopniowe uwalnianie antyseptykéw i
utrzymujac przedtuzona aktywnoé¢ przeciwdrobnoustrojowa. Ta wiasciwos¢ jest szczegol-
nie korzystna w przypadku antyseptykéw, takich jak dekametoksyna, gdzie przedtuzone
uwalnianie moze zapewni¢ przedtuzone hamowanie wzrostu drobnoustrojéw. Poréwny-
walne wiasciwosci pecznienia chityny w roztworach wodnych i alkoholowych [452] opi-
sano, co wyjasnia spdjne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe matryc impregnowanych
zaréwno etanolowym, jak i wodnym roztworem dekametoksyny.

Matryca chitynowa z gabki I. basta zapewnia ciagle uwalnianie sSrodkéw antyseptycz-
nych przez co najmniej 72 godziny, wykazujac znaczace dzialanie przeciwdrobnoustrojowe
przeciwko S. aureus. Tréjwymiarowa matryca chitynowa z gabki I. basta stanowi obiecujacy
materiat do dostarczania wybranych §rodkéw antyseptycznych, oferujac skuteczna alterna-
tywe dla syntetycznych materiatéw opatrunkowych.

Co wiecej, Srodki antyseptyczne moga dyfundowaé zaréwno z powierzchni matrycy chi-
tynowej, jak i potencjalnie z wewnetrznych obszaréw jej struktur mikrotubularnych i na-
noporowatych [217]. Powstawanie stref zahamowania wzrostu wokét kolonii drobnoustro-
jow w ciagu 72 godzin inkubacji potwierdza skutecznos$¢ przeciwbakteryjna tego srodka

zwiazana z dyfuzja z impregnowanej matrycy chitynowej.
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Antyseptyki o niskich wartosciach minimalnego stezenia hamujacego (MIC), ktére sa hy-
drofobowe, maja ptaska strukture i silna adsorpcje do matrycy (w tym fiolet gencjanowy
i zieleri brylantowa) wykazuja silniejsze i dtugotrwate dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.
Natomiast antyseptyki o wyzszych warto$ciach minimalnego stezenia hamujacego (MIC),
stabej adsorpcji lub szybkim uwalnianiu (takie jak nadmanganian potasu i jodyna) wyka-
zuja zmniejszong skutecznoé¢. Dodanie antyseptykoéw, takich jak dekametoksyna, z jej sil-
nymi wiladciwosdciami adsorpcyjnymi i przedtuzonym uwalnianiem, dodatkowo dowodzi
potencjalu matryc chitynowych jako skutecznych systeméw uwalniania. Zrozumienie tych
zaleznos$ci moze poméc w wyborze i optymalizacji Srodkéw antyseptycznych do stosowa-

nia w skafoldach na bazie chityny.

6.5 Patentologia chitozanu

Wedlug analizy patentowej przeprowadzonej w II kwartale 2022 r., wyszukiwanym
zapytaniom odpowiadato 3650 rodzin patentéw. Podobnie jak w pierwszej czesci ana-
lizy patentowej dotyczacej chityny [4], najwiekszy udzial wsréd analizowanych krajéow
reprezentowaly Chiny (56%), Stany Zjednoczone (10%), Korea (6%) i Japonia (2%). Na-
tomiast udzial patentéw miedzynarodowych (WO-WIPO) i europejskich wyniést tacznie
17% (rys. 6.34a). Analiza historyczna statusu prawnego patentéw wykazata, ze liczba
zgloszen patentowych dotyczacych produktéw na bazie chitozanu wyraZznie wzrosta od
2006 r. Liczba aktywnych patentow wykazywata podobna tendencje do 2017 r. Jednak
po 2017 r. liczba aktywnych patentéw zaczeta spadaé. Co ciekawe, liczba przyznanych
patentéw zaczela rosna¢ dopiero w 2003 r., lecz od 2016 r. ta liczba spada. Natomiast liczba
patentéw oczekujacych na rozpatrzenie wzrosta od 2016 r. (rys. 6.34b). Dalsza analiza
przeprowadzona w ramach kodéw klasyfikacyjnych przypisanych patentom zwiazanym z
chitozanem (rys. 6.34c) wykazata, ze najpopularniejszymi tematami zgloszerr patentowych
byly produkcja/zastosowania chemicznie modyfikowanego chitozanu (C08B37/003), a
nastepnie zastosowania biomedyczne chitozanu (A61K31/722) i formulacje kwasu hialu-
ronowego/siarczanu chondroityny (C08J2305/08 lub CO8L5/08). Pozostate kierunki to:
zastosowanie pochodnych polisacharydéw do celéw medycznych, stomatologicznych,
farmaceutycznych lub toaletowych (A61K47/36), zastosowanie chitozanu jako polisa-

charydu w przeszczepianiu protez (A61L27/20), zastosowania chitozanu jako materialu
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filtracyjnego lub chromatograficznego (B01J20/24), zastosowanie jako zelujacego materialu
makroczasteczkowego (C08]3/075), zastosowania chitozanu w kosmetykach (A61K8/736),
zastosowanie chitozanu w medycznych materialach opatrunkowych (A61L15/28). Sta-
tystyki dotyczace czestotliwosci stosowania kodéw klasyfikacyjnych (rys. 6.35) pokazuja

obszar zainteresowania badan i rozwoju w zakresie materiatéw powiazanych z chitozanem.
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Liczba patentéw

Rysunek 6.34: a) Kraje zgloszen patentéw zwiazanych z chitozanem, b) status prawny ana-
lizowanych patentéw, c) najczesciej stosowane kody klasyfikacyjne w paten-
tach zwiazanych z chitozanem, zaadaptowano z [5].

6.5.1 Analiza opiséw patentéw zwiazanych z chitozanem

W niniejszym rozdziale przedstawiono oméwienie wybranych patentéw, a szczegétowe
zestawienie analizowanych patentéw zamieszczono w Aneksie.
Biomedycyna

W ciagu ostatnich ponad 20 lat chitozan zajat jedna z czotowych pozycji w biomedycynie,
nanomedycynie oraz inzynierii komoérkowej i tkankowej [453]. Wér6d patentéw, ktore

mozna zaklasyfikowa¢ w dziedzinie biomedycyny, bardzo czesto zglaszano wilasciwosci
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Rysunek 6.35: Tendencje w stosowaniu kodéw klasyfikacyjnych, zaadaptowano z [5].

zelujace materiatéw chitozanowych, ktérych lepkos$é lub gestos¢ mozna regulowa¢ w
okreslonych warunkach fizykochemicznych w celu zapewnienia biokompatybilnosci. Na
szczegOlna uwage zastuguja patenty dotyczace wiasciwosci zelujacych materiatow chi-
tozanowych, ktére rozwiazuja znane problemy podobnych materialéw stosowanych w
dziedzinie biomedycyny. Na przyktad, konwencjonalne biomedyczne termozele na bazie
chitozanu sa zazwyczaj stosowane jako wstrzykiwalne srodki osteogenne dzieki zawartosci
glicerofosforanu, ktéry zapewnia odpowiednia kombinacje czasu zelowania i ogdlnej
lepkosci. Jednakze, pomimo wyzszych stezeri glicerofosforanu, ktére zazwyczaj popra-
wiaja czas zelowania, lepkos¢ hydrozelu proporcjonalnie spada, co powoduje problemy
z jego zastosowaniem. Ponadto niska bioaktywno$¢ termozeli jest zazwyczaj zwiekszana
przez dodanie fosforanu wapnia (CaP), co réwniez negatywnie wplywa na zastosowania
termozeli, poniewaz czastki CaP maja tendencje do aglomeracji i wytracania sie [454].
W zwiazku z tym zaproponowano polaczenie termozeli na bazie chitozanu z enzymem
fosfataza alkaliczna, co poprawito zaréwno czas zelowania, jak i formowanie czastek CaP.
Podobnie, 3-glicerofosforan (3-GP) jest powszechnie stosowany do otrzymywania chity-
nowych hydrozeli termoreaktywnych. Jednak zastosowanie 3-glicerofosforanu ma liczne
wady, takie jak ujemny fadunek 3-GP, ktéry zmusza 3-GP do interakcji, zwlaszcza z sub-
stancjami farmaceutycznie czynnymi, co obniza ich aktywnosé. Wysokie stezenia 3-GP skra-
caja czas zelowania, jednak jednoczesnie zmniejszaja lepkos¢ hydrozelu i powoduja jego
zmetnienie, co jest nieodpowiednie do zastosowan terapeutycznych, takich jak podawanie

do oczu. W zwiazku z tym zaproponowano metode wytwarzania hydrozelu na bazie chito-
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zanu, niezawierajacego fosforanu [455].

Kolejny patent dotyczyt gotowych do implantacji gabek chitozanowych (hydrozeli) do
regeneracji tkanki chrzestnej i kostnej oraz zastosowan zwiazanych z dostarczaniem lekéw,
ktérych uzycie wymaga przeprowadzenia zabiegéw chirurgicznych, obciazajacych pacjen-
tow dlugim gojeniem sie ran i zwiekszonym ryzykiem infekcji. Patent ten opisywatl wstrzy-
kiwalne hydrozele chitozanowe, ktére tworza gabki chitozanowe w miejscu docelowym
po usieciowaniu z czasteczkami 5'-difosforanu guanozyny. W patencie wykazano szybkie
tempo zelowania w poréwnaniu z konwencjonalnymi metodami opartymi na zastosowaniu
podwyzszonej temperatury i promieniowania UV [456]. Aby poprawi¢ wlasciwosci zelujace
chitozanu, w innych pracach opisano kompozycje chitozanu sktadajace sie z ré6znych ro-
dzajow chitozanu, rézniacych sie stopniem acetylacji. Zaproponowana metoda dotyczyla
zastosowania chitozanu o stopniu acetylacji 30-60% lub stopniu deacetylacji co najmniej
70%. Taki material nastepnie potaczono z ujemnie natadowanym polisacharydem, tworzac
hydrozel w temperaturze 37°C, w warunkach zblizonych do fizjologicznego pH [457].

Otrzymywanie termoczutego hydrozelu chitozanu z uzyciem co najmniej dwéch stabych
zasad jako czynnikéw zelujacych (np. wodoroweglanu sodu) zostato objete ochrona paten-
towa. Opisane termozele nadawaly sie do wstrzykiwania, charakteryzowaty sie krétkim
czasem zelowaniem i dobrymi wiasciwo$ciami mechanicznymi, a niskie stezenia soli za-
pewnialy biozgodnosé dzieki enkapsulacji komoérek [458].

Poprawa wytrzymalosci chemicznej i mechanicznej hydrozeli w celu wydtuzenia ich
trwaloéci w §rodowisku biologicznym byta przedmiotem odrebnego zgloszenia. Opisano
patent dotyczacy potaczenia nanowldkien celulozowych z chitozanem w celu utworzenia
kompozytu hydrozelowego o ulepszonych wtasciwosciach mechanicznych, przeznaczo-
nego do inzynierii tkankowej lub wytwarzania biokompatybilnych implantéw [459]. W
innym patencie opisano potaczenie tiolowanego chitozanu z utleniaczami i zewnetrznymi
$rodkami sieciujacymi, co pozwolito na uzyskanie hydrozeli o znacznie skréconym czasie
zelowania. Opatentowana metoda zapewniata pewne udoskonalenia w poréwnaniu z sa-
mosieciujacym tiolowanym chitozanem, ktéry zazwyczaj charakteryzowat sie podatnoscia
na biodegradacje, niepelnym zelowaniem lub dltugim czasem zelowania, co prowadzito do
utraty materiatu zelujacego na skutek jego odptywu z miejsca aplikacji przed zakoniczeniem

procesu zelowania [460].
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Zastosowanie chitozanu jako materialu wspomagajacego gojenie ran pozostaje popular-
nym tematem [461, 462]. Grupa patentéw zostala poswiecona alternatywnym metodom
gojenia ran. Na przyklad, jeden z nich koncentrowat sie na naturalnych wtasciwosciach
grzybostatycznych i bakteriostatycznych chitozanu, ktére mozna bylo stosowa¢ bez me-
dycznych materialéw opatrunkowych, w postaci kremu lub masci, ktére mogty z tatwoscia
pokry¢ duze obszary zakazonej skéry [463]. Inny patent dotyczyt opracowania terapeutycz-
nych kompozycji chitozanu i kwasu weglowego w postaci sprayu do leczenia otwartych ran
skérnych [464]. Forma sprayu z chitozanem rozwiazala problemy zwiazane z powszechnie
stosowanymi opatrunkami na rany w postaci waty, welny, gazy lub bandazy, ktére stabo
przylegaja do rany i wymagaja duzej powierzchni ciala do skutecznej aplikacji.

Niewielka grupa patentéw dotyczyta zastosowania chitozanu jako matrycy lub medium
w biomedycznych urzadzeniach diagnostycznych. Na przykiad, w jednym z patentéw opi-
sano biomedyczna metode testowa do iloSciowego i jakoSciowego oznaczania poziomu
sarkozyny w prébkach srodowiskowych lub moczu. Opisywana metoda zostala przepro-
wadzona na matrycy chitozanowej zawierajacej nanoczastki Fe,O3 / Au, funkcjonalizowane
oksydaza sarkozyny i peroksydaza chrzanowa [465]. Inny patent dotyczyt oznaczania bia-
Ika tropomiozyny w matrycy chitozanowej za pomoca testu immunoenzymatycznego, ta-
kiego jak ELISA. Metoda ta opierata si¢ na rozpuszczaniu matrycy chitozanowej w kwasie
organicznym, takim jak kwas pirolidonokarboksylowy, kwas octowy lub kwas mlekowy
[466]. W innym patencie opisano zastosowanie matrycy chitozanowej jako medium ochron-
nego do przechowywania DNA w temperaturze pokojowej przez dluzszy czas, poprzez
tworzenie trwatych wiaqzan z czasteczkami DNA i ochrone przed ich rozpadem przez deok-
syrybonukleaze [467].

Zgloszenia dotyczace inzynierii tkankowej i skafoldéw z materiatéw chitozanowych
mozna wymieni¢ jako odrebna grupe patentéw. Przykltadowo, opisano material kom-
pozytowy skfadajacy sie z agarozy, fosforanu wapnia i chitozanu, stanowiacy wysoce
mikroporowate, chlonne i biokompatybilne skafoldy kostne, ktére dzieki sieci poréw moga
sprzyjaé waskularyzacji i przerostowi tkanki kostnej [468]. W tej samej kategorii zgltoszono
kolejny patent na wytwarzanie in vitro tréjwymiarowych modeli guzéw do testowania i
przesiewowego badania lekéw przeciwnowotworowych. Wynalazek ten dotyczyt zasto-

sowania skafoldéw chitozanowo-zelatynowych do tworzenia tréjwymiarowych modeli
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guzéw nowotworowych. Skafoldy przygotowano metoda liofilizacji w obecnosci $rodka

sieciujacego (genipiny) i rozpuszczalnika (lodowatego kwasu octowego) [469].

Materialoznawstwo i inzynieria materialowa

Patenty zwiazane z chitozanem, zgloszone w ramach nauki o materiatach i inzynierii ma-
teriatowej, mozna ogoélnie podzieli¢ na dwie podkategorie. Pierwsza podkategoria dotyczy
inzynierii chitozanu w materialy o wyzszej funkcjonalnosci z fizykochemicznego punktu
widzenia, bez okre$lania konkretnego zastosowania modyfikowanego materialu. Druga
kategoria dotyczy inzynierii chitozanu w substancje biomedycznie czynne, materiaty o

wladciwosciach medycznych lub substancje farmaceutycznie czynne.

Inzynieria materialé6w o wyzszej funkcjonalnosci

W celu poprawy stabilnosci termicznej i chemicznej chitozanu (w $rodowisku wod-
nym lub rozcieficzonych roztworach kwasnych) opracowano metode kompleksowania
chitozanu z jonami wapnia. Wedtug autoréw, ten rodzaj kompleksowania byt lepszy pod
wzgledem okre$lonych aspektéw w poréwnaniu z powszechnymi metodami chemicznej
modyfikacji materiatéw chitynowych [470]. W innym patencie potaczono etapy degradacji
oksydacyjnej, hydrolitycznej i enzymatycznej w celu wytworzenia mikrokrystalicznego
materiatu chitozanowego, ktoéry charakteryzowal sie unikalna bioaktywno$cia, biode-
gradowalnoscia, adhezja, mieszalnoscia i porowatoscia i ktéry moégt by¢ wytwarzany w
réznych postaciach, takich jak proszek, zawiesina lub pasta [471]. W innym zgloszeniu opi-
sano metode, w ktorej reakcje sieciowania przeprowadzane na polimerze chitozanowym
jednoczeénie tworzyly nanoczastki chitozanu. Metoda ta byla lepsza od konwencjonalnych
metod wykorzystujacych mielenie, rozpuszczanie, obrébke kwasem lub formowanie soli,
ktére maja drastyczny wpltyw na integralnos$¢ chemiczna polimeru chitozanowego [472].

Na szczeg6lna uwage zastuguja nastepujace przykiady materialéw inzynieryjnych na ba-
zie chitozanu i metod ich wytwarzania:

* metoda wytwarzania selektywnie przepuszczalnego laminatu, ktéry hamuje przeni-
kanie czynnika biologicznie lub chemicznie szkodliwego. Laminat zawiera podtoze, btone
chitozanowa i co najmniej jedna warstwe tkaniny [473];

* sposéb wytwarzania matrycy chitozanowej zawierajacej dwie porowate warstwy chi-
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tozanu z widknistym elementem wzmacniajacym pomiedzy nimi, gdzie matryca wykazuje
dobre wlasciwosci mechaniczne i integralnos¢ [474];

¢ spos6b kompresji tkaniny zawierajacej co najmniej jedno wtékno zawierajace chitozan,
gdzie wldkno jest na bazie celulozy, a jego powierzchnia jest pokryta chitozanem. Wt6kno
pokrywa elastyczna przedze. Produkt moze by¢ stosowany w medycynie i poza nia, np. w
sporcie [475];

* spos6b odgazowywania roztworéw przedzalniczych o ultrawysokiej lepkosci z czy-
stego chitozanu. Metoda ta charakteryzuje sie dobrym efektem odgazowania i wysoka wy-
dajnoscia odgazowania i moze by¢ stosowana do roztworéw przedzalniczych o szerokim
zakresie lepkosci [476];

¢ technologia przetwarzania zwiazkéw o duzej masie czasteczkowej, mianowicie celu-
lozy i podobnych polimeréw, rozpuszczalnych w kwasie fosforowym i nadajacych sie do
formowania widkien, bton, powlok i produktéw z nich wykonanych. Celem wynalazku jest
opracowanie metody wytwarzania produktéw celulozowych i mieszanin celulozy z chito-
zanem o ulepszonych wtasciwo$ciach mechanicznych i fizycznych oraz ograniczenie ich
zmiennosci [477];

* metoda wytwarzania sterylizowanej termicznie kompozycji zawierajacej chitozan i
glicerol, ktéra po sterylizacji jest klarownym i lepkim roztworem o pH zblizonym do
obojetnego. Metoda ta zapobiega tworzeniu sie agregatéw i umozliwia przygotowanie
klarownych roztworéw poprzez rozpuszczenie chitozanu w wodzie przed sterylizacja
termiczna [478];

* metoda nakladania powloki hydrofobowej na powierzchnie szkla przy uzyciu odpo-
wiednio przygotowanego biopolimeru chitozanu, a takze otrzymany w ten sposéb powle-
kany produkt szklany. Wynalazek dotyczy reakgji chitozanu z powierzchnia szkla (w szcze-
golnosci z niehydrofobowym chitozanem) i przeksztalcenia typowo hydrofilowego chito-
zanu w hydrofobowy chitozan w celu utworzenia trwatej powloki na powierzchni szkta
[479];

¢ procedura uzyskiwania sprasowanej porowatej warstwy chitozanu o pozadanych
wlasdciwosciach mechanicznych. Warstwa opisana w wynalazku charakteryzuje sie wysoka
gestoscia, duza wytrzymalo$cia na rozciaganie i duza odpornoscia na szycie chirurgiczne

[480];
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¢ formulacja zawierajaca chitozan i kwas glikolowy, charakteryzujaca sie doskonala
zywotnoécia jako roztwor ,jednosktadnikowy”. Roztwoér jednoskladnikowy moze tworzyé
powtloke chitozanowa nierozpuszczalna w wodzie. Powloka zachowuje swoje wtasciwosci
nawet po wyschnieciu w temperaturze pokojowej i po nalozeniu na materiat bazowy [481];

* przygotowanie materialu skladajacego sie z wielu warstw wraz z warstwa widknista
wykonana z chitozanu pochodzacego z grzybéw. Warstwa wiékniny sktada sie z ultracien-
kich wtékien chitozanu o wymiarach nanometrycznych [482];

* sposéb wytwarzania wodnego roztworu chitozanu i jego zastosowanie w postaci ae-
rozolu. Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania membrany z hydrozelu chitozanowego
i materiatu biopolimerowego sktadajacego sie z chitozanu i biatka przy uzyciu wodnego
roztworu chitozanu [483];

* spos6b oczyszczania $ciekéw poprzez wiazanie jondw metali za pomoca chitozanu.
Sposéb dotyczy wykorzystania procesu papierniczego do formowania arkusza. Doprowa-
dzanie $ciekéw zawierajacych jony metali do kontaktu z arkuszem i umozliwienie jonom
metali zawartym w $ciekach zwiazania sie z wléknami chitozanu w arkuszu [484];

* metoda otrzymywania przezroczystego zelu zawierajacego kopolimer ksyloglukanu i
chitozanu w celu utworzenia zelu ,,chitam”. Zel chitamowy jest opisywany jako bezbarwny,
krystalicznie czysty, termostabilny, biodegradowalny, nietoksyczny i biokompatybilny
[485];

* przygotowanie wodnej, termoutwardzalnej, zobojetnionej kompozycji chitozanu, ktéra
w temperaturze powyzej 5°C tworzy przezroczysty hydrozel niezawierajacy fosforanéw,
zawierajacy deacetylowany chitozan w stezeniu 0,1-5,0%, o stopniu deacetylacji 40-70%,
zobojetniony zasada i czynnikiem kompleksujacym wybranym sposréd polisacharydéw i
polioli [486];

* przygotowanie skafoldu warstwowego na bazie chitozanu, w ktérym skafold zawiera
co najmniej dwie zespolone warstwy. Co najmniej jedna warstwa zawiera porowaty ska-
fold no$ny wykonany z warstwy chitozanu i co najmniej jedna warstwa zawiera membrane

wykonana z nanowtékien chitozanu [487].
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Inzynieria materialowa do zastosowan biomedycznych

Cechy chitozanu, takie jak niska rozpuszczalnosé, wysoka sztywnos¢, duzy stopien sepa-
racji fadunkéw i silna tendencja do tworzenia wewnatrz- i miedzyczasteczkowych wiazan
wodorowych [488], maja kluczowe znaczenie dla jego zastosowari we wspoélczesnej nauce o
biomateriatach, zwtaszcza w perspektywie rozwoju odpowiednich tuszy do druku 3D [489,
490], a takze r6znorodnych materialéw hybrydowych i kompozytowych. Opracowanie ska-
lowalnej technologii wytwarzania materialéw na bazie chitozanu pozostaje aktualnym wy-
zwaniem badawczym [491].

