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Streszczenie

W pracy przedstawiono prób  modyÞ kacji chito-

zanu kwasem t uszczowym stosuj c kwas linoleino-

wy oraz chlorowodorek 1-(3-dimetyloaminopropy-

lo)-3-etylokarbodiimidu (EDC*HCl) jako zwi zek ini-

cjuj cy reakcj  pomi dzy grupami funkcyjnymi mono-

merów (karboksylowymi i aminoglikozydowymi). Ana-

liza widm w podczerwieni potwierdzi a zaj cie reakcji 

i utworzenie hydroÞ lowo-hydrofobowych makrocz ste-

czek, które w kolejnych badaniach zostan  poddane 

próbom wytwarzania nanocz stek o spodziewanych 

w a ciwo ciach antybakteryjnych.

S owa kluczowe: chitozan, kwasy t uszczowe, 

warstwy przeciwdrobnoustrojowe, bioÞ lm
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Wprowadzenie

Materia y i wyroby medyczne obejmuj  du  grup  
tworzyw sztucznych, przeznaczonych w lecznictwie do cza-
sowego lub d ugotrwa ego kontaktu z organizmem. I cho  
materia y polimerowe stosowane do wyrobu implantów czy 
protez wykazuj  po dan  dla danego zastosowania bio-
kompatybilno , to wci  cz sto wyst puj cym problemem 
przy ich stosowaniu s  infekcje, które mog  prowadzi  do 
powa nych stanów chorobowych, a nawet mierci pacjenta. 
Infekcje wywo ywane s  g ównie przez mikroorganizmy, 
takie jak bakterie czy grzyby, które w wyniku adhezji do 
powierzchni materia u, rozmna aj  si  i tworz  bioÞ lm (po-
lisacharydow  b on  redukuj c  aktywno  metaboliczn  
mikroorganizmów, zwi kszaj c  ich odporno  na czynniki 
rodowiska zewn trznego, w tym równie  na antybiotyki) 

[1,2].
W interakcji pomi dzy biomateria em a patogenem oraz 

zdolno ci  do tworzenia si  bioÞ lmu, g ówn  rol  odgrywa 
charakterystyka powierzchni materia u jak zwil alno , a-
dunek elektryczny, morfologia czy topograÞ a. W proÞ lak-
tyce powstawania antybiotykoopornych stanów zapalnych 
konieczne jest zahamowanie procesu powstawania bioÞ l-
mu. Pierwszym etapem tego procesu (o charakterze od-
wracalnym), jest wyst powanie oddzia ywa  bliskiego za-

SYNTHESIS AND SELECTED 

PROPERTIES OF CHITOSAN

MODIFIED WITH FATTY ACID 

AS POTENTIAL ANTIMICROBIAL

COATINGS FOR POLYMERIC

IMPLANTS

AGATA NIEMCZYK, JOANNA GAJOWY, MIROS AWA EL FRAY*

WEST POMERANIAN UNIVERSITY OF TECHNOLOGY SZCZECIN, 
POLYMER INSTITUTE, DIVISION OF BIOMATERIALS AND 
MICROBIOLOGICAL TECHNOLOGIES, 
10 PULASKIEGO STR.10, 70-322 SZCZECIN, POLAND 
*E-MAIL:  MIRFRAY@ZUT.EDU.PL

Abstract

The paper presents preliminary investigation of 

chitosan modiÞ cation with fatty acid using linoleic acid 

and 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 

hydrochloride (EDC·HCl) as initiator for monomers 

functional (carboxyl and aminoglycoside) groups. The 

analysis of Infrared spectra conÞ rmed the formation 

of hydrophilic-hydrophobic macromolecules, which 

further will be used for preparation of nanoparticles 

with antibacterial properties.
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Introduction

Materials and medical devices include a large group 
of polymers, intended for medical uses for temporary or 
prolonged contact with the organism. Although polymeric 
materials used in manufacturing of implants or prostheses 
are characterized by the desired biocompatibility for a given 
application, bacterial infections are still a frequent problem 
in many applications, what can lead to serious illnesses 
and even patients death. The main reason of infection are 
microorganisms, such as bacteria or fungi, which proliferate 
and form a bioÞ lm (polysaccharide matrix reducing the meta-
bolic activity of microorganisms, increasing their resistance 
to external environmental factors, including antibiotics) as a 
result of the adhesion to the material surface [1,2].

