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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badar reologicznych
roztworéw chlorku chitozanu formujgcych zele pod
wptywem wzrostu temperatury. Miaty one na celu
wyznaczenie podstawowych parametrow okre$lajg-
cych przemiane fazowg: temperature zelowania oraz
energie potrzebng do przeprowadzenia tej przemiany.
Prace te sg istotne z uwagi na mozliwos¢ zastoso-
wania takich uktadéw jako skafoldow do hodowli
komorkowej bgdz nosnikow lekow umozliwiajgcych
ich wprowadzanie do tkanki zmienionej chorobowo
drogg iniekcji. Badania wykonano dla chitozanéw
0 réznym pochodzeniu: crab, shrimp i roznej masie
czgsteczkowej. Dla kazdego z chitozanéw przepro-
wadzono badania roztworéw chlorku chitozanu bez
oraz z dodatkiem disodowej soli B-glicerofosforanu
(B-NaGP). Punkt przemiany fazowej wyznaczano za
pomocg pomiarow zmian wtasciwosci reologicznych
prowadzonych w uktadzie stozek-ptytka reometru
rotacyjnego. Ponadto wyznaczono zmiany wartosci
pH roztwordéw oraz zmiane modutow: zachowawcze-
go G’i stratno$ci G” w funkcji przyrostu temperatury.
Na podstawie wynikéw pomiaréw stwierdzono istotny
wptyw pH na temperature punktu zelowania. Przepro-
wadzone pomiary reologiczne pozwolity wyznaczyc¢
trzy charakterystyczne obszary procesu zelowania:
(1) obszar cieczy lepkosprezystej, (2) obszar szybkie-
go zelowania, (3) obszar wolnego procesu zelowania
oraz okreslic, w oparciu o model kinetyki krystalizacji
polimeru, energie aktywacji dla obszaréw 2 i 3.

Stowa kluczowe: chitozan, hydrozel, punkt zelowa-
nia, przemiana fazowa zol-zel, energia aktywacji

[Inzynieria Biomateriatéw 139 (2017) 18-25]

Wprowadzenie

Chitozan jest potkrystalicznym amino-polisacharydem
otrzymanym przez deacetylacje chityny. Zainteresowanie
tym polimerem jest duze a perspektywy stosowania sg na
tyle rozlegte, ze chitozan zostat nazwany polimerem XXI
wieku [1,2]. Budowa strukturalna chitozanu jest zblizona do
budowy celulozy. Réznica wystepuje w pierscieniu pirano-
zowym przy drugim atomie wegla, gdzie w miejscu grupy
wodorotlenowej wystepuje grupa -NH, Ze wzgledu na swoje
wiasciwosci fizykochemiczne chitozan znajduje szerokie za-
stosowanie w procesach oczyszczania sciekow (wtasciwosci
chelatujgce), przemysle spozywczym oraz biomedycynie —
w procesach tworzenia inteligentnych nosnikow lekow [3,4].
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Abstract

The paper presents the results of rheological study
on chitosan chloride solutions, forming gels under the
influence of increased temperature. lts aim was to
establish the basic parameters specifying phase trans-
ition: gelation temperature and the energy needed for
conducting this transition. This study is significant due
to the possibility of applying such systems as scaf-
folds for tissue engineering or drug delivery systems.
The research was conducted for chitosans of various
origin: crab, shrimp and of various molecular weights.
For each chitosan, research was conducted in two
variations of the solutions of chitosan chloride, with
or without the addition of B-Glycerophosphate diso-
dium salt (B-NaGP). The phase transition point was
estimated by measurements of rheological propetrties,
conducted in a cone-plate system of a rotational rheo-
meter. Moreover, the pH value of the solutions and the
evolution of storage modulus G’ and loss modulus G”
in the function of temperature increase were determi-
ned. Based on the measurements results a significant
impact of pH on the gelation point temperature was
observed. The conducted rheological measurements
allowed to estimate three characteristic regions of
the gelation process: (1) area of viscoelastic liquid,
(2) area of fast gelation, (3) area of a slow gelation
process. Based on the kinetics model of polymer cry-
stallization, the activation energy for regions 2 and 3
was determined.