Kwas poliglikolowy (PGA) i kwas polimlekowy (PLA) to biodegradowalne polimery,
czesto stosowane w urzadzeniach do stabilizacji kosci. PGA i PLA maja jednak kilka wad,
takich jak staba biozgodnos¢ z komdérkami oraz ich powolny rozktad do kwasu mlekowego
i glikolowego, co skutkuje opézniona reakcja zapalng w miejscu implantacji. W zwiazku z
tym, w jednym z patentéw zaproponowano zastosowanie chitozanu jako kompozycji or-
topedycznej, ktéra przewyzszata PGA i PLA dzieki sprzyjajacym wlasciwosciom prolife-
raqji i adhezji komorek, a takze wysokiej nosnosci i elastycznosci [492]. Inny patent doty-
czyt probleméw zwiazanych z materiatami opatrunkowymi na rany, ktére fizycznie zawie-
raja nanoczastki srebra, uwalniajace je w sposéb niekontrolowany do tkanki rany i powo-
dujace zatrucie srebrem. Jako rozwiazanie zaproponowano zastosowanie chitozanu, ktéry
moze chemicznie wiazac¢ sie ze srebrem poprzez czasteczki glukozaminy [493]. W kolej-
nym zgloszeniu patentowym dotyczacym nanoczastek i chitozanu opisano przygotowanie
matrycy chitozanowej wypelnionej nanoczastkami srebra. Matryca generowata jony srebra
pod wptywem tlenu lub rozpuszczalnych w wodzie srodkéw utleniajacych. Poniewaz chi-
tozan dzialal jak ochronna, ale przepuszczalna matryca, powolne i kontrolowane utlenianie
nanoczastek in situ zapewnito skuteczne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe [494].

W dziedzinie ukierunkowanego dostarczania substancji terapeutycznych mozna wskaza¢
patenty stanowiace przyklady inzynierii materiatéw chitynowych, takie jak zastosowanie
polipleksow w terapii celowanej [495]. Konwencjonalnie polipleksy zawieraja polika-
tiony (takie jak polietylenoimina) w celu elektrostatycznego wbudowywania czasteczek
fadunkéw do poliplekséw podczas dostarczania ukierunkowanego. Wiadomo jednak, ze
nadmiar polikationéw jest toksyczny ze wzgledu na ich interakcje z biatkami surowicy

krwi. W zwiazku z tym patent dotyczyl probleméw zwiazanych z zastosowaniem polika-
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tionéw i opracowywatl polipleks zawierajacy polianiony (takie jak kwas hialuronowy) w
celu usprawnienia ukierunkowanego dostarczania lekéw lub genéw. W innym patencie,
w celu zwiekszenia skuteczno$ci dzialania §rodkéw terapeutycznych, zaproponowano
przygotowanie mikrosfer chitozanowo-zelatynowych jako adiuwantéw lekéw. Gléwnym
celem wprowadzenia zelatyny do chitozanu bylo zachowanie fadunku dodatniego na mi-
krosferach i zwiekszenie ich zdolnosci do transportu lekéw polarnych do tkanek sluzowych
[496].

Inne przyklady patentéw z tej samej kategorii:

* przygotowanie kompozytu widknistego sktadajacego sie z chitozanu i alginianu, ktéry
ma zastosowanie w artykutach wspomagajacych gojenie sie ran, w ktérym chitozan jest
zwiazany z alginianem wzdluz wiékna. Zawarto$¢ chitozanu wynosi co najmniej 1% wag.,
a alginianu co najmniej 75% wag. [497];

* przygotowanie preparatu do wstrzykiwan, ktérego zastosowanie dotyczy regeneracji
tkanki kostnej. Sktad zawiera wodny roztwor chitozanu, czastki szkla bioaktywnego i wode
lub wodny roztwér o pH od 5,5 do 8 [498];

* przygotowanie materialu grafenowego modyfikowanego chitozanem do elektroche-
micznego wykrywania mutacji w sekwencjach DNA, gdzie kowalencyjna modyfikacja chi-
tozanu unieruchamia jednoniciowy oligonukleotyd DNA poprzez wytworzenie tadunku

dodatniego [499].

Biotechnologia

Biotechnologia chitozanu réwniez stanowi przedmiot réznorodnych badan [258, 500].
Najbardziej reprezentatywne przyklady zgloszerr patentowych dotyczacych chitozanu w
dziedzinie biotechnologii stanowia zastosowania dotyczace metabolizmu chitozanu lub
jego wykorzystania razem z zywymi komérkami.

Powszechne metody produkgji chitozanu poprzez deacetylacje chityny zazwyczaj pro-
wadza do powstania losowo deacetylowanych jednostek chitozanu. Metabolizm takiego
chitozanu jest r6zny u ssakow, roslin i bakterii. Na przyktad brak chitozanaz u ssakéw ozna-
cza, ze chitozan o stopniu deacetylacji ponizej 30% nie moze by¢ metabolizowany. Nato-
miast rosliny posiadaja chitynazy, a komorki bakteryjne i grzybicze moga posiada¢ zaréwno

chitynazy, jak i chitozanazy. W zaleznosci od celu zastosowania i stopnia acetylacji materiatu
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chitozanowego, jego skutecznos¢ rézni sie znaczaco, niezaleznie od tego, czy byt stosowany
jako stymulator wzrostu roélin, czy srodek antybakteryjny. Na przyktad, obecnoé¢ obu en-
zymOw w bakteriach oznacza, ze chitozan o dowolnym stopniu acetylacji moze by¢ meta-
bolizowany. W konsekwencji, rozkltad metaboliczny chitozanu przez bakterie definiuje jego
skutecznos¢ jako srodka antybakteryjnego. W zwiazku z tym, w jednym z patentéw opisano
otrzymywanie nielosowych polimeréw chitozanowych z powtarzajacymi sie jednostkami
D-glukozaminy, ktére mialy uporzadkowany uklad i umozliwiaty precyzyjne zastosowanie
materiatu w okre$lonych warunkach [501].

Produkcje duzych ilosci bialek o wartosci farmaceutycznej (np. przeciwciat) uzyskano za
pomoca rekombinacyjnych metod ekspresji z wykorzystaniem owadéw, drozdzy, bakterii
lub roélin transgenicznych. Stosowanie takich konwencjonalnych metod produkcji uwaza
sie za nieskuteczne w przypadku produkcji duzych biatek z powodu ich nieprawidtowego
faldowania. W zwiazku z tym opisano wykorzystanie transgenicznego ssaka do ekspre-
sji biatka w gruczole sutkowym (w mleku) oraz oczyszczenie lub izolacje biatka poprzez
wytracanie kwasowym roztworem chitozanu [502]. Chitozan byt réwniez stosowany do od-
dzielania kwaséw nukleinowych od mikroorganizméw, gdzie chitozan pelnit role czynnika
chelatujacego jony metali obecne w roztworze mikroorganizméw. Celem opisanego zasto-
sowania byto unikniecie rozpadu kwaséw nukleinowych przez jony metali podczas ich od-
dzielania [503].

W innym patencie opisano wynalazek dotyczacy metabolizmu azotanu chitozanu przez
bakterie reagujace na azotany w jelitach w celu wytworzenia farmaceutycznie aktywnego
tlenku azotu, co rozwiazalo problem podawania gazowego tlenku azotu do organizmu

[504].

Chemia

Analiza zgloszerr patentowych zwigzanych z chitozanem pokazuje, ze najliczniejsza
grupe patentéw mozna zaliczy¢ do kierunku chemicznego. Chitozan jest stabo rozpusz-
czalny w wodzie, a jego przechowywanie w postaci ptynnej jest mozliwe jedynie w
roztworach kwaséw. Roztwory kwasowe maja jednak wady. Kwasy rozkladaja chitozan z
czasem, a stosowanie roztworéw kwasow nie jest praktyczne w zastosowaniach rolniczych.

Wiadomo, ze degradacja chitozanu prowadzi do powstawania oligomeréw, ktére moga by¢
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fitotoksyczne w zastosowaniach rolniczych. W zwiazku z tym, rézne patenty rozwiazy-
waly problem rozpuszczalnoéci w wodzie produktéw na bazie chitozanu, przygotowujac
zawiesiny chlorowodorowej pochodnej chitozanu w mieszaninie ciecz-woda, gdzie ciecza
byl zwiazek organiczny z co najmniej jedna grupa hydroksylowa. Na przyktad, doniesiono,
ze chlorowodorowe pochodne chitozanu nie tworzyly zeli bez obecnosci wody, gdy po-
chodna chitozanu stykala sie wylacznie z cieczq zawierajaca grupy hydroksylowe, jednak
po dodaniu wody tworzyly btony. Wedlug wynalazcéw, opisana formulacja zapewnita
nowa forme pakowania produktéw w postaci ptynnej i rozwiazata problem zelowania.
Warto zauwazy¢, ze pomimo tego, ze produkty zelowe sa uwazane za bezuzyteczne w
zastosowaniach rolniczych, Zele opisane w patencie skutecznie wspomagaty tworzenie
pozadanych struktur na pokrywanych powierzchniach [505].

Powszechnie stosowane wypetniacze skérne na bazie kolagenu i kwasu hialuronowego
sa problematyczne ze wzgledu na powiklania alergiczne wywotywane przez takie wype-
Iniacze i wymagaja przeprowadzenia testow alergicznych u pacjentéw przed ich zastoso-
waniem. Ponadto konieczno$¢ kilkukrotnego podania wypelniacza w formie zastrzyku ze
wzgledu na nieskuteczno$¢ wypetniacza na bazie kwasu hialuronowego, jest uwazana za
proces bolesny. Niska stabilnos¢ kolagenu i kwasu hialuronowego w opakowaniu, bedaca
konsekwencja wysokiej lepkosci i agregacji materiatu, ogranicza praktycznos¢ wypetniacza.
Dlatego zaproponowano zastosowanie koniugatu chitozanu i cytrynianu jako wypelniacza
skérnego jako alternatywy dla wypelniacza na bazie kolagenu i kwasu hialuronowego [506].

Polimery chitozanu usieciowane tioamidami, ktére okazaly sie skutecznymi kosmety-
kami do wloséw i skéry dzieki zdolnoéci grup tiolowych do tworzenia wiazan disiarczko-
wych z resztami cysteinowymi bialek powierzchniowych, zostaty opisane w zgloszeniu pa-
tentowym [507]. Wiasciwosci zelujace polimeréw chitozanu modyfikowanych tioamidyna
okazaty sie skutecznymi no$nikami farmaceutycznymi do podawania lekéw do oczu po-
przez powolne uwalnianie substancji farmaceutycznie czynnych. Zwiekszona lepkos¢ poli-
meru na powierzchni oka byta spowodowana procesem utleniania w powietrzu.

Czestym problemem zwiazanym z zastosowaniem zwiazkéw nieorganicznych w testach
wilgotnosci jest szybkie blakniecie ich koloru. W zwiazku z tym uzytkownik nie moze do-
ktadnie okresli¢ czasu zmiany koloru, co jest kluczowe dla poprawnosci testow wilgotnosci.

W zwiazku z tym, w jednym z patentéw opisano metode przygotowania urzadzenia do po-
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miaru wilgotnosci, w ktérym wprowadzono wrazliwy na wilgo¢ zwiazek nieorganiczny
(chlorek kobaltu) do usieciowanej membrany celulozowo-chitozanowej jako $rodek utrwa-
lajacy kolor. Zmiany barwy, bedace wskaZnikiem zmian wilgotnosci, byty zalezne od sto-
sunku zwiazku wskaznikowego do domieszki chitozanu [508].

Metoda warstwa po warstwie, polegajaca na adsorpcji zwiazkéw jonowych wokét kro-
pli emulsji, do wytwarzania kapsulek typu olej w wodzie (o/w) lub woda w oleju (w/o),
jest uwazana za proces czasochtonny. Powstate kapsultki charakteryzuja sie niestabilnoscia
mechaniczna ze wzgledu na ich cienkie warstwy. Metody koacerwacji umozliwiaja uzyska-
nie kontrolowanej grubosci powtoki poprzez przeprowadzenie polimeryzacji miedzyfazo-
wej miedzy polimerowymi surfaktantami. Kapsutki wytwarzane tymi metodami sa jednak
uwazane za nieodpowiednie do zastosowan w przemysle spozywczym. W zwiazku z tym
zaproponowano metode wytwarzania kapsultek o/w i w/o o jakosci spozywczej, w zakre-
sie od nanometréw do milimetréw, poprzez kompleksowanie miedzyfazowe chitozanu z
surfaktantami lipidowymi na bazie kwasu fosfatydowego [509].

Problemy z ograniczona rozpuszczalnoscia chitozanu w wodzie zostaly rozwiazane w
zgloszeniu patentowym [510]. W celu rozpuszczenia chitozanu w wodzie w warunkach
obojetnego pH, patent zastrzegal wytwarzanie polimeru chitozanu nasyconego wodorosiar-
czanem, ktéry méglby tworzy¢ roztwér w obecnoéci anionowych polielektrolitéw.

W innym zgloszeniu opisano ciaglta metode produkgji chitozanu poprzez deacetylacje w
obecno$ci wodorotlenkéw metali. Patent dotyczyt zagadnient zwiazanych z okresowym pro-
cesem deacetylacji/oczyszczania chitozanu, w ktérym proces jest przeprowadzany etapowo

i prowadzi do uzyskania heterogenicznego chitozanu [511, 512].

Farmacja

Patenty zgloszone w kategorii farmacja obejmuja gléwnie podkategorie formulagji chito-
zanu w celu poprawy leczenia okre$lonych choréb. Patenty te dotycza zastosowania chi-
tozanu w celu poprawy skutecznosci istniejacych lekéw lub zaoferowania preparatéw na
bazie chitozanu jako nowego sposobu leczenia.

Siarczan chondroityny jest lekiem polimerowym, ktéry jest stabo rozpuszczalny w $rodo-
wisku wodnym. Dlatego wymaga podawania w duzych dawkach i wielomiesiecznej tera-

pii, aby uzyskac¢ pozadane efekty terapeutyczne. Pomimo opracowania réznych doustnych
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formulacji leku w postaci kapsulek, tabletek, Zeli doustnych lub tabletek do Zzucia, efekt
terapeutyczny ulega ostabieniu z powodu degradagji leku in vivo. W zwiazku z tym, za-
proponowano metode sprzegania nanoczastek chitozanu z lekiem w celu ukierunkowania
ich na bariery nablonkowe, co zapewnito skuteczne dostarczanie leku i jego kontrolowane
uwalnianie [513].

Pacjenci leczeni inhibitorami lipazy zazwyczaj cierpia na zespodt oleistego wycieku z od-
bytu, ktéry jest spowodowany oddzielaniem sie oleju od ttuszczu pokarmowego w jelitach.
Aby zatrzymac lub ograniczy¢ wyciek oleju, zaproponowano potaczenie chitozanu i inhibi-
toréw lipazy zotadkowo-jelitowej (orlistatu) [514].

Droga nosowa zazwyczaj stuzy jako szybka droga podania niektérych lekéw do krwio-
biegu. Tak szybkie wchtanianie moze by¢ przydatne w walce z problemami zdrowotnymi
takimi, jak lek, migrena, impotencja, drgawki czy nudnosci. W zwiazku z tym opisano zasto-
sowanie chitozanu jako materiatu bioadhezyjnego, ktéry moze przenosi¢ farmaceutycznie
czynne zwiazki do jamy nosowej w postaci proszku. Adhezyjny chitozan podtrzymywat
obecno$¢ substancji czynnych w btonie sluzowej jamy nosowej i zwiekszat skutecznos¢ le-
kéw, ktoérych nie mozna by podaé w ptynnych substancjach pomocniczych do podawania
donosowego ze wzgledu na ich niska rozpuszczalnos¢ w wodzie [515].

Zastosowanie chitozanu w miejscowym preparacie przeciwgrzybiczym miato na celu
nadanie mu dodatkowej funkgji, jaka byla regeneracja uszkodzonej skéry. Konwencjo-
nalne leczenie skéry w zakazeniach przeciwgrzybiczych wymaga najpierw wyelimino-
wania zakazenia, a nastepnie regeneracji uszkodzonej tkanki, co pozostawia skére bez
ochrony z powodu powolnego ukrwienia nieprawidlowo funkcjonujacej tkanki skérne;.
W zwiazku z tym zasugerowano zastosowanie chitozanu, ktéry jednoczes$nie zapewniat
tworzenie mikrowarstwy, elektrostatyczne wychwytywanie drobnoustrojéw i przyspiesza-
nie krzepniecia krwi, podczas gdy substancja farmaceutycznie czynna dziatata podczas
podawania miejscowego [516-519].

Metoda Zelowania jonowego do otrzymywania nanoczastek skladajacych sie z chi-
tozanu, tripolifosforanu sodu (TPP) i pirofosforanu tiaminy (TDP), jako $rodka sygna-
lowego, zostata zgloszona w wiecej niz jednym zgloszeniu patentowym. Nanoczastki
chitozanu/TPP/TDP zostaly wykorzystane do dostarczania peptydéw wykazujacych ak-

tywnos¢ farmaceutyczna w osrodkowym uktadzie nerwowym. W patentach zastosowano
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biokompatybilne nanoczastki chitozanu. TDP byl szczeg6lnie wykorzystywany ze wzgledu
na swoja zdolnos¢ do interakgji z receptorami tiaminy w barierze krew-mézg. Natomiast
TPP ze wzgledu na swoja zdolno$¢ do zelowania poprzez wiazania jonowe w wyniku
interakcji z chitozanem [520, 521].

Zgodnie z zgloszeniem patentowym [522], nanoczastki zawierajace chitozan i heparyne
(zar6wno w obecnosci pochodnej polioksymetylenowej, jak i przy jej braku), otrzymane
metoda Zelowania jonowego w obecnoéci substancji powodujacej sieciowanie chitozanu,
umozliwiaty efektywne laczenie czasteczek heparyny, a takze ich pdzniejsze uwalnianie
w odpowiednim $rodowisku biologicznym. Wykazano, ze takie nanoczastki w ptynach
zoladkowo-jelitowych byly stabilne i wykazaly doskonata skutecznos¢ oraz biodostepnos¢
in vivo, a jednoczeénie charakteryzowaly sie powolnym i kontrolowanym profilem uwal-
niania. Wykazano, Zze system nadawat sie do podawania doustnego, po ktérym osiagnieto
stezenia heparyny w osoczu nawet 10-krotnie wyzsze niz w przypadku konwencjonalnej

heparyny w roztworze.

Kosmetyki

Kosmetyki na bazie chitozanu stanowia kolejny obszar badan [523, 524, 525]. Jednak
produkty na bazie chitozanu w dziedzinie kosmetyki byly przedmiotem ograniczonej
liczby zgloszeni patentowych. Stwierdzono, ze zgloszenia te dotyczyly gtéwnie prepara-
tow do skoéry i wloséw, podczas gdy ograniczona liczba patentéw koncentrowata sie na
opracowaniu potencjalnej formulacji kosmetycznej z punktu widzenia fizykochemicznego.
Na przykiad, donoszono, ze konwencjonalne peelingi naskérkowe, zawierajace retinoidy
i kwasy powodowaly podraznienia prowadzace do wyraznych stanéw zapalnych, ztusz-
czanie, blizny przerostowe lub przebarwienia (nieréwnomierne koagulacje biatek). Objawy
te w ciezkich przypadkach taczyly sie czasami z opryszczka i grzybica. W zwiazku z tym,
zgloszenie patentowe miato na celu wyeliminowanie tych wad peelingéw, wykorzystujac
preparaty na bazie chitozanu [526]. Preparat dermatologiczny lub kosmetyczny sktadajacy
sie z kolagenu, chitozanu i glikozaminoglikanéw lub ich pochodnych, przeznaczony do
regeneracji blizn, zostat objety ochrona patentowa [527].

W innym patencie opisano kosmetyczna kompozycje koloidalna, ktéra charakteryzowata

sie silnym dziataniem nawilzajacym i wykazywata wiasciwosci zwiekszajace elastycznos¢
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skory [528]. Opisywana kompozycja skiadala sie z mieszaniny kwasu hialuronowego i chi-
tozanu o réznej masie czasteczkowe;j.

Przedstawiono réwniez hydrofobowo modyfikowany biopolimer oraz kompozycje od-
powiednia do zastosowari kosmetycznych lub pielegnacyjnych, sktadajacy sie z chitozanu,
celulozy lub alginianu. Roztwér hydrofobowy modyfikowany biopolimerem mial postaé
plynnego sprayu, zelu, balsamu, kremu lub pianki. Modyfikacje szkieletu chitozanu uzy-
skano poprzez potaczenie zwiazku amfifilowego z grupami aminowymi w taki sposéb, ze
hydrofobowa czes¢ zwiazku amfifilowego zostata potaczona z hydrofilowym szkieletem
[529].

Efekt péltrwalego prostowania wloséw uzyskano z wykorzystaniem roztworéw zawie-
rajacych chitozan, alantoine i pochodne kwasu glioksalowego potaczone z obrébka cieplna.
Zgodnie z patentem, karboksyimina chitozanu i pochodne alantoiny byly w stanie poprawi¢
odksztatcanie widkien keratynowych [530].

Zgloszeniem patentowym objeto jednorazowy wyréb chlonny, zawierajacy materiat chi-
tozanowy wraz z ujemnie natadowanym, chfonnym materiatem zelujacym. Patent obejmo-
wal metode kontroli zapachéw zwiazanych z wydzielinami i ptynami ustrojowymi. Zazwy-
czaj ptyny ustrojowe (wysieki) miaty kontakt z absorbentem przeznaczonym do umieszcze-

nia w poblizu lub na ciele uzytkownika [531].

Ochrona srodowiska

Sposrod analizowanych patentéw, bardzo niewiele zgloszen zostato sklasyfikowanych w
ramach dziedziny ochrona srodowiska.