The surface characteristics like wettability, electric 
charge, morphology and topography play the major role 
in the biomaterial and pathogen interaction as well as in 
the ability to form a bioÞ lm. The bioÞ lm formation process 
needs to be inhibited in order to prevent the formation of 
antibiotic-resistant inß ammation. The Þ rst stage of a proc-
ess (which is reversible) is the occurrence of short-range 
interactions (mainly van der Waals) and a key factor for this 
step is a biomaterial surface wettability. The second (an 
irreversible) step is related to cell adhesion to the material 
surface, and revealing speciÞ c impact on different types of 
adhesion proteins on cell surfaces. Subsequently, the cells 
proliferate and create the layer of microorganisms on the 
surface. If the biological structure reach an extensive size, 
some elements are peeled off (by the action of shear forces) 
and transported to the another location on the material 
and surrounding tissues, where they are re-adhered to the 
surface [3,4]. In order to obtain antibacterial properties of 
biomaterials, various methods of surface modiÞ cation, such 



75si gu (g ównie Van der Waalsa), a kluczowym czynnikiem 
tego etapu jest zwil alno ci powierzchni biomateria u. Dru-
gim etapem jest nieodwracalna adhezja komórek do po-
wierzchni materia u zwi zana ze specyÞ cznymi oddzia y-
waniami ró nego typu bia ek adhezyjnych wyst puj cych 
na powierzchni komórek. Kolejno dochodzi do namna ania
si  komórek i pokrycia pod o a warstw  mikroorganizmów. 
Gdy struktura biologiczna zostanie odpowiednio rozbudowa-
na, elementy tej struktury s  odrywane (w wyniku dzia ania 
si  cinaj cych) i przenoszone na dalsze odcinki materia u 
i s siednich tkanek, gdzie ponownie mog  ulec adhezji do 
pod o a. [3,4]. W celu uzyskania w a ciwo ci antybakteryj-
nych biomateria ów stosuje si  ró ne metody modyÞ kacji 
powierzchni, takie jak naszczepianie zwi zków posiadaj -
cych w a ciwo ci antybakteryjne (np. odpowiednie bia ka)
[2], wprowadzanie dodatków metali - g ównie srebra, ale 
równie  miedzi, cynku, glinu i elaza [5], impregnacja po-
wierzchni lekami [6] oraz nak adanie pow ok [3].

Chitozan, naturalny polielektrolit, o w a ciwo ciach po-
w okotwórczych, zbudowany z ß(1 4)-2-amino-2-deoksy-
D-glukopiranozy i ß(1 4)-2-acetamido-2-deoksy-D-glukopi-
ranozy (których udzia  zale ny od stopnia deacetylacji, DD)
jest nietoksycznym polisacharydem, biodegradowalnym, 
biokompatybilnym, biofunkcyjnym o szerokim spektrum 
bakterio- i fungistatycznym [7]. Ponadto, dzi ki licznie wyst -
puj cym w cz steczce grupom funkcyjnym (hydroksylowym 
i aminowym) w prosty sposób mo na podda  go modyÞ kacji 
chemicznej. I tak, poprzez naszczepienie na hydroÞ lowe a -
cuchy chitozanu cz steczek o charakterze hydrofobowym, 
mo na otrzyma  cz steczki amÞ Þ lowe, maj ce zdolno  do 
samoorganizacji i tworzenia si  mieli [8]. 

Celem pracy by a chemiczna modyÞ kacja chitozanu kwa-
sami t uszczowymi i otrzymanie cz steczek o charakterze 
hydroÞ lowo/hydrofobowym zdolnych do samoorganizacji 
i tworzenia nanocz stek. Cz steczki takie zostan  w ko-
lejnych pracach wykorzystane do tworzenia chitozanowo-
t uszczowych pow ok antybakteryjnych na powierzchni 
elastomerów termoplastycznych stosowanych w kardiologii 
i urologii. 