Keywords: chitosan, hydrogel, gelation point, sol-gel
phase transition, activation energy
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Introduction

Chitosan is a semi-crystalline amino-polysaccharide ob-
tained through deacetylation of chitin. Interest in this polymer
is large, and the perspectives of use so vast that chitosan
has been called a polymer of the 21st century [1,2]. The
structure of chitosan is close to the structure of cellulose.
The difference occurs in the pyranose ring, at the second
carbon atom, where hydroxyl group is replaced by an amine
—NH,. Due to its physicochemical properties, chitosan has
a variety of applications in sewage treatment processes
(chelating properties), food industry and biomedicine — in
processes of creating smart drug delivery systems [3,4].
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Szerokie zastosowanie chitozanu wynika, obok unikal-
nych wtasnosci fizyko-chemicznych, réwniez z tatwosci
przeprowadzenia go w formy uzyteczne takie jak proszki,
mikrogranulki, zele, ggbki lub membrany.

Chitozan rozpuszcza sie w niskostezonych roztworach
kwasow organicznych i nieorganicznych, w ktérych tworzy
sole z jonami rozpuszczalnika. W srodowisku kwasnym jon
H* zostaje przytgczony do grupy —NH, drugiego atomu wegla
w pierscieniu piranozowym [5,6]. Wtasciwosci chitozanu
ulegajg zmianie z hydrofobowych na hydrofilowe i tworzy
sie uktadu koloidalny, w ktérym fancuchy polimeru pozostajg
zdyspergowane w os$rodku ciggtym — roztworze kwasu.
Uktad taki wykazuje mozliwos$¢ przemiany fazowej zol-zel.
Hydrozele chitozanowe moga formowac sie w wyniku
zwiekszenia stezenia polimeru (zelowanie indukowane
stezeniem) [7,8], poprzez zmiany pH roztworu lub poprzez
jego podgrzewanie [3,4,9-12]. Podczas podgrzewania roz-
tworu, po przekroczeniu najnizszej krytycznej temperatury
roztworu (LCST), nastepuje zmiana budowy tancucha poli-
meru z klebka statycznego do postaci liniowej i wytworzenie
wzajemnych oddziatywan pomiedzy grupami funkcyjnymi
tancuchow polimeru (w szczegdlnosci grupami —NH,). Punkt
tej przemiany (temperatura punktu zelowania) zalezy od
rodzaju rozpuszczalnika oraz od obecnosci innych sub-
stancji wptywajgcych na pH roztworu (wzrost pH powoduje
obnizenie temperatury przemiany fazowej [9]).

Jednym z najczesciej stosowanych rozpuszczalnikéw
chitozanu jest roztwor kwasu chlorowodorowego (HCI).
Dodanie do roztworu chlorku chitozanu disodowej soli
B-glicerofosforanu (B-NaGP) podnosi wartos¢ pH roztwo-
ru. Tak wytworzony uktad koloidalny pozostaje w postaci
zolu w temperaturze pokojowej, ale podlega przemianie
fazowej w stan zelu, po ogrzaniu do okoto 37°C. Mecha-
nizm formowania sie zelu z roztwordéw soli chitozanowych
w obecnosci 3-NaGP jest w literaturze przedmiotem dys-
kusji, m.in. Chenite [9], Xueying Qiu [10] oraz Lavertu [11]
i Filion [3]. W pracach [3,11] autorzy sugerujg, ze redukcja
pKa chitozanu wywotana dostarczong energig cieplng
powoduje uwolnienie protonéw z czgsteczki chitozanu
(-NH;* < —NH, + H*). Efektem neutralizacji dodatniego
tadunku czasteczki chitozanu jest zanik odpychajgcych sit
elektrostatycznych, czgsteczki polimeru zmieniajg wtasci-
wosci z hydrofilowych na hydrofobowe. Sprzyja to tworzeniu
sztywnego uktadu przestrzennego w wyniku dominacji sit
przyciggania miedzy czgsteczkami polimeru.

Celem pracy byto wytworzenie hydrozeli wrazliwych na
zmiany temperatury z niskostezonych roztworéw chlorku
chitozanu bez oraz zawierajgcych 3-NaGP i opisanie prze-
miany fazowej poprzez wyznaczenie punktu zelowania
i energii aktywacji.