Do wad konwencjonalnych systeméw filtracji wody naleza: spadek kinetyki adsorpgji z
powodu interferencji z powszechnie wystepujacymi jonami lub brak mozliwosci ponow-
nego wykorzystania materiatu po recyklingu. Tradycyjnie stosowane materialy filtracyjne
w postaci proszku charakteryzuja sie obnizona wydajnos$cia hydrauliczna i wymywaniem
czastek. Chociaz opracowano rézne metody umozliwiajace stosowanie proszkowych ma-
teriatow filtracyjnych (takie jak zastosowanie organicznych lub nieorganicznych spoiw do
granulowania proszkéw, a nastepnie pakowania granulek w kolumny), systemy filtracji
oparte na takich zastosowaniach charakteryzuja sie obnizona wydajno$cia adsorpcji z po-

wodu obecnoéci spoiw. Ponadto ich wytwarzanie w wysokich temperaturach jest kosz-
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towne. Aby zaradzi¢ tym problemom, zaproponowano zastosowanie nanokompozytéw z
oksywodorotlenku zZelaza i glinu na matrycach chitozanowych do oczyszczania wody z ar-
senu i fluorkéw [532].

W innym patencie zaproponowano metode usuwania glonéw tworzacych wykwity
wodne z wykorzystaniem chitozanu zawierajacego wolne grupy aminowe, ktéry charakte-

ryzuje sie dzialaniem przeciw zielenicom [533].

Przetworstwo zywnosci

Jednym z rozwijajacych sie obszaréw badan dotyczacych chitozanu sa jego potencjalne
zastosowania jako materiat do pakowania zywnosci [534, 535]. Ponadto jadalne materialy
chitozanowe nadal przyciagaja uwage badaczy [536]. Jednak zastosowania zwiazane z
zywnodcia to kolejna kategoria reprezentowana przez niewielka liczbe patentéw. W jed-
nym z patentéw opisywano metode zapobiegania zmetnieniu napojéw w pojemnikach z
uzyciem witaminy C i chitozanu [537]. Kolejny patent dotyczyt kompozycji gumy do zucia
zawierajacej nanoczastki chitozanu pozyskane ze Zrédetl niezwierzecych. Kompozycja
zawierala skuteczna ilo$¢ nanoczastek chitozanu, ktére dziataly jako substancja czynna
hamujaca wzrost mikroorganizméw w jamie ustnej [538]. W innym zgloszeniu donoszono,
ze kwasowy chitozan mozna dodawac¢ do ciasta na artykuty spozywecze, takie jak pieczywo
czy makaron. Nawet po ugotowaniu tych produktéw chitozan ogranicza wchianianie ttusz-
czoéw zoladkowo-jelitowych po spozyciu. Stosowanie tych produktéw pozwala zmniejszy¢
ilos¢ wchtanianego ttuszczu, a tym samym obnizy¢ poziom lipidéw w osoczu i mase ciata,
bez konieczno$ci zmiany nawykoéw zywieniowych [539]. Opisano takze metode obrébki
zywnoéci w celu zmniejszenia zawarto$ci pestycydéw, co poprawia jej jakosé¢ higieniczna i

organoleptyczna [540].

Rolnictwo

Zastosowanie chitozanu w rolnictwie jest dobrze opisane w literaturze [541, 542, 543, 544].
Jednak sposréd przeanalizowanych patentéw jedynie niewielka liczba patentéw zostata za-
klasyfikowana do kategorii rolnictwo. Na przyklad, opisano preparat chitozanu rozpusz-
czalnego w wodzie o pH 7-12, ktéry miat by¢ stosowany jako stymulator wzrostu roélin i

$rodek przeciwko chorobom roélin. Wedtug autoréw, rozpuszczalno$c¢ chitozanu w roztwo-
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rach kwasowych stanowita wade w zastosowaniach rolniczych, poniewaz kwasne warunki
nie byly odpowiednie dla rodlin. W kwasnym srodowisku chitozan o tadunku dodatnim
prowadzi do interakgji z czasteczkami anionowymi, takimi jak kwasy nukleinowe, kwasy
tluszczowe lub sole nieorganiczne [545].

Chitozan jest substancja wywolujaca sporulacje grzybowych czynnikéw kontroli biolo-
gicznej. Grzyby rosnace w podiozach zawierajacych chitozan wykazaty ponad 40-krotnie
wyzszy poziom produkgcji zarodnikéw niz w przypadku podtéz bez chitozanu. W zwiazku
z tym, w jednym z wynalazkéw wykorzystano chitozan do zwiekszenia sporulacji grzy-
béw strzepkowych. Grzyby te moglyby by¢ wykorzystane jako czynnik zwalczania biolo-
gicznego. Zwiekszajac produkcje zarodnikéw biologicznych srodkéw przeciwgrzybiczych,
mozna zwiekszy¢ produkcje szczepionek przeciwgrzybiczych do pdzniejszego opracowa-

nia oraz mozliwosci ich zastosowania w réznych obszarach [546].

6.5.2 Podsumowanie

Analiza przeprowadzona wséréd patentéw zwiazanych z chitozanem wykazala, ze
wiekszo$¢ z nich zostala sklasyfikowana w kategoriach: materialoznawstwo, chemia,
biotechnologia i farmacja, podczas gdy tylko ograniczona liczbe patentéw mozna zaklasy-
fikowac do dziedzin takich jak zywno$¢, kosmetyki, rolnictwo, biomedycyna i ochrona $ro-
dowiska. Dominacja patentéw dotyczacych chitozanu nad patentami dotyczacymi chityny
wynika niewatpliwie ze specyfiki jego wlasciwosci fizykochemicznych, w tym mozliwosci
przetwarzania chitozanu w rézne formy fizyczne (tj. hydrozele, wiékna, membrany, folie,
mieszanki, skafoldy, systemy nanokompozytowe). Chitozan jako ekologiczna alternatywa
dla tworzyw sztucznych w opakowaniach stanowi bardzo atrakcyjne rozwiazanie. Jednym
z czynnikéw ograniczajacych moze by¢ odnizona dostepnoé¢ chityny jako surowca, a
takze nieoptacalnoé¢ proceséw technologicznych wynikajaca z wzrostu kosztéw energii.
Komercjalizacja badarh nad chitozanem jest réwniez sila napedowa powstawania kolej-
nych patentéw. Analiza patentéw wskazuje, ze chitozan bedzie stale badany pod katem
dalszych wynalazkéw w dziedzinie technologii, jednoczesnie rozszerzajac obszary jego
zastosowania w ramach globalnej polityki zielonej i ekologicznej chemii.

Chociaz patenty azjatyckie zostaly w duzej mierze wylaczone z przegladu ze wzgledu

na problemy jezykowe (brak pelnego tekstu w jezyku angielskim), nalezy podkresli¢, ze w
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statystykach patentowych przewazaja patenty chiriskie. W zwiazku z tym przedstawiono
jedynie ograniczona liczbe chiriskich patentéw, aby uwzgledni¢ ich dominacje. Ogdlne sta-
tystyki patentowe przeprowadzone w tym temacie pokazuja, ze gwalttowny wzrost liczby
zgloszen patentowych od 2006 r. i stosunkowo gwattowny spadek od 2017 r. mozna przy-
pisac¢ polityce Chiriskiej Narodowej Administracji Wtasnosci Intelektualnej (CNIPA) z 2017
r., wprowadzonej w celu Sledzenia ,nietypowych dziatari zwigzanych ze zgloszeniami pa-
tentowymi” [547]. Wiadomo, ze w 2021 r. duza liczba (43%) chifiskich firm patentowych
borykata sie z problemem nieregularnego skfadania wnioskéw patentowych. Chociaz po-
lityka CNIPA z 2017 r. wydaje sie by¢ SciSle zwiazana z naglym spadkiem liczby zgloszeri
patentowych, brak szczegétowych informacji w tej sprawie (takich jak lista wycofanych pa-
tentéw lub ukaranych chifiskich firm patentowych) uniemozliwit dalsze badanie wptywu

polityki CNIPA na liczbe patentéw zwiazanych z chitozanem.
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W ramach niniejszej pracy po raz pierwszy otrzymano tréjwymiarowe kompozyty chity-
nowo-chitozanowe poprzez deacetylacje skafoldéw chitynowych pochodzacych z gabek A.
aerophoba oraz I. basta. Uzyskane matryce zachowuja rozmiar i morfologie naturalnego szkie-
letu gabki. Opracowane struktury, zbudowane sa z zewnetrznej warstwy chitozanowej i
chitynowego rdzenia. Dzieki temu otrzymane dwuwarstwowe kompozyty tacza wysoka
wytrzymatoé¢ mechaniczna oraz wszechstronnoé¢ chemiczna. Pozwala to na zwiekszenie
potencjatu aplikacyjnego tych biomateriatéw. Wyniki badan wskazuja na zastosowanie kon-
struktéw chitynowo-chitozanowych w takich dziedzinach jak biomedycyna lub przemyst.
Umozliwiaja skalowalny i adaptowalny proces produkcyjny, ktéry toruje droge dla przy-
sztych innowacji w medycynie regeneracyjnej i inzynierii tkankowej.

Ponadto po raz pierwszy wykazano mozliwos¢ rozpuszczenia chitynowego skafoldu z
gabki A. aerophoba w 1% roztworze wodorotlenku litu. Proces ten prowadzi do przekszta-
Icenia tréjwymiarowej struktury w amorficzna materie. W warunkach przeprowadzonych
w badaniu nie dochodzi do zmiany wiasciwosci chemicznych a-chityny ani jej deacetyla-
¢ji do chitozanu. Jednakze pewne kwestie nadal zostaja otwarte. Naleza do nich analiza
kinetyki rozpuszczania w zaleznosci od stezenia LiOH i temperatury reakcji oraz charakte-
rystyka strukturalna chityny izolowanej w tych warunkach z wykorzystaniem metod TEM
i HR-TEM, a takze badania wtasciwo$ci mechanicznych metoda nanoindentacji.

W pracy zbadano réwniez wilasciwosci mechaniczne czystych matryc chitynowych oraz
szkieletéw chitynowych naturalnie zawierajacych bromotyrozyny. Probki pochodzily z ta-
kich gatunkéw gabek jak: A. fistularis, Dendrilla sp., A. archeri, A. aerophoba oraz I. basta.
Wykazano, iz usuniecie bromotyrozyn prowadzi do obnizenia modutu sprezystosci, lecz
nie wplywa znaczaco na twardo$¢é materiatu. Otrzymane wyniki maja szczegélne znaczenie
dla projektowania materiatléw do zastosowar biomedycznych (np. w przypadku regeneracji

tkanek nosnych) oraz technologicznych (np. systemy filtracyjne, kataliza), gdzie wymagane
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sa SciSle okredlone parametry mechaniczne.

Dodatkowo przebadano wilasciwosci matrycy chitynowej z gabki I. basta jako nosnika
dla srodkéw antyseptycznych. Skutecznoé¢ przeciwdrobnoustrojowa matryc chitynowych
zalezy od zlozonej interakcji pomiedzy struktura chemiczna i stezeniem zastosowanych
antyseptykow a naturalnymi wilasciwosciami noénika, w tym jego zdolnosci pecznienia i
adsorpgji. Pozyskana wiedza stanowi podstawe do optymalizacji matryc chitynowych w
zastosowaniach biomedycznych. W szczegoélnosci w opatrunkach na rany i systemach kon-
trolowanego uwalniania lekow.

Na koniec pracy przedstawiona jest szczegétowa analiza patentéw dotyczacych chito-
zanu zgloszonych w latach 1988-2021. Dominujace obszary klasyfikacji patentéw obejmuja
materiatoznawstwo, chemie, biotechnologie oraz farmacje. Kategorie takie jak zywnos¢, ko-
smetyki, rolnictwo, biomedycyna i ochrona srodowiska stanowia mniejsza cze$¢ zgloszen.
Analiza wskazZnikéw jakosci i komercjalizacji patentow pozwala lepiej zrozumieé globalne

trendy i rosnace znaczenie materialéw chitynowych w nowoczesnych technologiach.
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10 Aneks

W niniejszym aneksie przedstawiono szczegétowe zestawienie patentéw dotyczacych
chitozanu zgloszonych w latach 1988-2021, ktére uzupelnia analize zawarta w rozdziale

6.5. Wszystkie oryginalne Zrédla patentéw zawarte sa w publikacji [5].
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Tabela 10.1: Wykaz patentéw sklasyfikowanych w kategorii biomedycyna.

Dziedzina Przeznaczenie Zrodio Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
biomedycyna przygotowanie chitozanu z enzymem fosfataza alkaliczna jako termozeli do nieokreslone roztwor, termozel 2013 NL
wstrzykiwan do zastosowan osteogenicznych 2012050534 W
biomedycyna,  przygotowanie termoczulego hydrozelu z chitozanem bez uzycia tradycyjnie komercyjne hydrozel w postaci 2005 EP
materiato- stosowanego [-glicerofosforanu koricowej 2004002988 W
znawstwo
biomedycyna, tworzenie gabek chitozanowych poprzez sieciowanie hydrozeli komercyjne roztwor; hydrozel i gabkaw 2014 CA
farmacja chitozanowych do wstrzykiwan z 5’-difosforanem guanozyny do regeneracji postaci koricowej 2013050677 W
tkanki kostnej, jako nosnik lekéw przeciwnowotworowych lub wektor do
dostarczania RNA
biomedycyna hydrozel polisacharydowy o fadunku dodatnim, wrazliwy na temperature, przygotowy- hydrozel polisacharydowy 2017 CA 2672495 A
zalezny od pH wane w postaci koricowej
przemystowo z
suchych
platkéw chityny
biomedycyna, hydrozel chitozanowy o dobrych wlasciwosciach mechanicznych, zawierajacy nieokreslone kwasny roztwér chitozanu 2016 CA 2887749 A
chemia dwie stabe zasady umozliwiajace szybkie zelowanie w postaci poczatkowej
biomedycyna przygotowanie zawiesiny z chitozanu, celulozy i kwasu w celu utworzenia nieokreslone proszek chitozanowy w 2019 CA 3092424 A
hydrozelu do regeneracji tkanek oraz do bioresorbowalnych i postaci poczatkowej; wodna
biokompatybilnych implantéw lub wodno-alkoholowa
zawiesina chitozanu w
postaci korficowej
biomedycyna, ochronna warstwa zelowa skladajaca sie z tiolowanego chitozanu i $rodka komercyjne tiolowany chitozan w 2015 AU
chemia utleniajacego do gojenia tkanki btony sluzowej postaci poczatkowej 2009/240511
A
biomedycyna, przygotowanie hydrozelu karboksyalkiloamidu chitozanu do komercyjne proszek chitozanowy w 2014 CA 2693644 A
chemia dermatologicznego i kosmetycznego leczenia oparzen skéry postaci poczatkowej
biomedycyna przygotowanie farmaceutycznie aktywnego preparatu chitozanu i kwasu nieokreslone ciecz/dyspersja w postaci 2021  EP 19876202
weglowego w postaci sprayu koricowej A
biomedycyna hodowla chondrocytéw do regeneracji chrzastki nieokreslone roztwor chitozanu w postaci 2014  EP 11703452
poczatkowej A
biomedycyna oznaczenie tropomiozyny w chitozanie krab roztwor chitozanu w postaci 2009  EP 05809400
poczatkowej A

SPUY O
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biomedycyna metoda diugotrwatego przechowywania duzych fragmentéw genomowego komercyjne kompleks DNA i chitozanu 2010  EP 05789711
DNA w temperaturze pokojowej i zapobiegania jego degradacji przechowywany w stanie A
cieklym w postaci koricowej
biomedycyna zastosowanie makroporowatego skafoldu kostnego do inzynierii tkankowej, nieokreslone skafold na bazie chitozanu 2020  PL 42678818
regeneracji kosci w postaci koricowej A
technologia badania przesiewowe i testy lekéw przeciwnowotworowych nieokreslone skafoldy 2014 IN
biomedyczna chitozanowo-zelatynowe w 2841DE2012
postaci koricowej A
biomedycyna kompozycja przeciwbakteryjna do leczenia nieSwiezego oddechu, bélu gardta, nieokre$lone kompozycja zawierajaca 2020 EP 15734586
suchosci w ustach chitozan, chlorheksydyne i A
jon metalu w postaci
koricowej
biomedycyna leczenie bakteryjnych infekcji skéry i gojenie ran nieokreslone nieokreslone 2013 us
201013263840
A
biomedycyna biokompatybilny, chtonny i biodegradowalny opatrunek na rany nieokreslone btona karboksymetylowego 2017 MX
chitozanu w postaci 2016007284 A
konicowej
biomedycyna regulacja przeplywu krwi dzieki warstwie chtonnej skladajacej sie z tkaniny, chityna z wibkna chitozanu pokryte 2016 CA 2959946 A
nierozpuszczalnego w wodzie chitozanu i chtonacej wode skrobi pancerza kraba dwiema warstwami
modyfikowanej skrobi w
postaci koricowej
biomedycyna materiaty do przeszczepéw kostnych o wysokiej osteokonduktywnosci i nieokreslone chitozan z fosforanem 2015 us
dziataniu hemostatycznym oraz niskim ryzyku infekgji wapnia w postaci koricowej 201313801044
A
biomedycyna chitozan sprzezony z cytokinami do leczenia schorzen komercyjne chitozan kowalencyjnie 2020  EP 15800453
zwiazany z IL-12 w postaci A
koricowej
biomedycyna chitozan sprzezony z antagonista integryny do celowanego dostarczania komercyjne kowalencyjnie zwiazany 2018  EP 13701252
lekéw chitozan i mata czasteczka A
biomedycyna  kompozycje o wlasciwosciach mukoadhezyjnych i termozelujacych, przydatne nieokreslone kompozygja chitozanu, 2015  EP 12791441
w leczeniu zmian §luzéwkowych kwasu hialuronowego i soli A
glicerofosforanowej w
postaci koricowej
biomedycyna oznaczanie sarkozyny w prébce biologicznej nieokreslone proszek chitozanowy w 2019  EP 18211201
postaci poczatkowej A




[4)"

biomedycyna leczenie choréb poprzez kodowanie biatka o dziataniu terapeutycznym komercyjne nanoczastka na bazie 2012 NZ 57196507
chitozanu w postaci A
koricowej
biomedycyna hydrozel o wlasciwosciach przeciwzapalnych, przydatny w gojeniu ran nieokreslone hydrozel chitozanu lub jego 2019 RU
soli w postaci koricowej 2018104349 A
biomedycyna szybkie krzepniecie krwi w celu regeneracji tkanek nieokreslone mieszanina krwi, roztworu 2018  EP 10831000
chitozanu i chlorku sodu w A
postaci koricowej
biomedycyna leczenie grzybiczych infekcji skéry i odmiadzanie skéry nieokreslone kompozycja kremu 2011 MX
zawierajaca chitozan w 2011010781 A
postaci korficowej
biomedycyna substancja Zelujaca do gojenia ran komercyjne sproszkowana substancja 2016  EP 14874363
zelujaca zawierajaca A
sulfonamid i chitozan w
postaci koricowej
biomedycyna formulacja do dostarczania genéw zawierajaca ciekte krysztaty, wykazujaca nieokre$lone kompozycja chitozanu i 2018 EP 14756578
wysoka stabilnos¢ i skutecznos¢ dostarczania genéw materiatu tworzacego ciekly A
krysztat
biomedycyna wibknisty srodek hemostatyczny i materiat do gojenia ran nieokreslone wlbkna chitozanu w postaci 2019 RU
koricowej 2019107409 A
biomedycyna przygotowanie artykuléw hemostatycznych komercyjne chitozan alkaliczny o niskiej 2018  EP 13719131
zawarto$ci endotoksyn w A
postaci koricowej
biomedycyna srodek stymulujacy wzrost lub odbudowe wloséw komercyjne kompozycja zawierajaca 2019  EP 15754782
chitozan i §rodki A
sulfonamidowe w postaci
koricowej
biomedycyna powloka protezy zastawki serca komercyjne roztwor chitozanu w 2014 RU
wodzie nasyconej 2012156376 A
dwutlenkiem wegla w
postaci korficowej
biomedycyna hydrozel z mikroczastek stosowany jako implant w regeneracji aksonéw komercyjny mikroczasteczki hydrozelu 2016 ~ EP 13744758
chitozan z chitozanu w postaci A
chityny koricowej
katamarnic
biomedycyna preparaty immunogenne do podawania przez btony $luzowe komercyjne kompozycja zawierajaca 2005 MX
chitozan jako adiuwant PA04011249 A
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biomedycyna leczenie stanéw zapalnych lub nadwrazliwosci nieokreslone kompozycja oligomeru 2008 PT 02787257 T
chitozanu w postaci
koricowej
biomedycyna zapobieganie wrastaniu tkanek miekkich nieokreélone przeciwmigracyjna 2020 RU
endoproteza stentu pokryta 2019135547 A
chitozanem w postaci
konicowej
biomedycyna izotoniczny, biokompatybilny preparat, ktéry w temperaturze ciata szybko nieokreslone chitozan klasy medycznejw 2014 us
przeksztatca sie w zel postaci poczatkowej 201313908299
A
biomedycyna miejscowe podawanie substancji czynnych do otwartych ztaman, ran lub komercyjne pasta chitozanowa w 2019  EP 19170643
miejsc zakazenia postaci koricowej A
biomedycyna  pochodna chitozanu o niskiej toksycznosci i wysokim powinowactwie do bton nieokreslone kwaternizowana, 2019 RU
komérkowych, do stosowania w podawaniu lekéw acylowana pochodna 2018106534 A
chitozanu w postaci
konicowej
biomedycyna mikrokapsutki winpocetyny do podawania lekéw nieokreslone mikrokapsulki chitozanui 2020 RU
alginianu w postaci 2019135778 A
konicowej
biomedycyna leczenie choréb zapalnych paznokei nieokreslone hydroksypropylochitozan w 2019 us
postaci poczatkowej 201414536941
A
biomedycyna wiazanie fosforanéw i leczenie hiperfosfatemii nieokre$lone czasteczki 2011 US 9943308 A
biomedycyna preparat do leczenia nadwrazliwosci zebéw poprzez stosowanie chityna kompozycja zawierajaca 2018 MX
powierzchniowe chitozan i male czasteczki 2018006087 A
krzemionki w postaci
koricowej
biomedycyna zapobieganie tworzeniu sie zrostéw miedzy tkankami podczas regeneracji komercyjne nanowlékna chitozanu 2014  EP 14161830
zawierajace nanoczastki A
chitozanu
biomedycyna produkcja i zastosowanie jako produkt medyczny nieokreslone warstwa chitozanu w 2015 us
postaci koricowej 200913322870
A
biomedycyna ochrona przed alergia na metale komercyjne chitozan modyfikowany 2015 PL 40725714
glutationem potaczony A