Materia y i metody badawcze

Chitozan (Sigma-Aldrich, lepko  20-300 cP 1% w 1% 
kwasie octowym, DD 75-85%) rozpuszczono w 1% kwa-
sie octowym. Roztwór kwasu linoleinowego (LA) i chloro-
wodorku 1-(3-dimetyloaminopropylo)-3-etylokarbodiimidu 
(EDC·HCl) (1:1 mol/mol) w metanolu wkroplono do roztwo-
ru chitozanu, inicjuj c reakcj  grup karboksylowych z gru-
pami aminoglikozydowymi (0,34/1 mol/mol). Reakcj  pro-
wadzono w temperaturze pokojowej przez 24 h. Produkt 
wytr cono w roztworze amoniaku, odwirowano, przemyto 
wod  destylowan  i metanolem. Osad suszono pod obni-
onym ci nieniem w 30°C przez 24 h. Ocen  budowy che-

micznej zmodyÞ kowanego chitozanu wykonano na podsta-
wie analizy widm podczerwieni. Stopie  deacetylacji (DD, 
%) chitozanu oznaczono miareczkowaniem konduktome-
trycznym, na podstawie analizy pierwszej pochodnej funk-
cji przewodnictwa roztworu chitozanu w 0,1 mol HCl, do ob-
j to ci roztworu miareczkuj cego (0,1 mol NaOH) oraz ko-
rzystaj c z równania:

DD=203,2·100/(42,0+1000m·0,1(V2VV -V1VV ))11
-1

gdzie m odpowiada ilo ci chitozanu (g), a V2VV -V1VV  obj to ci
NaOH potrzebnej do odmiareczkowania grup aminowych 
chitozanu [8].

as grafting of antibacterial compounds (eg. some protein) [2],
the implementation of metal ions, especially silver,  but also
copper, zinc, aluminum and iron [5], surface impregnation
with drugs [6] and different coatings have been used [3].

Chitosan, a natural polyelectrolyte, with Þ lm-forming prop-
erties, consist of ß (1 4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyran-
ose and ß (1 4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose
(with ratio depending from the deacetylation degree, DD)
is a non-toxic polysaccharide, biodegradable, biocompat-
ible, biofunctional  with broad bactericidal and fungicidal
spectrum [7]. Moreover, through numerous functional groups
(hydroxyl and amine) in chitosan molecule, chemical modi-
Þ cation can be carried out in a simple way. Thus, through
grafting of hydrophobic chains onto hydrophilic chitosan,
amphiphilic molecules, which can self-assembly to form
micelle can be obtained [8].

The aim of this work was chemical modification of 
chitosan by the fatty acids grafting to obtain hydrophilic-
hydrophobic macromolecules with self-assembling and
nanoparticles formation ability. Such nanoparticles will be
used for creating chitosan-fatty antibacterial coatings on the
surface of thermoplastic elastomers applied in cardiology
and urology.

Materials and methods

Chitosan (Sigma-Aldrich, viscosity 20-300 cP 1% in
1% acetic acid, 75-85% DD) was dissolved in 1% acetic
acid. Linoleic acid (LA) and 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC·HCl) (1:1 mol / mol) in
methanol solution was added dropwise to chitosan, initiating
the reaction of carboxyl and aminoglycoside groups (0.34/1
mol/mol). The reaction was carried out at room tempera-
ture for 24 h. The product was precipitated in a solution
of ammonia, centrifuged, washed with distilled water and
methanol. The precipitate was dried under vacuum at 30°C
for 24 h. Assessment of the chemical structure of modiÞ ed
chitosan was performed by analyzing the infrared spectra.
Deacetylation degree (DD, %) of chitosan was determined
by conductometric titration method, taking the Þ rst deriva-
tive of conductivity of chitosan solution (dissolved in 0,1 mol
HCl) and the volume of titration solution (0.1 mol NaOH),
and using equation:

  DD=203,2·100/(42,0+1000m·0,1(V2VV -V1VV ))11
-1

where m is the amount of chitosan (g), V2VV -V1VV  is the volume
of NaOH solution consumed in titration of amino groups of 
chitosan [8].

Results and discussion

The starting point for carrying out the modiÞ ed of chi-
tosan by fatty acid was the determination of degree of 
deacetylation of chitosan. For this purpose we used con-
ductometric titration, which is one of the simplest methods
for determining the deacetylation degree of chitosan. The
Þ rst measurement point (V1) is the volume of NaOH solution
needed to equilibrate free H+ ions from the excess of HCl,
while the second measurement point (V2) is the volume of 
NaOH solution needed to protonate the amino groups. The
determinated degree of deacetylation was ~ 78%.

The reaction of chitosan with fatty acid was catalyzed with
water-soluble carbodiimide EDC, which reacts with carboxyl
group of fatty acid to form an active ester intermediate (FIG.
1A). The intermediate can react with primary amine groups
of chitosan to form an amide bond [9] (FIG.1 B). The reac-
tion does not require high temperatures and the catalyst can
easily be removed from the reaction. Chemical structure of 
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the product - chitosan grafted with fatty acid chains (CH-LA) 
was veriÞ ed from the analysis of IR spectra shown in FIG. 2.