Materialy i metody

Do badan hydrozeli chitozanowych zastosowano trzy ro-
dzaje chitozanu. Chitozan firmy Sigma-Aldrich pochodzenia
krabowego, numer produktu 50494, numer Lot 0001424218
(dalej oznaczony jako ‘crab’). Chitozan firmy Sigma-Aldrich
pochodzenia krewetkowego, numer produktu 50494, numer
Lot BCBB5837 (dalej oznaczony jako ‘shrimp’). Chitozan
firmy Fluka o nieokreslonym pochodzeniu i oznaczony
przez producenta jako niskolepki, numer produktu 50949,
numer Lot 1078112 (dalej oznaczony jako ‘fluka’). Podsta-
wowe parametry fizykochemiczne w postaci Sredniej masy
czgsteczkowej (Mw) oraz stopnia deacetylacji (DD) dla
poszczegdlnych chitozanoéw przedstawiono w TABELI 1.
Stopien deacetylacji wyznaczono jako réznice DD = 1 - DA.
Stopien acetylacji (DA) oznaczono metodg miareczkowania.

The wide application of chitosan results, apart from the
unique physicochemical properties, also from the ease of
transforming it into useful forms such as powders, micro-
pellets, gels, sponges or membranes.

Chitosan is solved in low concentrated solutions of organ-
ic and non-organic acids in which it forms salts with solvent
ions. In an acidic environment the H* ion is linked to the -NH,
group in the pyranose ring [5,6]. Chitosan properties change
from hydrophobic to hydrophilic and a colloidal system is
created in which the polymer chains remain dispersed in
a continuous medium — acid solution. Such a system shows
a possibility for a sol-gel phase transition. Chitosan hydro-
gels may form as a result of increasing the concentration
of the polymer (gelation induced by concentration) [7,8],
through the change of pH of the solution or through heating it
[3,4,9-12]. While heating the solution, after crossing the low-
er critical solution temperature (LCST), a structural change
of the polymer chain from a coil to a line form takes place,
and mutual interactions among the functional groups of the
polymer chains (in particular the —NH, groups) are formed.
The point of this transition (gelation point temperature)
depends on the type of solvents and the presence of other
substances influencing the pH of the solution (pH increase
causes a reduction of the phase transition temperature [9]).

One of the most frequently used chitosan solvents is the
solution of hydrochloric acid (HCI). Addition to the chitosan
chloride solution of B-Glycerophosphate disodium salt
(B-NaGP) increases the pH value of the solution. The col-
loidal system created in this manner remains in the form of
sol at room temperature, but it undergoes a phase transition
into gel after heating to approximately 37°C. The mechanism
of forming a gel from solutions of chitosan salts in the pres-
ence of B-NaGP is the subject of discussion in literature,
e.g. Chenite [9], Xueying Qiu [10], as well as Lavertu [11]
and Filion [3]. In papers [3,11], the authors suggest that
a reduction of chitosan pKa induced by the heat energy
causes the release of protons from the chitosan molecule
(-NH;* < —=NH, + H*). The effect of neutralisation of the
positively charged chitosan molecule is the disappearance
of repulsion electrostatic forces, the polymer molecules
change their properties from hydrophilic to hydrophobic.
This promotes the formation of rigid cross-linked system
as a result of the domination of attraction forces among the
polymer molecules.

The aim of this study was to create hydrogels sensitive
to temperature changes from low-concentration solutions
of chitosan chloride without and containing 3-NaGP and to
describe the phase transition by determining the gelation
point and activation energy.