wiazaniem peptydowym
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biomedycyna chirurgia zatok i nosa z uzyciem pasty przylegajacej do miejsca zabiegu nieokreslone pasta zawierajaca chitozan 2015 us
lub jego pochodne w postaci 201314061993
koricowej A
biomedycyna ukierunkowane dostarczanie kilku lekéw przeciwnowotworowych nieokreslone nanoczastki typu 2015 IN
dzialajacych synergicznie rdzen-powloka z chitozanu i 2469MU2013
lipidow A
biomedycyna opatrunek wykonany z hydrofilowej struktury gabki polimerowej nieokreslone gabka chitozanowa w 2009  NZ 54807904
postaci koricowej A
biomedycyna hydrozel do stosowania miejscowego, otrzymany przy uzyciu nieokre$lone hydrozel z chitozanu i 2019 MX
promieniowania gamma, o ulepszonych wasciwosciach leczniczych poloksameru 407 w postaci 2017017192 A
konicowej
biomedycyna leczenie nietrzymania moczu lub impotengji u pacjenta po prostatektomii komercyjne stata blona w postaci 2018  EP 17176184
konicowej A
biomedycyna leczenie choréb zapalnych przewodu pokarmowego komercyjne kompleks zawierajacy 2018  EP 16862114
N-acetylowany chitozan i A
czasteczke RNAi w postaci
konicowej
biomedycyna leczenie tkanki za pomoca opatrunku z materiatu stalego w postaci zelu lub komercyjne btona chitozanowa w 2016  EP 09778249
btony postaci korficowej A
biomedycyna leczenie infekcji wywotanych przez koronawirusy nieokreslone polimery 2017  EP 13729822
A
biomedycyna leczenie zapalenia sutka komercyjne kompozycja zawierajaca 2000 NZ 33351198
chitozan i heparyne lub A
siarczan dekstranu
biomedycyna leczenie choréb uktadu oddechowego chitozan chitozan pochodzacy z 2020  EP 20170456
otrzymany z grzybéw w postaci A
grzybow poczatkowej
biomedycyna preparaty wiskoelastyczne zawierajace glikowany chitozan w fizjologicznie chityna ze roztwor glikozylowanego 2002 AU
kompatybilnym nos$niku pancerzy chitozanu w postaci 2002/019823
skorupiakéw konicowej A
biomedycyna redukcja masy ciala przy uzyciu kompozycji bez niepozadanych skutkéw nieokreslone kompozycja zawierajaca 2006  US 72532403
ubocznych chitozan rozpuszczalny w A

wodzie, ekstrakt z
hibiskusa, L-karnityne w
postaci korficowej
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biomedycyna gojenie ran i zapobieganie zrostom tkankowym komercyjne chitozan usieciowany z 2012  NZ 58381908
dekstranem A
modyfikowanym
aldehydem
biomedycyna, = podawanie lekéw, w szczegdlnosci poprzez transfekcje polinukleotydéw do komercyjne nanoczastki chitozanu i 2009 1L 19531608 A
biotechnolo- komorek hialuronianu
gia
biomedycyna, pochodna chitozanu przydatna jako wiskoelastyczny suplement, w postaci do chitozan karboksyalkilowy chitozan 2020  EP 18799773
chemia wstrzykiwan lub zmieszana z ptynem stanowym jako kompozycja pochodzacy z w postaci koricowej A
farmaceutyczna grzybow
biomedycyna, zapobieganie powiklaniom lub leczenie mukowiscydozy nieokreslone rozpuszczalny chitozanlub 2018  EP 17182792
chemia pochodna w postaci A
konicowej
biomedycyna, zmniejszenie liczby bakterii w jamie ustnej nieokre$lone chitozan-arginina w postaci 2020 EP 10814537
chemia poczatkowej A
biomedycyna, proteza do regeneracji nerwéw nieokreslone wldkna chitozanu w postaci 2020  EP 17210150
materiato- koricowej A
znawstwo
biomedycyna, leczenie alergii pokarmowych komercyjne czasteczki 2017 us
farmacja heparyny/chitozanu w 201414336411
postaci koricowej A
biomedycyna, hamowanie aktywnosci krwotocznej siarczanowanych glikozoaminoglikanéw komercyjne kationizowany chitozanw 2016  EP 14836115
farmacja postaci koricowej A
biomedycyna, kompozycja chitozanu do wstrzykiwan, ktéra po wstrzyknieciu tworzy komercyjny proszek chitozanowy w 2019  EP 12791802
farmacja krystaliczne czasteczki, przydatna jako zwiazek dermatologiczny lub chitozan z postaci poczatkowej A
kosmetyczny, wyréb medyczny, implant bioresorbowalny chityny
katamarnic
biomedycyna, leczenie lub zapobieganie rakowi szyjki macicy lub piersi chitozan z nieokreslone 2007  EP 03251230
farmacja grzybow A
Actinomucor
taiwanensis
biomedycyna, leczenie nadwagi przy uzyciu kompleksu dwutlenku krzemu z chitozanem o nieokreslone produkt wspélstracania 2013 EP 07014046
farmacja wysokiej zdolnosci wigzania ttuszczow chitozanu i dwutlenku A
krzemu w postaci koricowej
biomedycyna, szczepionka przeciwko wirusom i nowotworom komercyjne nanoczastki kwasu poli- 2012 EP 10792358
farmacja gamma-glutaminowego z A

chitozanem w postaci
koricowej
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biomedycyna, kompozycja lepkosprezysta przydatna jako adiuwant immunologiczny lub nieokreslone wodny roztwoér 2020 EP 13738505
farmacja szczepionka przeciwnowotworowa glikowanego chitozanu w A
postaci koricowej
biomedycyna, samoorganizujace sie nanowlékna przydatne jako nutraceutyki lub leki na komercyjne nanowldkna chitozanu w 2018  EP 16802314
materiato- choroby neurodegeneracyjne postaci koricowej A
znawstwo
biomedycyna otrzymywanie srodka hemostatycznego skladajacego sie z chitozanu nieokreslone postac liofilizowana 2021 1B 2021054169
usieciowanego z poli(kwasem asparaginowym) i fizycznie obciazonego 4
lizosomem w celu zwiekszenia biodegradowalnosci chitozanu
biomedycyna przygotowanie termozelujacego polimeru chitozanowego w obecnosci nieokreslone zestalony polimer, termozel ~ 2011 CA
sktadnikéw krwi, soli i sSrodkéw terapeutycznych w celu utworzenia chrzastki 2010001857 W
stawowej
biomedycyna wykorzystanie poliplekséw chitozanu i kwasu nukleinowego do miejscowej nieokreslone preparat farmaceutyczny, 2020 1B 2020000178
ekspresji cytokiny IL-2 (poprzez dostarczanie kwasu nukleinowego nanoczastki w
kodujacego IL-2) w leczeniu nowotworéw
biomedycyna, wykorzystanie chitozanu o masie czasteczkowej 7-185 kDa i stopniu komercyjne nanoczastki kompleksu 2007 CA
chemia deacetylacji 72-92% jako niewirusowego $§rodka dostarczajacego DNA chitozanu i DNA o 2006001813 W
wielkosci 200-400 nm
biomedycyna, przygotowanie pochodnych O-karboksyalkilowych chitozanu jako nieokreslone przezroczysty zel w postaci 2002 EP 0206280 W
chemia kompozygji okulistycznych zawierajacych substancje czynna ketotifen koricowej
biomedycyna, przygotowanie preparatéw chitozanu usieciowanego peptydami jako komercyjne liofilizowana pianka, 2020 EP
chemia, srodkéw przeciwbakteryjnych i materiatéw do gojenia ran hydrozel 2020062433 W
farmacja
biomedycyna, przygotowanie chitozanu wolnego od endotoksyn (lipopolisacharydéw), nieokreslone warstwa zelujaca w 2014 GB
materiato- ktéry nadaje sie do stosowania jako material hemostatyczny materiatach opatrunkowych 2014051648 W
znawstwo
biomedycyna,  przygotowanie materialu powlekajacego na bazie chitozanu w potaczeniu z nieokreslone proszek 2021 EP
materiato- nanoczastkami metali w celu zapobiegania tworzeniu sie biofilmu 2020068733 W
Znawstwo mikrobiologicznego na wyrobach medycznych przeznaczonych do implantacji
biomedycyna, wykorzystanie kompozytéw polimerowych chitozanu, tlenku polietylenu i komercyjne — polimerowa powtoka 2004 CA
materiato- heparyny, zawierajacych substancje czynne (np. arginine), jako pochodzace z kompozytowa 2004000906 W
znawstwo biokompatybilnych powlok stentéw wewnatrznaczyniowych, ktére wykazuja pancerzy
wlasciwosci uwalniania lekow krabow
biomedycyna,  przygotowanie nanoczastek chitozanu do doustnego podawania antygenéw komercyjne nanoczastki w postaci 2003  EP 0303875 W
farmacja koricowej

SPUY O



61

biomedycyna, wykorzystanie chitozanu usieciowanego samorzutnie lub polisacharydem nieokreslone preparat farmaceutyczny 2021 1B 2021052735

farmacja polianionowym do celéw farmaceutycznych lub biomedycznych, w 4

szczegodlnosci w leczeniu choréb zapalnych, w ktérych dochodzi do
nadekspresji galektyn

biomedycyna wstrzykiwalne, cytokompatybilne, samoczynnie zelujace roztwory chitozanu nieokreslone roztwor izotonicznego 2005  EP 03763548

do enkapsulagji i dostarczania zywych komérek lub biologicznie aktywnych obojetnego chitozanu w A

srodkéw do regeneracji tkanek lub gojenia ran postaci korficowej

biomedycyna preparat do wstrzyknie¢ dostawowych w postaci termoczutego hydrozelu nieokreslone roztwor 2019 CN
zawierajacego chitozan i kwasy nukleinowe 201680088586

A

biomedycyna przygotowanie srodka hemostatycznego zawierajacego chitozan, fibroine nieokreslone nieokreslone 2020 CN
jedwabiu i osocze bogatoptytkowe o wlasciwosciach antybakteryjnych 201911050578

A

biomedycyna przygotowanie materiatu do wstrzykiwania stuzacego do regeneracji nieokre$lone hydrozel 2020 CN
chrzastki, zawierajacego chitozan i kwas hialuronowy 202010202921

A

biomedycyna utatwianie fagocytozy Listeria iuanuii, a tym samym poprawa odpowiedzi nieokreslone nieokreslone 2019 CN
immunologicznej poprzez zwiekszenie ujemnych fadunkéw 201811231019

powierzchniowych komérek L. iuanuii poprzez pokrycie ich powierzchni A

oligosacharydami chitozanu

biomedycyna zastosowanie oligosacharydéw chitozanu w zapobieganiu uszkodzeniom nieokreslone nieokreslone 2019 CN
watroby wywotanym przez acetaminofen 201910354734

A

biomedycyna, przygotowanie nanowlokien zawierajacych chitozan, nanorurki weglowe, nieokreslone nanowlokno 2020 CN
materiato- polisacharydy pochodzace z Lycium barbarum oraz czynnik wzrostu neuronéw, 202010415408

znawstwo przeznaczonych do regeneracji tkanki nerwowej A

biomedycyna, = wykorzystanie nanoczastek chitozanu jako nosnikéw do dostarczania biatka nieokreslone nanoczastki 2017 CN
materiato- IL17RC, ktére poprawia adsorpcje przez btone sluzowa nosa 201710718023

zZnawstwo A
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Tabela 10.2: Wykaz patentéw sklasyfikowanych w kategorii materiatoznawstwo i inzynieria materiatowa.

Dziedzina Przeznaczenie Zrodio Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
materiato- przygotowanie zelu chitozanowego poprzez kompleksowanie z jonami nieokreslone zel 2003 WO
znawstwo wapnia (II) 2003/057735
Al
materiato- o ) ) o ) nieokreslone polimer mikrokrystaliczny 2003 WO
Znawstwo przygotowanie mikrokrystalicznego chitozanu przy uzyciu polaczenia etapéw 2003/057736
degradacji oksydacyjnej, hydrolitycznej i enzymatycznej; przygotowanie Al
kompleksu wapnia i chitozanu w celu poprawy retencji wody, stabilnosci
termicznej i aktywnosci biologicznej
materiato- przygotowanie nanoczastek chitozanu poprzez reakcje sieciowania bez nieokreslone postac¢ liofilizowana 2021 WO
znawstwo, uprzedniego rozpuszczania polimeru 2021/160667
chemia Al
materiato- artykuly odziezy ochronnej nieprzepuszczajacej substancji chemicznych, ale komercyjne a z warstwa tkaniny i 2012 EP 06837039
Znawstwo przepuszczajacej pare wodna podiozem A
materiato- matryca chitozanowa do zastepowania, wzmacniania lub regeneracji tkanek nieokreslone warstwa porowata 2020  EP 15305236
znawstwo miekkich A
materiato- tekstylia kompresyjne do zastosowari medycznych i sportowych komercyjne wlékno zmieszane z 2018  EP 11709733
znawstwo celuloza A
materiato- odgazowanie roztworéw przedzalniczych o wysokiej lepkosci nieokreslone ultraczysty roztwoér 2017  EP 14841045
znawstwo przedzalniczy chitozanu A
materiato- widkna i blony o dobrych wlasciwosciach fizycznych i mechanicznych nieokreslone mieszanina chitozanu z 2018 EA 201700046
znawstwo celuloza A
materiato- formuta sterylizowana termicznie, ktéra po sterylizacji termicznej w chitozan roztwor sterylizowany 2020  EP 15798206
zZnawstwo obojetnym pH jest lepka i klarowna, do zastosowan okulistycznych pochodzacy z termicznie A
grzybow
materiato- powloka hydrofobowa do powierzchni szklanych nieokreslone hydrofobowy chitozan 2017  EP 09722474
zZnawstwo A
materiato- implanty wzmacniajace strefy lub linie zszycia komercyjne porowata warstwa 2015  EP 13745399
znawstwo chitozanu A
materiato- hydrofobowa powloka chitozanowa, ktéra mozna suszy¢ w temperaturze nieokreslone powloka 2018  EP 07860333
znawstwo pokojowej A
materiato- materiat odporny na obciazenia mechaniczne, do stosowania w opatrunkach nieokre$lone nanowlékna 2014 RU
znawstwo na rany, filtrach nosowych, maskach medycznych, sorpgji radionuklidow, 2013121353 A

filtracji cieczy
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materiato- matryca produktéw biomedycznych o dziataniu przeciwbakteryjnym nieokreslone membrana hydrozelowa, 2015 EP 13820587
znawstwo biopolimer A
materiato- adsorpgcja jonéw metali w oczyszczaniu Sciekow nieokreslone s6l chitozanu w postaci 2005  EP 02790195
znawstwo poczatkowej A
materiato- przezroczysty, termostabilny zel stosowany w kosmetykach lub nieokreslone zel utworzony w wyniku 2011 EP 09787583
znawstwo farmaceutykach kopolimeryzacji A
ksyloglukanu
materiato- wodny, zneutralizowany, termoutwardzalny material tworzacy przezroczysty komercyjne zneutralizowany hydrozel =~ 2009  EP 05824526
zZnawstwo, hydrozel stosowany do podawania lekéw, preparat do wstrzykiwan wodny A
chemia
materiato- biomimetyczne skafoldy i modulacja ich wlasciwosci, takich jak sztywnosé, grzyby skafold 2013 EP 11721057
znawstwo, porowatos¢, elastycznosé, stosowane w inzynierii tkankowej lub A
biomedycyna zastosowaniach biomedycznych
materiato- przygotowanie materiatéw do implantéw ortopedycznych wykonanych z nieokreslone czasteczki, powloka, 2007 WO
znawstwo, chitozanu materiaty formowane 2006/067626
biomedycyna A8
materiato- przygotowanie materiatu opatrunkowego z chitozanu, ktéry chemicznie komercyjne nanowlokna 2012 WO
znawstwo, , zawiera nanoczastki srebra 2012/143788
biomedycyna Al
materiato- przygotowanie powloki antybakteryjnej na bazie chitozanu zawierajacej komercyjne powloki 2008 WO
znawstwo nanoczastki srebra lub miedzi 2008/075222
Al
materiato- przygotowanie nanorozmiarowych komplekséw polielektrolitowych nieokreslone liofilizowany roztwoér 2016 WO
zZnawstwo, (poliplexéw) z chitozanu zawierajacych polianion (kwas hialuronowy) w celu 2016/127251
farmacja poprawy dostarczania kwasu nukleinowego do docelowego organu Al
materiato- przygotowanie mikrosfer przy uzyciu kationowej mieszaniny zelatyny i komercyjne mikrosfery 1998 WO
znawstwo, chitozanu w celu dostarczania substancji farmaceutycznie czynnych do tkanek 1998 /030207
farmacja btony sluzowej Al
materiato- biokompatybilny, chtonny, miekki i tatwy w produkcji opatrunek na rany komercyjne kompozyt z alginianem 2008 EP 07705221
zZnawstwo A
materiato- regeneracja tkanki kostnej nieokreslone wodny roztwoér 2020  EP 17731215
zZnawstwo A
materiato- wykrywanie mutacji DNA przy uzyciu elektrody z wegla szklistego nieokreslone nanowarstwa 2015 us
zZnawstwo 201314028920
A
materiato- chtonny opatrunek o strukturze gabczastej nieokreslone gabka 2012 US 21856808
znawstwo A
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materiato- klej do faczenia strukturalnego komercyjne kompozycja zawierajaca 2017  EP 11741672
znawstwo chitozan, kwasy, zwiazki A
polianionowe, poliole i
wodny noénik
materiato- adsorpcja metali ciezkich przez chitozan modyfikowany aminami komercyjne nanowtdékno 2015  EP 13163660
zZnawstwo A
materiato- materiat absorpcyjny o dzialaniu przeciwbakteryjnym, stosowany jako nieokre$lone chtfonny materiat 2016 EP 10809322
znawstwo opatrunek na rany widékninowy, wtékno A
materiato- pochodna czwartorzedowej soli amonowej chitozanu jako stabilny materiat komercyjne powloka chitozanowa 2018 Us
znawstwo przeciwbakteryjny do produkgji sprzetu medycznego modyfikowana 201213983847
czwartorzedowa sola A
amonowa
materiato- ni¢ chitozanowa o wysokiej elastycznosci i wytrzymatosci mechanicznej, ktéra nieokreslone przedza 2014  EP 11712966
znawstwo mozna wiazacd i tka¢ bez zerwania A
materiato- wydtuzony element polisacharydowy do zastosowarn medycznych komercyjne przedza 2014  EP 10708346
znawstwo A
materiato- ulepszone srodki hemostatyczne do gojenia ran nieokreslone granulki, czasteczki 2015 us
znawstwo 201414255297
A
materiato- opakowania do zywnosci zapewniajace dtuzszy okres przydatnosci nieokre$lone nanokompozytowa a z 2015 IN
znawstwo produktéw spozywczych hydroksypropylometyloce- 736CH2014 A
lulozy
materiato- materiat hemostatyczny o zmniejszonej pirogennosci pancerz kraba widkno, proszek, btona, 2015 us
znawstwo arkusz, gabka lub tekstylia 201314097151
A
materiato- implanty zawierajace porowata warstwe przydatne w regeneracji tkanek nieokreslone liofilizowany roztwoér 2015 us
znawstwo 201113637440
A
materiafo- implanty wzmacniajace strefy lub linie zszycia komercyjne porowata warstwa 2019 EP 13745399
zZnawstwo A
materiato- poprawa wlasciwosci chemicznych i fizycznych wlasciwosci produktow nieokreslone mieszanina chitozanu i 2008  EP 07115213
znawstwo wloknistych; srodek klejacy do tekstyliow skrobi A
materiafo- przemystowa produkcja czystego widkna chitozanu nieokreslone platki w postaci 2015 us
znawstwo poczatkowej; wiékno w 201113696079
postaci koricowej A
materiato- filtracja wody komercyjne membrana z chitozanu i 2020 us
zZnawstwo tlenku grafenu 201816050425