The comparison 
of infrared spectra of 
chitosan and modiÞ ed 
with linoleic acid prod-
uct (CH-LA) showed 
the characteristic ab-
sorption at 2924 cm-1, 
2854 cm-1, 1464 cm-1, 
1182 cm-1 assigned to 
vibrational band corre-
sponding to CH2 group, 
as well as the vibration-
al bands at 1739 cm-1

and 1590 cm-1, cor-
responding to amide 
group which became 
stronger. A signiÞ cant 
absorption intensity 
decrease was found at 
3000-3600 cm-1 what 
can be related to di-
minished concentra-
tion of amino groups 
of chitosan which were 
reacted with LA. 

Conclusions 

The use of a car-
bodiimide catalyst allowed the chemical modiÞ cation of 
chitosan with linoleic acid, as the result, the material with 
hydrophilic-hydrophobic characteristic was obtained. Such 
material, under appropriate conditions (i.e. in water or emul-
sion system) should demonstrate the ability to self-assembly 
and nanoparticles formation with the antibacterial properties. 
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Wyniki i dyskusja

Punktem wyj cia do prze-
prowadzenia syntez modyÞ ka-
cji chitozanu kwasem t uszczo-
wym by o oznaczenie stopnia 
deacetylacji chitozanu. W tym 
celu zastosowano miarecz-
kowanie konduktometryczne, 
które jest jedn  z prostszych 
metod oznaczania stopnia de-
acetylacji chitozanu. Pierwszy 
punkt pomiaru V1 odpowiada 
obj to ci roztworu NaOH po-
trzebnej do zwi zania wolnych 
jonów H+ pochodz cych z roz-
tworu HCl, natomiast V2 to obj to  potrzebna do sprotono-
wania grup aminowych. Wyznaczony DD wyniós  ~ 78%. 

Reakcj  chitozanu z kwasem t uszczowym katalizowano 
wodorozpuszczalnym karbodiimidem EDC, który z grupa-
mi karboksylowymi kwasu tworzy estrowy produkt po red-
ni (RYS. 1A), zdolny do reakcji z pierwszorz dowymi gru-
pami aminowymi chitozanu z utworzeniem wi za  amido-
wych (RYS. 1B) [9]. Reakcja nie wymaga wysokich tempe-
ratur, a katalizator jest atwo wymywany ze rodowiska re-
akcji. Struktur  chemiczn  produktu – chitozanu z naszcze-
pionymi a cuchami kwasowymi (CH-LA) potwierdzono na 
podstawie analizy widm IR przedstawionych na RYS. 2.

Porównuj c widma chitozanu i produktu jego modyÞ ka-
cji kwasem linoleinowym (CH-LA) widoczny jest wzrost in-
tensywno ci pasm przy d ugo ci fali 2924 cm-1, 2854 cm-1, 
1464 cm-1, 1182 cm-1 (drgania zwi zane z grup  CH2 pocho-
dz ce od kwasu t uszczowego), 1739 cm-1 i 1590 cm-1 (drga-
nia zwi zane z wi zaniem amidowym); oraz istotne zmniej-
szenie intensywno ci pasma w obszarze 3000-3600 cm-1

(wynikaj ce z zmniejszeniem si  ilo ci grup aminowych wy-
korzystanych w reakcji chitozanu z LA).

RYS. 1. Schemat modyÞ kacji chitozanu kwasem t uszczowy.
FIG. 1. A scheme of chitosan modiÞ cation with fatty acid.

RYS. 2. Spektrofotogramy ATR FTIR wyj ciowego chitozanu (a) i produktu modyÞ kacji (b).
FIG. 2. The ATR FTIR spectra of (a) chitosan and (b) modiÞ ed chitosan.



77Wnioski

Wykorzystanie katalizatora karbodiimidowego pozwoli-
o na przeprowadzenie chemicznej modyÞ kacji chitozanu
kwasem linoleinowym i otrzymanie materia u o charakterze 
hydroÞ lowo/hydrofobowym. Materia  taki, w odpowiednich 
warunkach (tj. w rodowisku wodnym lub uk adzie emul-
syjnym) powinien wykazywa  zdolno  do samoorganiza-
cji i tworzenia si  nanocz stek o spodziewanych w a ciwo-
ciach antybakteryjnych.
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