A
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materiato- modyfikacja materialu nietkanego wykonanego z wiékna chitozanowego nieokre$lone witdkno, tkanina 2015 Us
zZnawstwo stosowanego jako opatrunek na rany 201313912174
A
materiato- wldkniny chitozanowe wykonane z ultracienkich wiékien nieokreslone wldkno, tkanina 2010  US 54088706
znawstwo A
materiato- hodowla osteoblastéw nieokreslone zel termoodwracalny 2019  PL 42382217
znawstwo A
materiato- porowate struktury z polimeréw nieokreslone kompozyt 2016 RU
znawstwo 2015149043 A
materiato- produkcja widkna chitozanowego przy uzyciu procesu elektroprzedzenia nieokreslone wiékno 2018  EP 11780612
znawstwo A
materiato- produkcja gestego chitozanu do podawania lekéw, inzynierii tkankowej, chityna proszek w postaci 2014 us
znawstwo gojenia ran poczatkowej, membrana w 201113334388
postaci koricowej A
materiato- chitozan o obnizonej pirogennosci do zastosowan biomedycznych komercyjne fragmenty 2016 us
znawstwo 201614991331
A
materiato- rozpuszczalne addukty polimerowe przydatne jako wiskosuplementy, srodki nieokreslone addukt kwasu borowegoi 2019  EP 17832994
znawstwo uelastyczniajace, klej chitozanu A
materiato- stabilizowane nanoczastki i hydrofilowa substancja dyspergujaca komercyjne nanoczastki 2016 us
znawstwo 201113090732
A
materiato- strukturalnie wzmocnione ptytki sufitowe wykonane z zawiesiny wodnej nieokreslone zawiesina wodna 2018  EP 11810928
znawstwo A
materiato- podioza tekstylne o wiasciwosciach powierzchniowych wrazliwych na bodzce nieokreslone hydrozel 2011  ES 201030533
znawstwo zewnetrzne, przydatne w zastosowaniach medycznych i kosmetycznych A
materiato- leczenie ztaman kosci dtugich organizmy proszek w postaci 2020 us
znawstwo morskie poczatkowej 201715633036
A
materiato- nanogenerator tryboelektryczny wytwarzajacy prad i napiecie komercyjne proszek 2019 Us
znawstwo 201815978236
A
materiato- wytwarzanie wolnej od chemikaliéw wodoodpornej powtoki nieokreslone roztwor 2015  EP 06834947
zZnawstwo powierzchniowej hydroksyalkilowanego A
chitozanu
materiato- odgazowywanie roztworéw przedzalniczych o wysokiej lepkosci nieokreslone materiat o wysokiej lepkosci 2018 EP 14841017
znawstwo A
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materiato- przyspieszenie i uproszczenie produkcji Antyseptycznego Stymulatora nieokreslone nanokapsutki 2015 RU
znawstwo, Dorogowa (ASD) poprzez dodanie chitozanu, do stosowania w kosmetykach i 2014109982 A
biomedycyna weterynarii
materiato- zwiekszona zdolno$¢ do enkapsulacji lub taczenia lekéw hydrofobowych komercyjne nanoczastki chitozanu i 2008 IL 18769607 A
znawstwo, cyklodekstryny
biomedycyna
materiato- fragmenty polimerowe elektroprzedzonych wiékien do leczenia choroby nieokre$lone widkno elektroprzedzone 2019 Us
znawstwo, zwyrodnieniowej stawow, regeneracji tkanek miekkich 201615146417
biomedycyna A
materiato- produkcja protez do implantacji chirurgicznej, kosmetycznej lub estetycznej nieokreslone btona 2009 CA 2720099 A
znawstwo,
biomedycyna
materiato- stabilna, nieprzezroczysta pasta do gojenia ran komercyjne pasta 2019  EP 14793731
znawstwo, A
biomedycyna
materiato- filtr gazowy i wodny do oczyszczania zanieczyszczen organicznych komercyjne proszek w postaci 2018 us
znawstwo, poczatkowej 201414501059
biotechnolo- A
gia
materiato- przygotowanie klejacej zywicy bez formaldehydu, dobrze wiazacej materialty komercyjne nieokreslone 2014  EP 11736558
zZnawstwo, widkniste A
chemia
materiato- przygotowanie powlok antybakteryjnych nie wptywajacych na wlasciwosci nieokre$lone czasteczki polimerowe 2012 US 4551705 A
znawstwo, mechaniczne, wyglad i wrazenia dotykowe materiatu
chemia
materiato- metoda produkcji materiatu na folie spozywcza, odporna na wilgoc, nieokreslone btona 2019 RU
znawstwo, hydrofobowa i wykazujaca dziatanie przeciwdrobnoustrojowe 2017121731 A
chemia
materiato- uzywanie materialéw chitozanowych do wspomagania gojenia w zabiegach nieokreslone gabka 2011 US 26135105
znawstwo, stomatologicznych A
chemia
materiato- usuwanie nadmiaru farby natryskowej nieokreslone roztwor 2007  EP 02750163
znawstwo, A
chemia
materiato- jadalne, bioaktywne opakowania zachowujace $wiezos¢ owocow komercyjne proszek w postaci 2017 CA 3048067 A
znawstwo, poczatkowej, folia w postaci
przetwoérstwo koticowej

spozywcze

SPUY O



€0¢

materiato- hemostaza, gojenie ran, zapobieganie zrostom tkanek po operacji komercyjne widkna 2010  EP 08715072
znawstwo, A
farmacja
materiato- przygotowanie plastréw hemostatycznych skladajacych sie z porowatych nieokreslone kompozyt 2021 CA 2879765 C
Znawstwo warstw utlenionej glukozy i chitozanu
materiato- wykorzystanie materialu nosnego na bazie chitozanu do urzadzenia komercyjne powtoka, blona 2020 WO
znawstwo chirurgicznego w celu zminimalizowania uszkodzen peczka 2020/234740
nerwowo-naczyniowego podczas prostatektomii Al
materiato- wykorzystanie rodzin Crididae, Tenebrionidae i Gammaridae jako owady, nieokre$lone 2018 WO
znawstwo przyjaznego dla srodowiska Zrédia chitozanu stodkowodne 2018/122700
skorupiaki Al
materiato- przygotowanie wzmocnionych chitozanem zywic klejacych na bazie mocznika komercyjne ptatki; lepka mieszanka 2018 WO
zZnawstwo i formaldehydu kompozytowa 2018/053625
Al
materiato- metody produkgji chitozanu o niskiej i wysokiej masie czasteczkowej poprzez komercyjne i lepki lub amorficzny 2020 WO
zZnawstwo mielenie/rozdrabnianie/dojrzewanie/deacetylacje surowego materiatu naturalne material 2020/024053
chitynowego krewetki, Al
homary, kraby,
owady
materiato- wykorzystanie cieczy jonowych do rozpuszczenia chitozanu w celu uzyskania krewetki zawiesina nanoczastek 2020 WO
zZnawstwo trwatej biokompatybilnosci 2020/110047
Al
materiato- wykorzystanie chitozanu jako materiatu opakowaniowego o wlasciwosciach komercyjne warstwa lub powierzchnia 2020 WO
znawstwo przeciwdrobnoustrojowych polimerowa 2020/113342
Al
materiato- wykorzystanie octanu chitozanu lub cytrynianu chitozanu do konserwacji i nieokreslone powloka 2020 WO
zZnawstwo wydtuzenia okresu przydatnosci do spozycia pakowanych produktéw na 2020/234643
bazie wody Al
materiato- implanty chirurgiczne o wysokiej wytrzymatosci mechanicznej i niskiej kraby, homary, matryce 2016 WO
znawstwo, przepuszczalnosci kalmary, grzyby, 2016/046354
biomedycyna krewetki; Al
komercyjne
materiato- przygotowanie kompozytéw karboksymetylochitozanu i polifosforanu jako nieokreslone sktadnik kompozycji 2016 WO
znawstwo, medium do druku 3D w celu przygotowania biologicznych substytutéw kosci hydrozelu 2016/012583
biomedycyna Al
materiato- przygotowanie bioadhezyjnych pochodnych chitozanu lub usieciowanych komercyjne nieokreslone 1996 WO
znawstwo, mikrosfer chitozanu o okreslonym potencjale zeta od -0,5 do +50 mV w celu 1996/005810
biomedycyna przedtuzonego uwalniania leku w tkankach btony $luzowej Al
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materiato- materiat do gojenia ran o stopniu deacetylacji 70-88% i masie czasteczkowej krewetki btona 2001 WO
znawstwo, 400-600 kDa 2001,/041820
biomedycyna Al
materiato- przygotowanie czwartorzedowych N-podstawionych polielektrolitéw nieokreslone nanoczastki/mikroczastki 2006 WO
znawstwo, chitozanu, skompleksowanych z polimerami polianionowymi, do transportu 2006/064331
biomedycyna substancji biologicznie czynnych Al
materiato- przygotowanie polielektrolitéw chitozanu skompleksowanych z nieokre$lone nanoczastki/mikroczastki 2007 WO
znawstwo, karboksymetylowanymi lub siarczanowanymi polisacharydami anionowymi 2007/031812
biomedycyna do transportu substangji biologicznie czynnych Al
materiato- przygotowanie antybakteryjnych gabek hemostatycznych z beta katamarnice ciecz, blona 2011 WO
znawstwo, chitozanu/mleczanu/glicerolu, ktére po natozeniu na skére tworza warstwe 2011/004399
biomedycyna wspomagajaca gojenie sie ran A2
materiato- materialy reagujace na temperature i pH komercyjne hydrozel 2009 WO
znawstwo, 2009/150651
biomedycyna Al
materiato- przygotowanie kompleksu chitozan/kwas rybonukleinowy/polianion komercyjne czasteczki koloidalne 2008 WO
znawstwo, wykazujacego ujemny potencjat zeta i dobra biokompatybilnos¢ 2008/093195
biomedycyna A2
materiato- preparat z nanoczastkami metali lub antybiotykami do leczenia zmian nieokreslone matryca zelowa 2019 WO
znawstwo, skérnych lub infekcji 2019/232656
biomedycyna, Al
farmacja
materiato- przygotowanie chitozanu o okreslonej masie molowej, stopniu acetylacji i katamarnice, btona, powloka 2019 WO
znawstwo, grubosci warstwy powierzchniowej oraz przygotowanie go do pokrycia krewetki 2019/229198
biotechnolo- szkietka nakrywkowego w celu unieruchomienia zywych komoérek Al
gia
materiato- izolacja chitozanu z grzybéw przy uzyciu NaOH pod wptywem grzyby osad 2021 WO
znawstwo, promieniowania mikrofalowego 2021/116426
chemia Al
materiato- metoda usuwania biatka z surowego aglomeratu chitozanu poprzez nieokreslone osad 2003 WO
znawstwo, wytracanie mikrokrystalicznego chitozanu przez dodanie dwuskladnikowego 2003 /066682
chemia ukladu roztworéw zasadowych Al
materiato- przygotowanie sulfonamidu lub sulfonowanego kompleksu chitozanu i srebra nieokreslone zywica 2014 WO
znawstwo, jako wypetniacza fazy stacjonarnej kolumny chromatograficznej do rozdziatu 2014/072862
chemia tluszczéw nasyconych i nienasyconych pochodzenia morskiego Al
materiato- przygotowanie kompozycji wypelniacza skérnego do leczenia zmarszczek lub nieokreslone mikrosfery 2017 WO
znawstwo, fatdéw na twarzy, skladajacej sie z mikrosfer chitozanu usieciowanych 2017/136935
kosmetyki kwasem hialuronowym Al
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materiato- przygotowanie koniugatéw polietylenoglikolu i chitozanu o dodatnim komercyjne mikrosfery lub 1999 WO
znawstwo, fadunku powierzchniowym do dostarczania ujemnie naladowanych substancji mikrokapsutki 1999/001498
farmacja farmaceutycznie czynnych Al
materiato- przygotowanie formulacji chitozanu i steroidu (ketaminy) wykazujacych nieokreslone nanoczastki 2016 WO
zZnawstwo, dzialanie przeciwbakteryjne wobec bakterii -ujemnych i -dodatnich, a takze 2016/103280
farmacja grzybow Al
materiato- metoda wytwarzania urzadzenia do badania przeptywu sktadajacego sie z nieokre$lone membrana 2008 WO
znawstwo, nitrocelulozowo chitozanowej membrany sprzezonej z barwnikiem 2008/086846
inzynieria Al
materiato- przygotowanie wiékien na bazie chitozanu o $rednicy 10 ym metoda komercyjne mikrowl6kna 2018 CN
zZnawstwo, przedzenia odsrodkowego do produkcji hemostatycznych materiatéw 201780010548
biomedycyna opatrunkowych o wielkosci poré6w 1-20 um. A
materiato- przygotowanie funkcjonalizowanych antygenem nanoczastek chitozanu komercyjne nanoczastki 2017 CN
zZnawstwo, metoda suszenia rozpylowego jako adiuwantu szczepionki sluzéwkowe;j, 201580030088
biomedycyna gdzie chitozan o 90% DA ma mase czasteczkowa 10-70 kDa, a nanoczastki A
wykazuja $rednia wielkos¢ 100-500 nm
materiato- przygotowanie hybrydowych nanoczastek tlenku grafenu i kationowego nieokreslone nanoczastki 2016 CN
znawstwo, czwartorzedowego chitozanu do stosowania jako srodek 201480016262
chemia przeciwdrobnoustrojowy i dezynfekujacy o niskiej toksycznosci A
materiato- przygotowanie chitozanu metoda zelowania jonowego w kwasie fitowym, w nieokreslone nanoczastki 2010 CN
znawstwo ktorej kapsulki chitozanowe zapewniaja mechanizmy przedtuzonego 200880103896
uwalniania substancji czynnej wchodzacej w sktad preparatu A
farmaceutycznego, spozywczego lub kosmetycznego
materiato- przygotowanie przezroczystego materiatu Zelatynowo-chitozanowego do nieokreslone hydrozel 2018 CN
znawstwo, tamowania krwawienia, szczegdlnie w przypadku operacji chirurgicznych, 201680021044
biomedycyna bez zakl6cania zabiegu i bez pozostawiania blizn A
materiato- przygotowanie opatrunku na rane lub gabki hemostatycznej sktadajacej sie z komercyjne opatrunek, gabka 2018 CN
zZnawstwo, karboksymetylochitozanu i metylocelulozy, hydroksyetylocelulozy, alginianu 201680024757
biomedycyna wapnia, poliakrylanu A
materiato- przygotowanie termoczutych hydrozeli modyfikowanych kwasami nieokre$lone roztwor, hydrozel 2018 CN
znawstwo, nukleinowymi, ktére mozna wstrzykiwac¢ do organizmu lub pokrywaé nimi 201680080527
biomedycyna powierzchnie tkanek A
materiato- przygotowanie kompozydji polisacharydu utlenionego chitozanem komercyjne hydrozel 2011 CN
znawstwo, zelatynowym jako warstwy ochronnej na tkance uszkodzonej lub operowanej 200980118461
biomedycyna chirurgicznie A
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materiato- przygotowanie materiatu filtracyjnego skltadajacego sie z chitozanu, nieokreslone materiat polimerowy 2013 CN
zZnawstwo kopolimeru (glikolu polietylenowego, alkoholu poliwinylowego lub kwasu 201310087535
poliakrylowego) i fotokatalitycznego tlenku metalu (tlenku wanadu, A
dwutlenku tytanu, dwutlenku manganu lub tlenku cynku), przy czym ten
ostatni nadaje materiatowi filtracyjnemu zdolnos¢ regeneracyjna
materiato- przygotowanie materiatu powlokowego na bazie chitozanu do urzadzen nieokreslone drut, pret, ptatki, rurkilub 2013 CN
znawstwo medycznych poprzez przylozenie pola elektrycznego do roztworu elektrolitu czastki; powloka 201310047308
A
materiato- przygotowanie biozgodnego i biodegradowalnego materiatu chitozanowego komercyjne liofilizowana gabka, pianka, 2015 CN
znawstwo poprzez sieciowanie chitozanu z zelatyna lub kolagenem implant, rusztowanie 201480015466
tkankowe, powtoka A
powierzchniowa urzadzenia
implantacyjnego, matryca,
wlékno, proszek, arkusz,
folia, membrana,
nanowlékno, nanoczastka i
hydrozel
materiato- preparat uszczelniajacy naczynia krwionosne sktadajacy sie z chitozanu i nieokre$lone hydrozel 2017 CN
znawstwo, modyfikowanego estrem glikolu polietylenowego w postaci hydrozelu 201580033218
biomedycyna A
materiato- przygotowanie materiatu hemostatycznego z chitozanu i celulozy w postaci komercyjne mikrofibryl 2018 CN
znawstwo, wyrobu tkanego lub dzianiny 201680037541
biomedycyna A
materiato- przygotowanie materiatu o przedtuzonym uwalnianiu leku sktadajacego sie z nieokreslone zel, bandaz, tabletka, pasta, 2018 CN
znawstwo, chitozanu kopolimeryzowanego z hypromeloza i polielektrolitem pigutka 201680036999
biomedycyna A
materiato- przygotowanie hydrozelu chitozanowego jako materiatu o przedtuzonym nieokreslone proszek 2018 CN
zZnawstwo, uwalnianiu 201680050794
biomedycyna A
materiato- przygotowanie bioaktywnego chitozanu modyfikowanego katecholem jako komercyjne sucha substancja stata 2020 CN
znawstwo, materiatu opatrunkowego do zastosowant medycznych, ktéry moze przylegaé 201880090516
biomedycyna do tkanek sluzéwkowych A
materiato- przygotowanie nanokapsutek chitozanowych o srednicy 5-80 nm pokrytych nieokreslone nanokapsutki 2021 CN
znawstwo, powloka pluroniczna, ktére moga zawierac leki hydrofilowe i hydrofobowe 201980085253
chemia A
materiato- przygotowanie mikrokapsutek chitozanowych zawierajacych hydrofobowe nieokreslone mikrokapsutki 2015 CN
znawstwo nanoczastki magnetyczne do celowanego dostarczania substancji 201510003522

A

SPUY O



£0¢

materiato- przygotowanie skafoldu z PEGylowanego chitozanu metoda nieokreslone nieokreslone 2018 CN
znawstwo elektroprzedzenia 201811198072
A
materiato- kompleksowanie ferrytyny z chitozanem przy uzyciu transglutaminazy w nieokreslone nieokreslone 2019 CN
znawstwo celu zwiekszenia biodostepnosci ferrytyny 201811293438
A
materiato- przygotowanie porowatych mikrosfer sktadajacych sie z usieciowanego nieokre$lone nieokre$lone 2017 CN
znawstwo glutaraldehydem chitozanu i biatka sojowego 201710663948
A
materiato- przygotowanie kompozytu sktadajacego sie z chitozanu i pektyny w celu nieokreslone kompozyt 2019 CN
znawstwo zachowania aktywnosci antocyjanéw pochodzacych z boréwek brusznicy 201910663534
A
materiato- przygotowanie powloki antybakteryjnej sktadajacej sie z chitozanu, tlenku nieokreslone folia, powloka 2019 CN
zZnawstwo cynku, skrobi i alginianu sodu, charakteryzujacej sie niska przepuszczalnoscia 201811018217
wody A
materiato- przygotowanie medium do druku 3D skladajacego sie z cieczy jonowych i nieokre$lone nieokre$lone 2019 CN
znawstwo chitozanu 201910695583
A
materiato- przygotowanie kationowej powtoki nieokreslone powloka 2020 CN
znawstwo chitozanowo-guanidynowo-poliuretanowej o wtasciwosciach 201811159533
przeciwdrobnoustrojowych A
materiato- przygotowanie nanoczastek z powtoka z alginianu sodu/chitozanu i nieokreslone nanoczastki 2018 CN
znawstwo rdzeniem z aldehydu cynamonowego przy uzyciu polielektrolitéw, bez 201810386762
dodatku emulgatoréw A
materiato- przygotowanie biodegradowalnego i mechanicznie ulepszonego nieokreslone hydrozel 2018 CN
znawstwo kompozytowego hydrozelu skladajacego sie z karboksymetylochitozanu, 201810592535
poli(butylenu bursztynianu) i alkoholu poliwinylowego A
materiato- przygotowanie biodegradowalnego i mechanicznie ulepszonego nieokreslone hydrozel 2018 CN
zZnawstwo kompozytowego hydrozelu sktadajacego sie z karboksymetylochitozanu, 201810592534
poli(tereftalanu butylenu) i alkoholu poliwinylowego A
materiato- przygotowanie chlorowanego chitozanu w celu poprawy dziatania nieokreslone nieokreslone 2019 CN
znawstwo przeciwdrobnoustrojowego 201710641263
A
materiato- przygotowanie mechanicznie lepszego fotoaktywnego materialu zelowego nieokreslone zel 2019 CN
znawstwo skladajacego sie z chitozanu, rodzaju krzemianu glinowo-magnezowego, 201910148442
tlenku tytanu i siarczanu cynku A
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materiato- przygotowanie biokompatybilnego i hydrofilowego medium filtracyjnego na nieokreslone porowata membrana 2019 CN
znawstwo bazie chitozanu, zapewniajacego lepsza wydajnosc¢ filtracji poprzez 201910368233

zapobieganie niepozadanemu wzrostowi bakterii w membranie, regulowana A

porowato$¢ i dodatkowa wytrzymatos¢ mechaniczna

materiato- przygotowanie hydrozelu z pamiecia ksztattu, sktadajacego sie z chitozanu i nieokre$lone proszek, hydrozel 2019 CN
znawstwo alginianu 201910202695

A

materiato- przygotowanie struktury hydrozelu 3D poprzez wlaczenie nanorurek nieokreslone hydrozel 2019 CN
znawstwo weglowych i podtoza szklanego do chitozanu poprzez usieciowanie 201910521730

aldehydem glutarowym A

materiato- przygotowanie elektrostatycznie aktywnego kompozytu zelowego poprzez nieokreslone zel 2019 CN
zZnawstwo polaczenie biatka sojowego i chitozanu 201910434574

A

materiato- przygotowanie pochtaniacza magnetycznego sktadajacego sie z nanoczastek nieokre$lone nieokre$lone 2019 CN
znawstwo tlenku Zelaza, dopaminy i karboksymetylochitozanu w celu adsorpgji 201910543125

kationowego barwnika A

materiato- przygotowanie samoregenerujacego sie, antybakteryjnego i degradowalnego nieokreslone hydrozel 2020 CN
zZnawstwo hydrozelu sktadajacego sie z czwartorzedowej soli amonowej chitozanu i 201911235722

alkoholu poliwinylowego A

materiato- przygotowanie mikrokapsutek sktadajacych sie z chitozanu, acylowanego nieokreslone mikrokapsutki 2012 CN
zZnawstwo chitozanu i alginianu do kapsutkowania substancji bioaktywnych 201010566996

A

materiato- przygotowanie mikrosfer antybakteryjnych sktadajacych sie z nieokre$lone mikrosfery 2014 CN
znawstwo czwartorzedowej soli amonowej chitozanu oraz trimetyloaminy i 201410419747

epichlorohydryny A

materiato- przygotowanie emulgujacych koloidéw chitozanowych o wiasciwoséciach nieokreslone koloid 2016 CN
zZnawstwo $wiattoczulych, ktére moga by¢ stosowane w ochronie przeciwstonecznej 201610279513

A

materiato- przygotowanie hydrozelu z wykorzystaniem pochodnych chitozanu nieokreslone zel 2016 CN
znawstwo 201610625357

A

materiafo- przygotowanie noénikéw lekéw o przedtuzonym uwalnianiu skadajacych sie nieokreslone material kompozytowy 2018 CN
znawstwo z chitozanu i cyklodekstryny 201810347088

A

materiato- przygotowanie mikrosfer zelowych sktadajacych sie z chitozanu, manganu i nieokreslone zelowe mikrosfery 2020 CN
znawstwo, protiokonazolu, ktére zapewniaja mechanizmy powolnego uwalniania, do 202010681329

rolnictwo stosowania w pestycydach A
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materiato- przygotowanie kompozytu wrazliwego na pH z chitozanu, jonéw wapnia, nieokreslone kompozyt 2017 CN
znawstwo, celulozy i tlenku grafenu do kontrolowanego uwalniania leku 201710256180
biomedycyna A
materiato- przygotowanie mikrosfer chitozanowych pokrytych nanoczastkami zlota i nieokreslone nieokreslone 2020 CN
zZnawstwo, doksorubicyna do kontrolowanego fototermicznego uwalniania leku 201911157771
biomedycyna A
materiato- przygotowanie $rodka do regeneracji nerwéw sktadajacego sie z mikrosfer nieokre$lone nieokre$lone 2021 CN
znawstwo, chitozanowych i celulozy 202011615887
biomedycyna A
materiato- przygotowanie doustnego systemu dostarczania leku, sktadajacego sie z nieokreslone nieokreslone 2015 CN
zZnawstwo, czynnika Eudragit 5100, insuliny, peptydu przenikajacego do komorek i 201510410734
biomedycyna chitozanu, ktéry zwieksza biodostepnos¢ insuliny i umozliwia jej dojelitowe A
dostarczanie
materiato- przygotowanie kompozytowego materiatu gabczastego na bazie chitozanu i nieokre$lone gabka 2018 CN
znawstwo, tlenku grafenu, przeznaczonego do adsorpgji sktadnikéw krwi 201810220089
biomedycyna A
materiato- zastosowanie nanoczastek chitozanu-hydroksyapatytu do przygotowywania nieokreslone nieokreslone 2019 CN
zZnawstwo, sztucznych kosci metoda formowania wtryskowego 201811261850
biomedycyna A
materiato- przygotowanie srodka konserwujacego miazge zeba sktadajacego sie z nieokreslone nieokreslone 2019 CN
znawstwo, chitozanu i mikro- lub nano-bioaktywnych kulek szklanych 201910925451
biomedycyna A
materiato- przygotowanie materiatu opatrunkowego na rany o dziataniu nieokre$lone gabka 2020 CN
znawstwo, przeciwbakteryjnym i hemostatycznym, sktadajacego sie z czwartorzedowego 202010699305
biomedycyna chitozanu A
materiato- przygotowanie hemostatycznego, przeciwzapalnego materiatu nieokreslone nieokreslone 2014 CN
zZnawstwo, opatrunkowego na rany, skladajacego sie z kompozytu celulozy i chitozanu 201310526128
biomedycyna A
materiato- przygotowanie materiatu opatrunkowego o dziataniu antybakteryjnym, nieokreslone opatrunek 2018 CN
znawstwo, sktadajacego sie z chitozanu-poloksameru jako tkaniny i nanoczastek srebra 201810595187
biomedycyna jako substancji czynnej A
materiato- przygotowanie medium do druku 3D skladajacego sie z chitozanu, glikolu nieokreslone nieokreslone 2019 CN
znawstwo, polietylenowego i Zelatyny 201811633735
biomedycyna A
materiato- przygotowanie porowatych mikrosfer z tiolowanego chitozanu i weglanu nieokreslone mikrosfery 2019 CN
znawstwo, wapnia, ktére charakteryzuja sie duza powierzchnia wtasciwa i wysoka 201710881333
biomedycyna efektywnoscia wiazania leku A
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materiato- przygotowanie $rodka hemostatycznego sktadajacego sie z alginianu i nieokreslone mikrosfery 2019 CN
znawstwo, chitozanu 201910441782
biomedycyna A
materiato- przygotowanie aerozelu o ulepszonych wlasciwosciach mechanicznych i nieokreslone aerozel 2019 CN
zZnawstwo, dziataniu antybakteryjnym, skladajacego sie z chitozanu, celulozy 201910531865
biomedycyna diamidoksymowej, fibroiny i nanoczastek srebra A
materiato- przygotowanie blony do hemodializy metoda wirowania, skfadajacego sie z nieokre$lone btona 2020 CN
znawstwo, chitozanu modyfikowanego sulfonowanym kwasem cytrynowym i 201911165257
biomedycyna polisulfonu A
materiato- przygotowanie mikrokapsutek zawierajacych biatko sojowe, czwartorzedowa nieokreslone mikrokapsutki 2020 CN
znawstwo, s6l amonowa chitozanu i polifenole pochodzace z herbaty, do stosowania w 202010950930
biomedycyna powolnym uwalnianiu pueraryny A
materiato- przygotowanie nanoczastek chitozanu i laktoglobuliny w celu poprawy nieokreslone nanaoczastki 2015 CN
zZnawstwo, doustnego podawania i biodostepnosci galusanu epigallokatechiny 201510047564
biomedycyna A
materiato- zastosowanie chitozanu o wyzszej masie czasteczkowej w celu poprawy nieokre$lone nieokre$lone 2015 CN
znawstwo, efektu hemostatycznego 201510104148
biomedycyna A
materiato- przygotowanie materiatu stomatologicznego skiadajacego sie z chitozanu, nieokreslone nieokreslone 2016 CN
znawstwo, hydroksyapatytu i skéry wtasciwej $wini 201610130835
biomedycyna A
materiato- przygotowanie mikrosfer sktadajacych sie z karboksymetylochitozanu i nieokreslone mikrosfery 2016 CN
znawstwo, zelatyny, przeznaczony do stosowania w kontrolowanym, powolnym 201610158149
biomedycyna uwalnianiu linkomycyny i ulatwiajacy jej biodegradacje A
materiato- przygotowanie nanoczastek sktadajacych sie z karboksymetylochitozanu i nieokre$lone nanoczastki 2017 CN
znawstwo, cyklodekstryny w celu poprawy biodostepnosci antocyjanéw 201710486749
biomedycyna A
materiato- sposob przygotowania bton Zelowych sktadajacych sie z chitozanu i nieokreslone Zel, blona 2017 CN
znawstwo, aptamerow 201710700370
biomedycyna A
materiato- metoda funkcjonalizacji mikrosfer chitozanowo-alginianowych czynnikiem nieokreslone mikrosfery 2018 CN
znawstwo, stymulujacym tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw lub czynnikiem 201610715801
biomedycyna martwicy tkanek A
materiato- elektroaktywny kompozyt na bazie chitozanu kopolimeryzowany z pirolem nieokre$lone polimer, kompozyt 2014 CN
znawstwo, lub anilina 201410037627
chemia A
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materiato- przygotowanie kompozytu chitozanowo-poliakrylamidowego w postaci nieokreslone hydrozel 2020 CN
znawstwo, przewodzacego hydrozelu 201911059652
chemia A
materiato- przygotowanie usieciowanego materialu chitozanowego nieokreslone hydrozel 2020 CN
znawstwo, 202010454913
chemia A
materiato- metoda jednonaczyniowej syntezy przewodzacego, kompozytowego nieokre$lone hydrozel 2020 CN
znawstwo, hydrozelu skladajacego sie z chitozanu rozpuszczonego w tlenku grafenu, 201911059662
chemia polianiliny i poliakrylamidu A
materiato- przygotowanie biodegradowalnej i antybakteryjnej folii poliuretanowej z nieokreslone folia 2019 CN
zZnawstwo, chitozanu i oleju roslinnego 201811141047
chemia A
materiato- metoda przygotowania wysoce wydajnej zywicy czyszczacej poprzez nieokreslone zywica 2017 CN
zZnawstwo, deacetylacje chityny do chitozanu 201710201231
chemia A
materiato- przygotowanie pochtaniacza metali ciezkich sktadajacego sie z koloidéw nieokre$lone nieokre$lone 2019 CN
zZnawstwo, chitozanu i tlenku tytanu 201811171208
ochrona A
srodowiska
materiato- przygotowanie nanoemulsji na bazie chitozanu z gozdzikowym olejkiem nieokreslone nanoemulsja 2021 CN
znawstwo, eterycznym w celu przedtuzenia okresu przydatnosci olejku 202011369301
technologia A
Zywnosci
materiato- przygotowanie farmaceutycznie aktywnych granulek oligomeréw chitozanu nieokreslone granulki 2018 CN
Znawstwo, jako nosnika pochodnych kurkuminy 201810524150
farmacja A
materiato- przygotowanie mikrosfer kompozytowych z nanorurek lenzynitu i chitozanu nieokreslone mikrosfery 2019 CN
znawstwo, do dojelitowego przediuzonego uwalniania kwasu chlorogenowego 201910870576
farmacja A
materiato- przygotowanie kompleksu chitozanowo-fosforanowego do stosowania jako nieokreslone nieokreslone 2018 CN
znawstwo, suplement wapnia 201810576143
farmacja A
materiato- przygotowanie farmaceutycznie czynnej formulagji aerozolu skiadajacej sie z nieokreslone aerozol 2015 CN
znawstwo, czwartorzedowej soli amonowej chitozanu i olejkéw eterycznych 201410567704
farmacja A
materiato- przygotowanie formulacji hydrozelu do wstrzykiwan zawierajacego nieokreslone nieokreslone 2017 CN
zZnawstwo, cyklodekstryne i chitozan umozliwiajacej powolne i kontrolowane uwalnianie 201710407575
farmagja leku A
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materiato- zastosowanie oligosacharydéw chitozanowych w celu zmniejszenia ryzyka nieokreslone nieokreslone 2017 CN
znawstwo, zawalu mézgu i $mierci neuronéw w przypadkach niedokrwienia 201710384863
farmacja, A
biomedycyna
materiato- przygotowanie farmaceutycznie aktywnych nanoczastek chitozanu w nieokre$lone nanoczastki 2017 CN
znawstwo, kompleksach z ryfamycyna/izoniazydem i tymopentyna 201710388148
farmacja A
materiato- przygotowanie farmaceutycznie aktywnego, antybakteryjnego hydrozelu nieokreslone hydrozel 2017 CN
znawstwo, poprzez usieciowanie §rodka przeciwnowotworowego z chitozanem 201710599062
farmacja A
Tabela 10.3: Wykaz patentéw sklasyfikowanych w kategorii biotechnologia.
Dziedzina Przeznaczenie Zrodlo Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
biotechnolo- przygotowanie chitozanu poddanego nieprzypadkowej deacetylacji poprzez nie dotyczy materiat polimerowy z 2019 WO
gia, farmacja poddanie jednostki poli-D-glukozaminy dzialaniu enzymu deacetylazy powtarzajacymi sie 2019/242847
chityny jednostkami D-glukozaminy Al
biotechnolo- wykorzystanie kwasnego roztworu chitozanu do ekstrakeji i oczyszczania grzyby kwasny roztwér 2020 WO
gia, biatek mleka poprzez wytracanie 2020/053661
materiato- Al
znawstwo
biotechnolo- ~ wykorzystanie chitozanu jako srodka do ekstrakcji jonéw metali z roztworéw nieokreslone czasteczki 2011 WO
gia stosowanych podczas separacji kwaséw nukleinowych z mikroorganizméw 2011/055266
A2
biotechnolo- wykorzystanie azotanu chitozanu, ktéry moze by¢ metabolizowany przez nieokreslone preparat farmaceutyczny 2020 WO
gia bakterie w okreznicy, tkance §luzowej lub skérze w celu wytworzenia tlenku 2020/197385
azotu do celéw farmaceutycznych lub kosmetycznych Al
biotechnolo-  przygotowanie odwodnionych nanoczastek chitozanu i siRNA o ulepszonych nieokreslone nanoczastka 2010  EP 08758308
gia wilasciwosciach przechowywania, stosowane w metodach przesiewowych lub chitozanu/RNA w postaci A
inzynierii tkankowej koricowej
biotechnolo- plastyczna hodowla komérek do stosowania w inzynierii tkankowej nieokreslone hydrozel chitozanowy 2012 EP 04812547
gia A
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biotechnolo- wykorzystanie deacetylazy i aminokwaséw do kodowania biatka nieokreslone nieokreslone 2014  EP 08784498
gia A
biotechnolo- =~ hamowanie namnazania sie mikroorganizméw lub patogenéw powodujacych komercyjne hydrolizowany chitozan 2007  EP 03742479
gia, psucie sie produktéw spozywczych A
przetworstwo
spozywcze
biotechnolo- zapobieganie lub leczenie opornosci wielolekowej nieokreslone nieokreslone 2017 CA 2743585 A
gia, farmacja
biotechnolo- przyspieszenie reakcji enzymatycznej komercyjne produkt jadalny, pochodna 2019 RU
gia bursztynianu chitozanu 2018142931 A
biotechnolo- antybiotyki przeciwko bakteriom wielolekoopornym komercyjne micele 2020 us
gia 201916247061
A
biotechnolo- produkcja antygenéw ze $cian komorek bakteryjnych, stosowanych w nieokreslone nieokreslone 2021 RU
gia leczeniu przewleklych choréb zapalnych 2020121925 A
biotechnolo- biokataliza z wykorzystaniem deoksyrybozylotransferazy nukleozydowej komercyjne czasteczki 2013  ES 201200390
gia unieruchomionej na magnetycznych czasteczkach chitozanu do syntezy A
nukleozydow
biotechnolo- hodowane skafoldy komérkowe do stosowania jako implanty nieokreslone termoczuty hydrozel 2012 PL 39300710
gia A
biotechnolo- odpowiedz komérkowa nieokreslone nanosfery 2002  NZ 50587699
gia A
biotechnolo- chitozan i utleniona celuloza do gojenia ran komercyjne proszek w postaci 2012 CA 2499498 A
gia poczatkowej
biotechnolo- okreslanie potencjatu antybakteryjnego chitozanu nieokreslone roztwor 2013 RU
gia 2012105889 A
biotechnolo- zageszczanie probki DNA przy tatwym przygotowaniu prébki nieokreslone mikroczasteczki 2018  EP 16797400
gia A
biotechnolo- kontrola infekcji grzybiczych u roslin komercyjne chitooligo- lub 2019 us
gia chitopoli-sacharydy 201314437530
A
biotechnolo- wytwarzanie heterogenicznego zelu papainowego komercyjne jadalna matryca, 2020 RU
gia bursztynian chitozanu 2019106572 A
biotechnolo-  materiat hydrozelowy o wlasciwo$ciach przeciwzapalnych i antybakteryjnych, nieokreslone proszek w postaci 2019 RU
gia do leczenia ran poczatkowej 2019104336 A
biotechnolo- otrzymywanie materiatu zelowego o aktywnosci kolagenazy komercyjne jadalny materiat 2020 RU
gia 2018142755 A
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biotechnolo- sposob wytwarzania kompleksu chitozan-melanina muchy biopolymer 2020 RU
gia 2019144495 A
biotechnolo- odbudowa szkliwa poprzez odbudowe warstwy ochronnej na nieokreslone hydrozel 2018 us
gia, zdemineralizowanej zebinie 201615202882
biomedycyna A
biotechnolo- czwartorzedowe pochodne chitozanu, ktére moga tworzy¢ hydrozelowa komercyjne proszek w postaci 2012 EP 09847352
gia, chemia matryce o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, stuzaca do powlekania i poczatkowej , hydrozel w A
ochrony wyrob6w medycznych postaci korficowej
biotechnolo- wytwarzanie szczepionki wzmacniajacej odpowiedz immunologiczna nieokre$lone pochodna zasady Schiffa 2018 EA 201590829
gia, farmacja A
biotechnolo- przygotowanie hydrolizatéw chitozanu przy uzyciu chitozanazy komercyjne hydrolizaty polimeru 1994 WO
gia wyizolowanej z Thermoactinomuoces sp. i 10-70% acetylowanego polimeru chitozanu 1994 /005778
chitozanu Al
biotechnolo- wykorzystanie chitozanu jako czynnika adhezyjnego komérek do wzrostu in komercyjne roztwor, powloka 2020 WO
gia vitro kultur neuronéw 2D 2020/128703
Al
biotechnolo- przygotowanie czujnika bakterii patogennych skladajacego sie z nanoczastek nieokreslone nieokreslone 2016 CN
gia zlota, nanorurek weglowych i chitozanu, w ktérym makrofagi myszy 201510945115
obciazone nanoczastkami magnetycznymi stuza jako element detekcyjny A
biotechnolo- zastosowanie chitozanu z dodatkiem Bacillus subtilis jako $srodka nieokreslone ptyn do rozpylania 2019 CN
gia dezynfekujacego 201910254330
A
Tabela 10.4: Wykaz patentéw sklasyfikowanych w kategorii chemia.
Dziedzina Przeznaczenie Zrodio Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
chemia, przygotowanie zawiesiny chlorowodorku chitozanu w mieszaninie cieczy komercyjne zawiesina, proszek, bfona 2021 EP 3892675
rolnictwo polarnej i wody jako stabilnej formy chitozanu w stanie ciektym Al
chemia, przygotowanie wypelniacza skérnego sprzezonego z jonami cytrynianowymi nieokreslone granulki 2011 WO
kosmetyki 2011/124380

Al
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chemia, metoda przygotowania koniugatéw polimerowych chitozanu i tioamidyny o nieokreslone materiat polimerowy 2003 WO
kosmetyki, ulepszonych wlasciwosciach Zelujacych i reologicznych 2003/020771
farmacja Al
chemia, metoda przygotowania czujnika wilgotnosci skladajacego sie z chlorku nieokreslone warstwa lub powloka 2008 WO
inzynieria kobaltu (I), chitozanu i urzadzenia przeptywu bocznego 2008/011928
Al
chemia, przygotowanie kapsutek sktadajacych sie z membran nieokre$lone membrany; kapsulki typu 2011 WO
materiato- chitozanowo-lipidowych do enkapsulacji matych zwiazkéw aromatycznych olej w wodzie lub woda w 2011/101415
znawstwo, oleju Al
technologia
Zywnosci
chemia przygotowanie stabilnego polielektrolitowego roztworu chitozanu pancerz roztwor 2001 WO
krewetki 2001/055220
Al
chemia, przygotowanie mikrokrystalicznego chitozanu o jednorodnych nieokreslony dyspersja mikrokrystaliczna 1991 WO
materiato- wlasciwosciach przy uzyciu ciagtego procesu produkcyjnego opartego na 1991/000298
znawstwo wytracaniu chitozanu z systemu pojedynczej partii Al
chemia, przygotowanie chitozanu o wyjatkowo jednorodnych wtasciwosciach krewetka forma suszona 1991 WO
materiato- 1991/005808
zZnawstwo Al
chemia produkcja chitozanu z naturalnie wystepujacych materialéw zawierajacych chityna biate ptatki chitozanu w 2017 EP 09721317
chityne postaci korficowej A
chemia przyspieszenie i uproszczenie produkcji Antyseptycznego Stymulatora nieokreslone nanokapsutki 2018 RU
Dorogowa (ASD) w kapsutkach chitozanowych 2016124774 A
chemia przyspieszenie i uproszczenie produkcji antocyjanéw z czerwonej kapusty nieokreslone nanokapsutki 2020 RU
przy uzyciu kapsulek chitozanowych 2020108207 A
chemia stabilny, termoczuty hydrozel, ktéry moze by¢ stosowany jako srodek nieokre$lone nieokre$lone 2015 AU
bioadhezyjny do uzytku medycznego 2011/381641
A
chemia $rodek przeciwpasozytniczy lub przeciwgrzybiczy komercyjne hydrofilowe nanoczastki 2018  EP 14790240
A
chemia artykuly chemiczne dla motoryzagji i gospodarstwa domowego nieokreslone nanokompozyty metalu 2015  PL 38515308
A
chemia zapobieganie tworzeniu sie komplekséw polielektrolitowych pomiedzy komercyjne kompleks chitozanu z 2016  EP 05751911
glikolem chitozanowym a kwasem hialuronowym poprzez regulacje pH kwasem hialuronowym A
chemia substancja wiazaca odpowiednia jako nosnik dla produktéw leczniczych komercyjne mieszanka chitozanu z 2016  EP 07728579
polisacharydem A
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chemia biokompatybilne i biodegradowalne kompozyty taniny i chitozanu do komercyjne kompozyt chitozanu i 2017 us
stosowania w dostarczaniu lekéw, zastosowaniach przeciwbakteryjnych, taniny 201314139081
gojeniu ran, inzynierii tkankowej, jako adiuwant A
chemia biodegradowalny materiat izolacyjny, adsorbent, nosnik lekéw, katalizator nieokreslone aerozel 2018  PL 41787316
A
chemia kompleks chitozan-biatk do stosowania w gojeniu ran oraz jako nosnik lekéw, nieokreslone biopolimer 2016  PL 40007812
kosmetykow i artykutéw spozywczych A
chemia sktadnik weglowodanowy do stosowania w dostarczaniu lekéw, miekkich komercyjne nieokreslone 2015 us
soczewkach kontaktowych, implantach, immobilizacji enzyméw 201113052463
A
chemia polimery weglowodanowe do rozpuszczania lekéw hydrofobowych komercyjne $rodek polimerowy 2019  EP 03748286
A
chemia modyfikacja chemiczna chitozanu zwiekszajaca jego reaktywnos¢ aminowa nieokre$lone nieokre$lone 2011 EP 02779062
A
chemia ochronna matryca dla preparatéw medycznych, kosmetycznych, spozywczych nieokre$lone aerozol 2016 PL 40369713
lub rolniczych A
chemia zawiesina chitozanu i srebra do zastosowan przeciwbakteryjnych nieokreslone nanoczastki 2017  PL 41012614
A
chemia pochodna chitozanu o wysokiej zdolnosci rozdzielczej enancjomeréw komercyjne zywica modyfikowana 2008  EP 06732509
stosowana jako faza stacjonarna w HPLC chemicznie A
chemia cienkie wt6kno chitozanowe stosowane w opatrunkach na rany, hodowli nieokreslone nieokreslone 2013 RU
tkanek, materiatach nietkanych 2011131959 A
chemia nanonosnik chitozanowy skoniugowany z substancja fotoczula do terapii nieokreslone nieokreslone 2014 AU
fotodynamicznej (PDT) i internalizacji fotochemicznej (PCI) 2013/279748
A
chemia produkgja oligosacharydéw chitozanu przy uzyciu degradacji mikrofalowej nieokreslone oligosacharydy chitozanuo 2010  US 56029603
niskiej masie czasteczkowej A
chemia przygotowanie chitozanu z chityny krewetki nieokreslone 2009  EP 02745687
A
chemia preparaty powlokowe zdolne do samoregeneracji wiasciwosci pod wptywem komercyjne chitozan podstawiony 2014  US 72299410
promieniowania UV tlenkiem cyklicznym A
chemia kompleks z siRNA do dostarczania lekow komercyjne sprzezony chitozan 2014 us
201013496170
A
chemia soczewki kontaktowe z opatrunkiem rogéwkowym komercyjne glutaminian chitozanu w 1993  NZ 24045191
postaci poczatkowej; A

reacetylowany chitozan w
postaci koricowej
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chemia usieciowane kulki chitozanu o zwiekszonej specyficznosci wiazania podczas nieokreslone kulki hydrozelowe 1998 AU
rozdziatu w procesach chromatograficznych 1998 /065520
A
chemia wykrywanie rozpuszczonego tlenu za pomoca czujnika elektrochemicznego nieokreslone matryca; kompozyt 2015 IN
nanoczastek ztota 3150DE2013
A
chemia materiaty emboliczne dostarczane do miejsca docelowego w postaci ptynnej komercyjne karboksymetylochitozan 2015 us
lub Zelowej 201213720135
A
chemia emulgator w niejonowej lub kationowej emulsji wodnej zawierajacej komercyjne z funkcjonalizowany 2021  EP 20183480
bitumiczny lub niebitumiczny klej pancerzy oligomer A
krewetek
chemia maty widkniste stosowane jako filtry komercyjne nanowltdkno 2015  US 59811208
A
chemia nieulegajace wytraceniu, jednorodne hydrozele, przydatne w nieokreslone hydrozel 2020  EP 20172421
wiskosuplementacji, dostarczaniu lekéw lub jako macierz A
zewnatrzkomoérkowa
chemia ulepszone i selektywne wlasciwosci antybakteryjne do stosowania w §rodkach ~ nieokreslonye zwiazek chitozanu i 2020  EP 07749237
bakteriostatycznych argininy A
chemia poprawa wlasciwosci protez naczyniowych, biozgodnosci i aktywnosci nieokreslone nanoczastki 2015 CZ 2013964 A
przeciwdrobnoustrojowej
chemia generowanie protonéw in situ w obecnosci mieszaniny wodnej o ulepszonych pancerz kraba, chitozan staly w postaci 2012  US 85209810
wlasciwosciach rozpuszczajacych pancerz koricowej A
krewetki
chemia zwiekszenie stabilnoéci uktadéw koloidalnych stosowanych w chityna hydrozel 2014  EP 11716396
zastosowaniach medycznych A
chemia materiaty biologiczne lub wypelniacze do wstrzykiwan, stosowane w nieokreslone roztwér wodny 2019  EP 16721203
regeneracji tkanek A
chemia formowalny hydrozel N-acylchitozanowy do wstrzykiwan, do implantéw nieokreslone roztwor w postaci 2015 CA 2622342 A
ciata poczatkowej, pochodna
N-acylchitozanu w postaci
konicowej
chemia przygotowanie biodegradowalnego chitozanu zachowujacego integralnos¢ o nieokreslone btona 2018 RU
zmniejszonej rozpuszczalnosci 2017127781 A
chemia produkcja bezpiecznej wody pitnej poprzez oczyszczanie nieokreslone kompleks chitozanu zsola 2018  NO 20161973
cyrkonu A
chemia chitozan niskoczasteczkowy uzyskiwany w uproszczonym i krétkim procesie nieokreslone oligomery o niskiej masie 2019 RU
czasteczkowej 2018131225 A




81¢

chemia wytwarzanie czystego, rozpuszczalnego w wodzie chitozanu nieokreslone chitozan o wysokiej 2008  US 48937904
czystosci A
chemia metalowe nosniki katalizatoréw, zywice jonowymienne do ekstrakcji jonow nieokreslone usieciowane granulki 2016 RU
2015125829 A
chemia adsorpgcja jonéw metali przez chitozan o duzej porowatosci, ktéry wykazuje nieokreslone kompleks chitozanu z 2013  EP 11171632
zwiekszone powinowactwo wiazania eterem dibenzokoronowym A
chemia metoda wytwarzania membrany chitozanowej z nanoczastkami nieokreslone kompleks membrany z 2006 US 46010803
nieorganicznymi nanoczastkami A
chemia kompleks chitozanu i kwasu tluszczowego potaczony amidem do doustnego komercyjne czasteczki 2017 us
podawania insuliny 201615378017
A
chemia mikroporowaty sorbent odporny na kwasy i degradacje promieniowaniem komercyjne chitozan usieciowany 2019 CA 2830434 A
beta i gamma aldehydem glutarowym
chemia mikroporowate sorbenty zawierajace nanoczastki pierwiastka o wysokiej komercyjne kompozyt chitozanowo- 2019 CA 3095151 A
liczbie atomowej glutaraldehydowy
chemia wielofunkeyjny poli(tlenek alkilenu), usieciowany z chitozanem i komercyjne materiat polimerowy 2001 AU
monofunkcyjnym poli(tlenkiem alkilenu), tworzacy hydrozel do dostarczania 2001/012490
lekéw, chirurgiczny $rodek uszczelniajacy, system dostarczania srodkéw do A
obrazowania medycznego, opatrunek na rany, leczenia blizn
chemia nanokompozyt o ujemnym fadunku powierzchniowym, przydatny w hodowli nieokreslone nanokompozyt 2018  PL 42061417
komorek, dostarczaniu lekéw, jako srodek kontrastowy A
chemia uzyskiwanie chitozanu o wysokim stopniu deacetylacji i wysokiej masie gladius nieokreslone 2020  EP 18799830
czasteczkowej przy uzyciu prostego procesu o niskich kosztach katamarnicy A
energetycznych
chemia przygotowanie roztworu chitozanu i soli metali wielowarto$ciowych do komercyjne zel 1995  CZ 258694 A
analizy miareczkowej kompleksometrycznej
chemia materiat porowaty do stosowania jako filtr lub srodek antybakteryjny komercyjne pochodne hydrofobowe lub 2020  EP 20164396
hydrofilowe A
chemia przygotowanie chitozanu o wysokim stopniu deacetylacji gladius nieokreslone 2016  EP 15153107
katamarnicy A
chemia modyfikacja chitozanu przydatna w zastosowaniach farmaceutycznych, komercyjne nieokreslone 2016 us
redukgji tkanki ttuszczowej, opatrunkach hemostatycznych 201314374948
A
chemia produkcja modyfikacji pochodnych polisacharydéw z taricuchami komercyjne nieokreslone 2017 us
fluoropolieterowymi do stosowania jako powtoka ochronna 201314652093
A
chemia produkcja nanominiaturyzowanego chitozanu do zwiekszenia nieokreslone zel koloidalny 2012 US 31855008
biokompatybilnosci A
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chemia produkcja kleju, ktéry mozna wytworzy¢ in situ lub przygotowac wczesniej nieokreslone substancja adhezyjna 2014 us
201213463280

A
chemia produkgja chitozanu o wysokim stopniu deacetylacji biomasa chitozan o wysokiej 2009  US 50957004

pochodzenia czystosci A

grzybowego

chemia produkcja polimerowego, biokompatybilnego produktu przy uzyciu prostego komercyjne mikrorurki chitozanu w 2015 RU
i ekologicznego procesu postaci korficowej 2014115325 A

chemia produkcja chitozanu o obnizonej zawartosci endotoksyn, do zastosowan skorupiaki nieokreslone 2017 us
biomedycznych 201414572749

A

chemia produkcja nanoczastek srebra stosowanych jako srodek przeciwbakteryjny nieokreslone nieokreslone 2019 RU
2019116305 A

chemia produkcja rozpuszczalnego chitozanu o wysokiej masie czasteczkowej nieokreslone nieokreslone 2018 us
201715413942

A

chemia matryca biopolimerowa o wysokiej biodostepnosci, zdolnosci chityna pochodna bursztynianu 2019 RU
kompleksowania i hydrofilowosci w postaci farmaceutycznie akceptowalnej chitozanu 2018141734 A
chemia selektywny adsorbent do usuwania zwiazkéw z cieczy komercyjne usieciowany chitozan 2015  US 71442310

A

chemia jednoetapowy proces produkdji kriozelowego chitozanu, ktéry jest stabilny w nieokreslone materiat porowaty 2019 RU
szerokim zakresie pH 2019116338 A

chemia stabilizowane nanoczastki odporne na agregacje, do stosowania w nieokres$lone nanoczastki 2020 RU
dostarczaniu lekéw 2019129326 A

chemia stabilne, biologicznie aktywne nanoczastki chitozanu nieokre$lone nanoczastki 2020 RU
2019129512 A
chemia termoczuta pochodna stosowana do funkcjonalizacji chitozanu, przydatna w nieokreslone nieokreslone 2011  EP 08804024

preparatach biomedycznych, farmaceutycznych lub kosmetycznych A
chemia pochodne tiolaktonu chitozanu do stosowania jako material do dostarczania nieokreslone nieokreslone 2014  ES 201300228

lekéw lub powtoka wyrobé6w medycznych A
chemia poprawa zdolnosci adsorpcji metali ciezkich przy uzyciu nanoczastek nieokreslone wiékno 2011  TW 97127205

magnetycznych A

chemia ochrona przed korozja metali i hamowanie tworzenia sie hydratéw gazowych komercyjne sulfonowany chitozan 2020 RU
2020116187 A
chemia eliminacja zabarwienia Sciekéw komercyjne platki 2011  ES 200901314

A
chemia, aktywowana kompozycja polimerowa zawierajaca osocze bogatoptytkowe nieokreslone kwasny roztwér 2011 CA 2814784 A

biomedycyna (PRP), roztwor chitozanu, s6l i aktywator do regeneracji tkanek
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chemia, chitozan funkcjonalizowany hydrofilowym poliolem i arginina o zwiekszonej nieokreslone nanoczastki 2018 AU
biomedycyna skutecznosci transfekcji, do dostarczania kwaséw nukleinowych 2014/328439
A
chemia, usieciowany kopolimer do dostarczania lekéw lub regeneracji tkanek komercyjne hydrozel 2017  HK 16109760
biomedycyna A
chemia, no$nik wykazujacy wysoki wskaznik osadzania sie na koricéwkach wloséw komercyjne s6l fenyloalaniny i 2019 us
biomedycyna chitozanu 201615572359
A
chemia, inaktywacja endotoksyn, ochrona powierzchni nanoczastek komercyjne materiat zwitterjonowy 2018 Us
biomedycyna 201615345870
A
chemia, zel wykonany z wysoko acetylowanego chitozanu, przydatny jako chityna wiskoelastyczny hydrozel ~ 2010 MX
biomedycyna szczepionka, srodek gojacy rany, sSrodek do dostarczania lekéw, podtoze do chitozanowy w postaci 2010004836 A
hodowli komoérek, kosmetyk, lubrykant, klej, dodatek do zywnosci koricowej
chemia, prosta, szybka metoda wytwarzania powtoki do implantéw twardych tkanek, nieokreslone kompozyt 2019 RS P20150785
biomedycyna w ktérej mozna kontrolowaé grubos¢, morfologie i przyczepnosé A
chemia, leczenie owrzodzen blony $luzowej lub przewodu pokarmowego, gojenie ran nieokreslone nieokreslone 2019  EP 11766639
biomedycyna A
chemia, bio- przyspieszenie inwolucji lub zapobieganie zakazeniom wewnatrzsutkowym komercyjne hydrozel 2018 AU
technologia 2017/233727
A
chemia, bio- kontrolowanie populacji mikroorganizméw u zwierzat i ludzi nieokreslone kompleks chitozanu i 2014 AU
technologia argininy 2013/211460
A
chemia, bio- hamowanie wzrostu bakterii u zwierzat nieokreslone kompleks chitozanu i 2015  EP 09756103
technologia argininy A
chemia, bio- zel do implantacji w celu regeneracji chrzastki szklistej grzyby proszek w postaci 2016 CA 2969285 A
technologia poczatkowej, hydrozel w
postaci koricowej
chemia, bio- leczenie zakazeri gronkowcem zlocistym opornym na metycyline nieokreslone nieokreslone 2015  US 54158409
technologia A
chemia, poprawa kondycji wloséw komercyjne nieokreslone 2017  EP 08803034
kosmetyki A
chemia, tymczasowe ksztaltowanie widkien keratynowych komercyjne nieokreslone 2017  EP 10776320
kosmetyki A
chemia, dostosowanie wlasciwosci tektury i artykuléw papierniczych za pomoca grzyby warstwa 2018 us
materiato- powloki chitozanowej 201615207021
A

znawstwo
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chemia, substancje biokompatybilne stosowane jako noéniki genéw o wysokiej komercyjne nanoczastki 2016 EP 14184168
materiato- skutecznosci i niskiej toksycznosci w transfekcji genéw A
znawstwo

chemia, eliminacja heparyny z ptynéw fizjologicznych przy uzyciu kationowej komercyjne nieokreslone 2019  EP 09773814
materiato- genipiny usieciowanej chitozanem A
znawstwo

chemia, zastosowanie halogenowanego chitozanu do filtracji wody pitnej, regeneracja krewetki nieokre$lone 2015 Us
materiato- wody w okresach stagnacji 201113053939
znawstwo A

chemia, tekstylia medyczne zawierajace antybakteryjne wiékna wiskozowe chityna z materiat tekstylny 2014 us
materiato- pancerzy 201213566550
zZnawstwo krewetek lub A

krabow

chemia, przygotowanie wydrazonych sfer wykonanych z amfifilowych pochodnych komercyjne nieokreslone 2012  US 37988009
materiato- chitozanu, do zastosowan medycznych A
znawstwo

chemia, produkcja usieciowanych polimeréw stosowanych w detergentach, nieokreslone zel 2010  US 9194005 A
materiato- dodatkach, dostarczaniu lekéw, materiatach chtonnych
znawstwo

chemia, materiat przylegajacy do skéry, chtonny, dopasowujacy sie do ksztattu ciata i komercyjne zel 2002 AU
materiato- elastyczny, stosowany jako opatrunek, nosnik lekéw lub w urzadzeniach 2001 /059601
znawstwo protetycznych A

chemia, zastosowanie chitozanu modyfikowanego katecholem w celu zapobiegania komercyjne nieokreslone 2019  EP 16773515

farmacja krwawieniu podczas iniekgji A

chemia, przediuzone ciagle uwalnianie leku, przydatne w chemioterapii nowotworéw nieokreslone agregaty w roztworach 2006  EP 02758920

farmacja dzieki zwiekszonej specyficznosci wobec tkanki nowotworowej wodnych A

chemia, przediuzenie czasu uwalniania leku, zwiekszenie selektywnosci wobec tkanki nieokreslone nieokreslone 2017  EP 06702900

farmacja nowotworowej, zwiekszenie zawartosci leku, przydatne w chemioterapii A

przeciwnowotworowej

chemia, ogoélnoustrojowe i miejscowe dostarczanie srodkéw w jamie ustnej nieokreslone nanoczastki 2015 AU

farmacja 2014/218717

A

chemia, leczenie choréb zwiazanych z wolnymi rodnikami nieokre$lone nieokreslone 2006  US 30176605

farmacja A

chemia, biokompatybilny hydrozel, btona, spray lub gaza przydatne w inzynierii nieokreslone nieokreslone 2018 us
materiafo- tkankowej 201715587064
znawstwo, A

biomedycyna




(444

chemia izolacja chitozanu z grzybow (Rhizopus oryzae i Aspergillus niger) grzyby roztwoér wodny; czasteczkio 2015 WO
wielkosci 10-100 ym 2015/085429

Al

chemia przygotowanie chitozanu sprzezonego z zwiazkami siarkoorganicznymi komercyjne substancja stala/proszek w 2016 WO
(kwasy nukleinowe, polipeptydy) lub resztami glikolu polietylenowego postaci koricowej 2016/101068

Al

chemia przygotowanie chitozanu o niskiej masie czasteczkowej poprzez wysalanie komercyjne proszek 2005 WO
2005/066213

Al

chemia, przygotowanie powlok do gojenia ran wykonanych z chitozanu, ktory jest komercyjne substancja stata lub roztwér; 2014 WO
biomedycyna usieciowany wiazaniem zasady Schiffa z kwasem hialuronowym hydrozel i powtoka 2014/161085

zmodyfikowanym L-amino-3,3-dietoksy-propanem Al

chemia, wykorzystanie chitozanu jako adsorbentu w produktach spozywczych w celu nieokreslone nieokreslone 2004 WO
technologia zmniejszenia ilosci niezdrowych sktadnikéw chemicznych w zywnosci 2004/068971

zywnoSci, dostajacych sie do przewodu pokarmowego; wykorzystanie chitozanu jako Al

farmacja no$nika lekéw i do przedtuzonego uwalniania lekéw

chemia przygotowanie pochodnych N-karboksymetylo-chitozanu do zastosowan krewetki nieokreslone 2005 WO
kosmetycznych i farmaceutycznych 2005/070971

Al

chemia przygotowanie komplekséw kationowego chitozanu (stopieni deacetylacji komercyjne czasteczki, zawiesina 2012 WO
35-49% i $rednia masa molowa 55-150 kDa) oraz anionowych polisacharydéw 2012/013895

jako stabilnych w wodzie zawiesin czastek Al

chemia metoda deacetylagji chityny do chitozanu w fagodnych roztworach pancerze nieokreslone 1990 WO
zasadowych poprzez przygotowanie zawiesiny chityny w roztworach krewetek 1990/004608

alkoholowych Al

chemia metoda przygotowania N,N,N-trimetylowego chitozanu o niskim stopniu nieokreslone nieokreslone 2020 WO
O-alkilowania 2020/039463

Al

chemia metoda przygotowania PEGylowanego chitozanu znakowanego peptydem komercyjne materiat polimerowy 2017 WO
2017 /079830

Al

chemia przygotowanie soli chitozanu, ktére s dyspersyjne lub rozpuszczalne w komercyjne — folia, widkno, proszek, zel ~ 2008 WO
rozpuszczalnikach organicznych, takich jak DMSO, DMA, DMF, glikol pancerze 2008/141452

etylenowy, kwas mréwkowy, metanol, kwas trifluorooctowy krewetek Al

chemia, przygotowanie powloki ochronnej dla swiezych produktéw, sktadajacej sie z nieokreslone wodny roztwoér 2011 WO
rolnictwo chitozanu, glikolu polietylenowego i mieszaniny srodkéw powierzchniowo 2011/073115

czynnych Al
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chemia, przygotowanie N-metylopirolidonu chitozanu jako érodka gojacego rany, skorupiaki zel, proszek, blona, powloka 1992 WO
biomedycyna, wspomagajacego regeneracje tkanki facznej; jako preparaty kosmetyczne i 1992/009635
kosmetyka, farmaceutyczne. Al
farmacja
chemia, przygotowanie dwuskladnikowego roztworu polimerowego chitozanu nieokreslone roztwor 2011 WO
biomedycyna, zawierajacego polimer chitozanu i roztwoér soli w celu utworzenia 2011/060553
farmacja kompatybilnej z komérkami, niewytracajacej formuty do stosowania w Al
regeneracji tkanek i dostarczaniu srodkéw terapeutycznych
chemia, metoda N-acetylacji (ponownej acetylacji po deacetylacji) chitozanu do komercyjne nieokreslone 2009 WO
kosmetyki stosowania w detergentach w postaci ,,dawek jednostkowych” 2009/095816
Al
chemia, przygotowanie chitozanu z grzybéw przy uzyciu zasadowego roztworu i grzyby nieokreslone 2021 WO
materiato- temperatury, do stosowania jako $srodek odwadniajacy i flokulujacy w 2021/136882
zZnawstwo oczyszczaniu Sciekéw Al
chemia, przygotowanie N-karboksyalkilokarbonylochitozanu lub nieokreslone nieokreslone 1998 WO
farmacja N-karboksyalkilochitozanu w polaczeniu z peptydem lub aminokwasem jako 1998/011903
substancja czynna przeciwko nowotworom ztosliwym Al
chemia, przygotowanie komplekséw chitozanu i kwasu nukleinowego o nieokreslone nanoczastki 2010 WO
farmacja wilasciwosciach kwasowych (pH 3,8—4,2) do stosowania jako srodki 2010/111787
terapeutyczne podawane przez nabtonek sluzowy Al
chemia przygotowanie oligosacharydu chitozanu przy uzyciu nadkrytycznego nieokre$lone proszek, mikroczastki 2019 CN
dwutlenku wegla 201811469178
A
chemia przygotowanie biozgodnego fluorescencyjnego oligosacharydu chitozanu nieokreslone oligosacharyd 2019 CN
metodami ekologicznymi i ekonomicznymi 201910662043
A
chemia metoda wydajnej syntezy karboksylowanego chitozanu o ulepszonych nieokreslone roztwor 2019 CN
wlasciwosciach fizykochemicznych 201910341460
A
chemia przygotowanie kopolimeru trzeciej generacji oligosacharydu chitozanu nieokreslone polimer 2018 CN
szczepionego akrylanem metylu 201810034263
A
chemia przygotowanie fluorescencyjnego chitozanu jako wskaznika jonéw zelaza nieokreslone nieokreslone 2020 CN
201911036068
A
chemia metoda kopolimeryzacji oligosacharydu chitozanu pierwszej generacji z nieokreslone nieokreslone 2018 CN
akrylanem metylu 201810033904
A




yed

chemia katalityczna synteza pochodnej pirymidonu w obecnosci chitozanu nieokreslone nieokreslone 2017 CN
modyfikowanego kwasem sulfonowym 201710694845

A

chemia przygotowanie pochodnej chitozanu w postaci zasady Schiffa o aktywnosci nieokreslone nieokreslone 2019 CN
rolniczej i biomedycznej 201811569886

A

chemia przygotowanie tiolowanej pochodnej chitozanu o dziataniu nieokreslone roztwor 2019 CN
przeciwdrobnoustrojowym wobec E. coli 201910321066

A

chemia metoda enzymatycznej syntezy oligosacharydéw chitozanu o wydajnosci nieokreslone nieokreslone 2019 CN
~91%, ktérych stopient polimeryzacji miesci sie w zakresie od 2 do 6 201911006775

A

chemia przygotowanie kopolimeru kwasu polimlekowego modyfikowanego nieokreslone btona, powtoka 2020 CN
chitozanem 201911212936

A

chemia przygotowanie wychwytywacza fluoru na bazie chitozanu nieokreslone nieokreslone 2014 CN
201410346228

A

chemia przygotowanie pochodnej wanilinowej chitozanu w celu poprawy nieokreslone nieokreslone 2016 CN
rozpuszczalnosci i aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 201610599981

A

chemia zastosowanie kompleksu miedziowo-chitozanowego jako katalizatora w nieokreslone nieokreslone 2017 CN
syntezie zwiazkéw borowo-organicznych o dziataniu przeciwnowotworowym 201610271869

A

chemia metoda pomiaru stopnia acetylacji chitozanu poprzez miareczkowanie nieokreslone nieokreslone 2014 CN
2013085727 W

chemia, przygotowanie oligosacharydu chitozanu z surowcéw syntetycznych lub nieokreslone nieokreslone 2020 CN
rolnictwo naturalnych, do stosowania jako naw6z 202010177249

A

chemia, przygotowanie preparatu zawierajacego aktywny ester i chitozan do ochrony nieokreslone nieokreslone 2015 CN
rolnictwo ro$lin przed réznymi chorobami 201510373601

A

chemia, przygotowanie mikrosfer sktadajacych sie z glutaraldehydu, polifosforanu i nieokreslone mikrosfery 2018 CN
materiato- hydroksypropylochitozanu w celu zachowania wlasciwosci dielektrycznych 201711147416

znawstwo oleju roslinnego A

chemia, przygotowanie hydrofilowego i termicznie stabilnego kopolimeru N-linalolu i nieokreslone nieokreslone 2020 CN
materiato- chitozanu 202010580667

zZnawstwo A
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chemia metoda kopolimeryzagji oligosacharydu chitozanu drugiej generacji z nieokreslone nieokreslone 2018 CN
akrylanem metylu 201810033465
A
Tabela 10.5: Wykaz patentéw sklasyfikowanych jako dotyczace zastosowan farmaceutycznych.
Dziedzina Przeznaczenie Zrédlo Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
farmacja przygotowanie koniugatéw nanoczastek chitozanu i siarczanu chondroityny nieokreslone nanoczastki 2008 WO
do podawania doustnego i kontrolowanego uwalniania leku 2008/119824
Al
farmacja zastosowanie preparatu chitozan/orlistat w leczeniu zespotu wycieku oleistej komercyjne nieokreslone 2000 WO
tresci z odbytu 2000/009123
Al
farmacja przygotowanie no$nika na bazie chitozanu do podawania benzodiazepin do komercyjne nieokreslone 2009 WO
jamy nosowej 2009/027705
Al
farmacja przygotowanie preparatu przeciwlupiezowego do stosowania miejscowego, nieokreslone preparat kosmetyczny 2010 WO
skladajacego sie z chitozanu, srodka przeciwgrzybiczego i bazy kremowej 2010/109421
Al
farmacja przygotowanie preparatu przeciwgrzybiczego do stosowania miejscowego z nieokreslone preparat farmaceutyczny 2010 WO
wykorzystaniem mieszaniny chitozanu i klotrimazolu 2010/119365
A2
farmacja przygotowanie preparatu do stosowania miejscowego, sktadajacego sie z nieokreslone preparat farmaceutyczny 2010 WO
chitozanu, propionianu flutykazonu i bazy kremowej, do leczenia stanéw 2010/119366
zapalnych skéry A2
farmacja przygotowanie preparatu do stosowania miejscowego, sktadajacego sie z nieokreslone preparat farmaceutyczny 2010 WO
chitozanu, propionianu flutykazonu i azotanu mikonazolu oraz bazy 2010/119387
kremowej do leczenia infekcji grzybiczych A2
farmacja, przygotowanie systemu dostarczania lekéw za pomoca nanoczastek chitozanu nieokreslone nanoczastki 2016 WO
biomedycyna do leczenia choréb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera 2016/101081
Al
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farmacja, przygotowanie nanoczastek chitozanu modyfikowanych klatryna do komercyjne nanoczastki 2021 WO
materiato- dostarczania lekéw do osrodkowego ukltadu nerwowego 2021/032894
znawstwo Al
farmacja kontrolowane dostarczanie heparyny przez blone sluzowa komercyjne nanoczastki chitozanu i 2007 AU
heparyny w postaci 2006/301162
koricowej A
farmacja leczenie infekgji bakteryjnych skéry i gojenie ran do podawania miejscowego nieokreslone nieokreslone 2014 RU
2011146231 A
farmacja usieciowany interpolimer glikolu polietylenowego i chitozanu, stosowany komercyjne biodegradowalny zel 2014  US 12491605
jako system implantacyjny do dostarczania lekéw (pancerze A
krabow)
farmacja system dostarczania lekéw do mézgu nieokreslone nanoczastki 2015 IN
2259DE2013
A
farmacja powloka do mikrokapsutek z miceli fosfolipidowych utatwiajaca przenikanie nieokreslone mikrokapsutki 2011 RU
z zadana predkoscia 2009122169 A
farmacja zastosowanie koniugatu ginsenozydu i glikolu chitozanu w leczeniu komercyjne preparat farmaceutyczny 2021 us
nowotworéw 202016733840
A
farmacja kontrolowanie wchtaniania ttuszczéw w przewodzie pokarmowym chitozan tabletka 2017  EP 17161955
pochodzacy z A
grzybow
farmacja kontrolowane uwalnianie leku przy uzyciu nieaktywnej matrycy zawierajacej nieokreslone proszek w postaci 2005  EP 03019532
substancje farmaceutycznie czynna poczatkowej A
farmacja kontrolowane uwalnianie leku stosowanego w leczeniu schorzent komercyjne chitozan-glicerofosforanw 2019 us
otorynolaryngologicznych postaci koricowej 201615167136
A
farmacja zastosowanie kurkuminy w potaczeniu z alginianem chitozanu w formie nieokreslone proszek w postaci 2015  EP 10832404
gabki do gojenia ran lub do stosowania miejscowego poczatkowej, gabka w A
postaci korficowej
farmacja obnizanie ci$nienia krwi nieokreslone s6l 2008  EP 04715573
A
farmacja podawanie leku przez btone §luzowa komercyjne nieokreslone 2011 EP 05717745
A
farmacja substancja pomocnicza na bazie chitozanu o poprawionej éci§liwosci i nieokreslone drobny proszek w postaci 2007  EP 05019082
sypkosci, do wiazania ttuszczu lub jako srodek opéZniajacy uwalnianie poczatkowej, osad w postaci A

koricowej
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farmacja opatrunek na rany do pierwszej pomocy w celu opanowania krwotoku krewetki liofilizowany roztwér 2012 EP 02739871
zagrazajacego zyciu islandzkie A
farmacja nanoczastki zelu do podawania lekéw komercyjne nanoczastki 2016 us
201213474749
A
farmacja hemostatyczne kompozycje farmaceutyczne, ktére nie ulegaja degradacji w nieokreslone granulat 2019 TR 201713929
trudnych warunkach przechowywania A
farmacja uodpornianie gatunkéw ptakéw przeciwko chorobom zakaznym komercyjne nieokreslony 2013  EP 09782654
A
farmacja ulepszona metoda wytwarzania biodegradowalnych preparatéw do nieokreslone btona lub gabka 2017 us
dostarczania lekéw 201314771617
A
farmacja zwiekszenie czystosci enzymoéw proteolitycznych w leczeniu ran komercyjne chitozan aktywowany 2017 RU
ropno-martwiczych aldehydem glutarowym 2016130510 A
farmacja zwiekszenie predkosci gojenia sie ran i zapobieganie przywieraniu opatrunku nieokreslone kompleks chitozanu i 2010  EP 08835284
do rany glukanu w postaci koricowej A
farmacja donosowe podawanie biatek komercyjne preparat do nosa 2008  EP 04743222
A
farmacja lek, suplement diety, nutraceutyk nieokre$lone kompozycja zawierajaca s6l 2017 EP 13723129
N-acetylocysteiny i A
chitozanu w postaci
koricowej
farmacja wielowarstwowy przeciwbakteryjny opatrunek na rany komercyjne granulat lub matryca 2005  EP 05002336
A
farmacja nieniszczaca enkapsulacja biatek, do zastosowan w dostarczaniu lekéw komercyjne nanozel 2019  EP 15859435
A
farmacja czasteczki zelaza i chitozanu do doustnego podawania lekéw komercyjne proszek w postaci 1998 AU
poczatkowej; czasteczki w 1997/034814
postaci koricowej A
farmacja zapobieganie lub leczenie refluksu zotadkowo-przetykowego nieokre$lone nieokre$lone 2018 EP 13715452
A
farmacja system przedluzonego uwalniania ptynéw do podawania doustnego komercyjne roztwoér 2008  EP 05003405
A
farmacja hydrozel o dzialaniu biologicznym do zastosowan profilaktycznych i nieokreslone proszek 2017 RU
terapeutycznych 2015152528 A
farmacja ochrona $ciany zotadka przed wchtanianiem kwasu zotadkowego, stosowana nieokreslone zel 2018  EP 16812850
w leczeniu zapalenia blony §luzowej zoladka A
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farmacja leczenie podraznien skory i oparzen nieokreslone proszek w postaci 2012 EP 09702300
poczatkowej, zel A
hydrofilowy w postaci
konicowej
farmacja stabilne polipleksy, ktére nie wytracaja sie ani nie agreguja nawet w wysokich komercyjne polipleksy chitozanu i 2017 EP 08833604
stezeniach kwasu nukleinowego A
farmacja zalezny od temperatury, biokompatybilny roztwor zelujacy stosowany do komercyjne proszek w postaci 2018  EP 07762564
podawania lekéw, klejow tkankowych, opatrunkéw na rany, wypelniaczy i poczatkowej, roztwoér A
materiatéw kompozytowych do wstrzykiwar, inzynierii tkankowej termozelujacy w postaci
koricowej
farmacja leczenie zatrzymania krazenia lub reakcji alergicznych pancerze nanoczastki 2020 us
krabow 201815882399
A
farmacja leczenie struktur lub tkanek w obrebie gardta, uszu, koficzyn dolnych i komercyjne glutaminian chitozanu w 2014 EP 09735002
kregostupa postaci poczatkowej A
farmacja szczepionki przeciwko chorobie meningokokowej i infekcjom komercyjne alkilowane pochodne 2009  EP 03727880
chitozanu w postaci A
poczatkowej
farmacja, enkapsulacja lekéw hydrofilowych i hydrofobowych z wykorzystaniem komercyjne amfifilowy materiat 2019  EP 16181923
chemia chitozanu A
farmacja, ochrona skéry w przypadku tradziku r6zowatego nieokreslone Chitozan 2016  EP 09761818
kosmetyki hydroksypropylowy w A
postaci poczatkowej
farmacja, zastosowanie nanoczastek /mikroczastek chitozanu jako granulowanych komercyjne nano- i/lub mikrosfery oraz 2008 WO
chemia, substancji pomocniczych przylegajacych do blony sluzowej granulki 2008/131506
materiato- Al
Znawstwo
farmacja przygotowanie koniugatu chitozanu i ibuprofenu w celu zamaskowania nieokreslone roztwor 2008 WO
gorzkiego smaku i zapewnienia rozpuszczalnosci leku w wodzie 2008/095586
A2
farmacja przygotowanie wodnych form lekéw hydrofobowych (w szczegélnosci nieokreslone roztwor 2008 WO
ibuprofenu) poprzez koniugacje chitozanu do podawania dozylnego 2008/095587
Al
farmacja przygotowanie koniugatu chitozanu i ibuprofenu do podawania doustnego i nieokreslone roztwor 2008 WO
kontrolowanego uwalniania leku 2008/095588

Al
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farmacja zastosowanie hydroksypropylochitozanu jako miejscowego $rodka nieokreslone chitozan pochodna 2015 WO
tworzacego warstwe ochronng w leczeniu grzybicy paznokci (onychomikozy) hydroksypropylowa; srodek 2015/036369
btonotwérczy Al
farmacja zastosowanie chitozanu jako materialu adhezyjnego w tkankach blony nieokreslone nanoczastki, struktura 2004 WO
Sluzowej w celu ulatwienia uwalniania i dostarczania substancji czynnych micelarna, liposomalna lub 2004 /069230
farmaceutycznie krystaliczna Al
farmacja zastosowanie glutaminianu chitozanu jako adiuwanta szczepionkowego w komercyjne proszek, mikrosfery 1997 WO
polaczeniu z antygenami do szczepier sluzéwkowych 1997 /020576
Al
farmacja zastosowanie soli chitozanowych kwaséw karboksylowych lub komercyjne nieokreélone 1999 WO
karboksyaminokwaséw jako adiuwantu szczepionkowego w potaczeniu z 1999/027960
antygenami wirusa grypy do szczepienia sluzéwkowego Al
farmacja przygotowanie przeciwgrzybiczego preparatu okulistycznego na bazie soli komercyjne preparat farmaceutyczny, 2000 WO
chitozanu, ktéry moze nasladowac 1zy, do stosowania w leczeniu zespotu roztwor 2000/030609
suchego oka Al
farmacja przygotowanie preparatéw przeciwtradzikowych do stosowania nieokreslone preparat kosmetyczny 2010 WO
miejscowego, skladajacych sie z aktywnego srodka farmaceutycznego, 2010/109420
chitozanu i bazy kremowej Al
farmacja zastosowanie chitozanu jako substancji pomocniczej w przygotowaniu komercyjne preparat farmaceutyczny 2010 WO
preparatu przeciwgrzybiczego do stosowania miejscowego w polaczeniu z 2010/109423
aktywnym $rodkiem farmaceutycznym i steroidami Al
farmacja przygotowanie preparatu do stosowania miejscowego skladajacego sie z nieokreslone preparat farmaceutyczny 2010 WO
chitozanu, flutikazonu i klotrimazolu oraz bazy kremowej do leczenia infekgji 2010/119386
grzybiczych A2
farmacja przygotowanie preparatu przeciwgrzybiczego do stosowania miejscowego nieokreslone preparat farmaceutyczny 2010 WO
zawierajacego chitozan, azotan mikonazolu i baze kremowa do leczenia 2010/119368
infekgji grzybiczych A2
farmacja przygotowanie preparatéw zawierajacych chitozan o masie czasteczkowej od komercyjne nieokreslone 2021 WO
50 kDa do 350 kDa oraz kwas askorbinowy/winowy w celu zmniejszenia 2021/094610
grubosci blaszki miazdzycowej i zapobiegania chorobom Al
Sercowo-naczyniowym
farmacja zastosowanie L-karnityny/chitozanu jako preparatu farmaceutycznego do nieokreslone substancja stata lub ptyn 2001 WO
leczenia zaburzefi metabolizmu lipidéw 2001/035944
A2
farmagja zastosowanie chitozanu i soli do przygotowania ptynu do ptukania nosa w nieokreslone mieszanka farmaceutyczna 2015 WO
postaci stalej 2015/082965
A2
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farmacja przygotowanie chitozanu skompleksowanego z DNA kodujacym peptyd nieokreslone nanoczastki 2011 WO
glukagonopodobny do stosowania w leczeniu cukrzycy 2011/140638

Al

farmacja przygotowanie elektrostatycznych komplekséw chitozanu z kwasami komercyjne nanoczastki 2012 WO
nukleinowymi kodujacymi bialko terapeutyczne do terapii tolerogennej 2012/040832

Al

farmacja, zastosowanie chitozanu do przezskérnego dostarczania hydroksytyrozolu i nieokre$lone nanoczastka, nanoemulsja 2015 WO
biomedycyna hydrokortyzonu w leczeniu atopowego zapalenia skory 2015/072846

Al

farmacja, przygotowanie N-(N-acetylocysteiny-)chitozanu lub jego soli jako roztworu nieokreslone roztwor 2018 WO
chemia oftalmicznego 2018/202783

Al

farmacja, formuta komplekséw karboksymetyloskrobi i polielektrolitu chitozanu do komercyjne preparat staty 2012 WO
chemia przedluzonego i diugotrwatego uwalniania leku (pancerze 2012/097447

kraboéw) Al

farmacja, przygotowanie O-karboksymetylochitozanu i jego zastosowanie jako srodka nieokreslone roztwor 1997 WO
chemia zwiekszajacego retencje w okulistyce 1997 /006782

Al

farmacja, przygotowanie nanoczastek z chitozanu i cyklodekstryny w celu enkapsulacji nieokreslone nanoczastka 2020 WO
materiato- interferonéw i leczenia choréb osrodkowego uktadu nerwowego 2020/194034

znawstwo Al

farmacja, przygotowanie preparatu chitozanu/lecytyny do adsorpcji kwaséw komercyjne proszek czastek 2008 WO
materiato- z6lciowych i obnizenia poziomu zlego cholesterolu kompozytowych 2008/068762

zZnawstwo A2

farmacja, zastosowanie termozelujacych kompozytéw chitozanowych wypetnionych nieokre$lone kompozyt termozelowy 2004 WO
materiato- substancjami czynnymi w postaci wstrzykiwanej do leczenia tkanek 2004 /050100

znawstwo nowotworowych Al

farmacja zastosowanie kompleksu chitozanowo-alginianowego do dostarczania nieokreslone nanoczastki 2017 WO
immunogenu z Shigella Spp. jako aktywnej szczepionki przeciwko shigelozie 2017/191646

A2
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Tabela 10.6: Wykaz patentéw sklasyfikowanych w kategorii kosmetyka.

Dziedzina Przeznaczenie Zrodio Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
kosmetyki stymulacja wzrostu komorek skéry nieokreslone nieokreslone 2017 us
201013145285
A
kosmetyki mieszanka kwasu hialuronowego i chitozanu do nawilzania skéry i poprawy nieokreslone koloidalny preparat 2004  EP 02022761
jej elastycznosci kosmetyczny A
kosmetyki, kosmetyk lub produkt do pielegnacji skéry poprawiajacy jej wyglad lub nieokreslone hydrofobowe pochodne 2017 CA 3020171 A
chemia zdrowie chitozanu
kosmetyki zastosowanie N-(karboksymetylideno)chitozanu jako srodka do péttrwatego nieokreslone nieokreslone 2016  EP 12734800
prostowania wlos6w A
kosmetyki, zastosowanie karboksylanu pirolidonu chitozanu jako jednorazowego srodka komercyjne nieokreslone 2001 AU
materiato- chtonnego o zwiekszonej zdolnosci pochtaniania zapachéw i cieczy 2001/057202
znawstwo A
kosmetyki zastosowanie nanoczastek tlenku cynku, modyfikowanych powierzchniowo nieokreslone nieokreslone 2018  EP 15780936
za pomoca chitozanu usieciowanego tripolifosforanem, do absorpcji A
promieniowania UV, do stosowania w formulacji kremu przeciwstonecznego
kosmetyki, zwiekszenie tempa wzrostu paznokci poprzez stosowanie ptynnych lub nieokreslone sol 2013 EA 200901093
chemia polstatych preparatéw do stosowania miejscowego A
kosmetyki, poprawa wlasciwosci chitozanu, takich jak bioaktywnos¢ i rozpuszczalnosé komercyjne nanowtékna 2007  EP 02792233
materiato- A
znawstwo
kosmetyki, wykorzystanie karboksylanu pirolidonu chitozanu do produkgji artykutéw komercyjne powtoka 2009  EP 05013435
materiato- adsorpcyjnych do higieny osobistej A
znawstwo
kosmetyki wykorzystanie chitozanu do zwiekszenia skutecznosci zwiazkéw chloru w nieokreslone roztwor 2002 WO
przeciwgrzybiczym roztworze czyszczacym 2002/028990
Al
kosmetyki przygotowanie kompozydji antyperspirantu ztozonej z chitozanu o éredniej grzyby, bakterie  emulsja typu olej w wodzie 2018 WO
masie czasteczkowej (300-550 kDa) i paskéw chitozanu (250-650 kDa) lub stawonogi stabilizowana przez faze 2018/099931
lamelarna Al
kosmetyki, przygotowanie ptynnego preparatu chitozanowego tworzacego membrane, o nieokreslone ciecz, membrana 2020 WO
farmacja okreslonym stopniu deacetylacji, w celu wspomagania wzrostu mikrobioty 2020/207844
skory i leczenia dysbiozy Al




[454

kosmetyki przygotowanie $rodka do maseczki do twarzy, ktéry sktada sie gtéwnie z nieokreslone receptura kosmetyczna 2015 CN
oligosacharydéw chitozanu i kolagenu z meduz, zapewniajacego lepsza 201510044263
adsorpcje i sktadniki biologiczne w poréwnaniu z konwencjonalnymi A
maseczkami do twarzy
kosmetyki przygotowanie formulacji mydia z uzyciem pochodnych chitozanu, nieokreslone ciecz 2017 CN
niewymagajacej uzycia wody 201610416918
A
Tabela 10.7: Lista patentéw sklasyfikowanych w kategorii ochrona srodowiska.
Dziedzina Przeznaczenie Zrodio Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
$rodowisko dziatanie przeciw glonom powodujacym zakwity wodne nieokreslone nieokreslone 2017 us
201514872032
A
srodowisko przygotowanie biodegradowalnego, wielofunkcyjnego chitozanu nieokreslone nieokreslone 2018 CN
modyfikowanego kwasem amikowym jako wymiatacza metali ciezkich 201710244595
A
$rodowisko, zastosowanie nanokompozytéw wodorotlenku zelaza i glinu na matrycach nieokreslone kompozytowy materiat 2018 WO
nauka o chitozanowych do oczyszczania wody z arsenu i fluoru adsorpcyjny 2018/122871
materiatach Al
Tabela 10.8: Wykaz patentéw sklasyfikowanych w kategorii przetwoérstwo/technologia zywnosci.
Dziedzina Przeznaczenie Zrodio Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
technologia przygotowanie napojow zawierajacych chitozan o jednorodnej dyspersji nieokreslone dyspersja/ciecz 2021 EP 3881681
ZywnoSci chitozanu przy uzyciu witaminy C Al
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przetworstwo hamowanie wzrostu mikroorganizméw w jamie ustnej chityna z nanoczastki 2015 IN
spozywcze komorek 689MU2015 A
drozdzy
przetwoérstwo obnizenie poziomu lipidéw w osoczu i masy ciata nieokreslone proszek 2013  EP 06710312
spozywcze A
przetwoérstwo usuwanie lekéw lub pestycydéw z zywnosci, ptynéw, napojéw i sciekow nieokreslone proszek lub granulki 1998 AU
spozywcze 1997 /045692
A
technologia przygotowanie doustnego kompleksu mikrokrystalicznego chitozanu i biatka nieokreslone materiat jadalny 2002 WO
zywnosci sojowego do usuwania ttuszczu i cholesterolu LDL 2002/085142
Al
technologia przygotowanie preparatu gumy do zucia zawierajacego chitozan o wysokiej nieokreslone kompozyt gumy arabskieji =~ 2012 WO
Zywnosci, masie czasteczkowej do doustnego dostarczania zwiazkéw odzywczych chitozanu (guma do zucia) 2012/143011
materiato- fosforu. Al
znawstwo
technologia przygotowanie powloki z nanoczastek chitozanu, mentolu i miedzi do nieokreslone powloka, folia 2018 WO
zywnoSci, pokrywania produktéw rolnych 2018/172827
materiato- Al
znawstwo
przetworstwo preparat przeciwgrzybiczy w roslinach komercyjne mleczan chitozanu w 2011  EP 06721748
spozywcze postaci poczatkowej A
przetwoérstwo jadalna powtoka przedtuzajaca okres przydatnosci owocéw do spozycia nieokreslone nieokreslone 2017 MX
spozywcze 2015014327 A
przetwoérstwo jadalna powtoka przedtuzajaca okres przydatnosci warzyw i owocéw do nieokreslone nieokreslone 2019 MX
spozywcze spozycia 2014013173 A
przetwoérstwo konserwacja zywnosci bez wplywu na proces fermentacji nieokreslone mikrokapsutki 2020 NL 2026059 A
spozywcze
przetwoérstwo obrébka ptynnych produktéw spozywcezych i kontrola rozwoju drozdzy grzyby mikronizowany proszek 2015 us
spozywcze 201113704840
A
przetwoérstwo produkcja napojow herbacianych komercyjne roztwor (napdj) 2020  EP 18896926
spozywcze A
przetwoérstwo przygotowanie jadalnej folii z chitozanu i polifenoli, w ktérej polifenole sa nieokre$lone nanoczastki, folia 2019 CN
spozywcze ekstrahowane z brunatnic 201811522514
A
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Tabela 10.9: Wykaz patentéw sklasyfikowanych w kategorii rolnictwo.

Dziedzina Przeznaczenie Zrodio Poczatkowa lub koricowa Rok Numer
materiatu forma materiatu patentu
chitynowego chitynowego
rolnictwo poprawa sporulacji grzybow komercyjne proszek w poczatkowej 2009  EP 08718466
postaci A
rolnictwo zwiekszenie plonéw, wzmocnienie proceséw obronnych roslin stawonogi nieokre$lone 2020 EP 12730912
A
rolnictwo zapobieganie rozwojowi bakterii w owocach pomidora nieokreslone folia 2018 MX
2013001909 A
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