Materials and methods

For the research on chitosan hydrogels three types of
chitosan were used. Chitosan from Sigma-Aldrich company
from crab shells, product no. 50494, lot no. 0001424218
(further labelled as ‘crab’). Chitosan from Sigma-Aldrich
company from shrimp shells, product no. 50494, Iot no.
BCBB5837 (further labelled as ‘shrimp’). Chitosan from
Fluka company of unspecified origin and labelled by the
manufacturer as low-viscous (further labelled as ‘fluka’).
The basic physicochemical parameters as an average mo-
lecular weight (Mw) and the degree of deacetylation (DD)
for chitosans are presented in TABLE 1. The degree of
deacetylation was determined as a difference DD = 1 - DA.
The degree of acetylation (DA) was determined by titration.
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Srednig mase czgsteczkowg (Mw) kazdego z w/w pro-
duktéw oznaczono metodg chromatografii zelowej (GPC/
SEC) z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) na aparacie firmy KnauerSmartline, wy-
posazonym w analyticalisocratic Pump1000 i DRI detektor
(S-2300/2400, Knauer). Pomiary pH wykonano w termo-
statowanym naczyniu przy uzyciu pH-metru ELMETRON
CP-401, wyposazonego w elektrode do cieczy lepkich
ERH-12-6. Jako rozpuszczalnika uzyto wodnego roztworu
kwasu solnego. Dla kazdego typu chitozanu przygotowano
dwa roztwory z dodatkiem disodowego B-glicerofosforanu
(B-NaGP) oraz bez B-NaGP.

Roztwor chitozanu (2,5% wi/v) zostat przygotowany po-
przez rozpuszczenie 0,4 g chitozanu w 16 ml 0,1M roztworu
HCI. Po rozpuszczeniu pojemnik z probkg przykrywano
(w celu zapobiegania parowaniu) i pozostawiono na 24 h
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie prébke umiesz-
czono w temperaturze 5°C na 2 h. Wykonano po dwie probki
roztworéw dla kazdego z rodzajéw chitozanu. Do jednej
z nich dodawano przygotowany wczes$niej roztwor 3-NaGP
(2 g B-NaGP w 2 ml wody destylowanej) drugi roztwor po-
zostawiono bez 3-NaGP.

Pomiary wtasciwosci reologicznych roztworéw chitoza-
nowych przeprowadzono w ukfadzie stozek-ptytka reometru
rotacyjnego Anton Paar Physica MR 301. Zastosowano
stozek o $rednicy 50 mm i kgcie nachylenia 1°. Ptytka uktadu
pomiarowego wyposazona byta w ukfad regulacji tempe-
ratury (ogniwo Peltiera) zapewniajgce doktadng regulacje
zadanej temperatury pomiaru oraz umozliwiajgce sterowa-
nia szybkoscig nagrzewania/chtodzenia badanej prébki.

Wiasciwosci lepkie roztworéw chitozanu okre$lono na
podstawie krzywych ptyniecia. Pomiary wykonano w tem-
peraturze 20°C w zakresie szybkosci $cinania od 0,1 s do
1000 s'. Pomiary wtasciwosci lepkoprezystych niskoste-
zonego roztworu chitozanu dokonano w liniowym zakresie
lepkosprezystosci przy niskiej amplitudzie odksztatcen y
oraz statej czestotliwosci w. Proces zelowania prowadzono
w warunkach nieizotermicznych. Roztwory chitozanu
umieszczano w temperaturze 5°C (temperatura przechowy-
wania probki) w uktadzie pomiarowym reometru. Nastepnie
probke ogrzewano ze stalg szybkoscig 1 K/min — warto$¢
zblizona do szybkosci nagrzewania w organizmie ludzkim.
Podczas procesu zelowania wyznaczono wiasciwosci reo-
logiczne medium. Temperature przemiany fazowej wyzna-
czono na podstawie punktu przeciecia krzywych modutéw
zachowawczego G’ i stratnosci G” (tan & = 1).

Wyniki i dyskusja

Na podstawie krzywych ptyniecia, opisanych mode-
lem potegowym Ostwalda — de Waele’a, wyznaczono
wspotczynnik konsystenciji K i wspoétczynnik ptyniecia n.
Wspétczynniki ptyniecia n przyjmowaty wartosci w zakresie
0,75-0,88 dla probek z dodatkiem B-NaGP oraz wartosci
0,80-0,96 dla probek bez dodatku B-GPNa. Wszystkie
roztwory wykazywaty zatem wtasciwosci zblizone do cieczy
newtonowskiej. Wystepowata natomiast réznica w wartos-
ciach wspofczynnika konsystencji K pomiedzy probkami
typu ‘fluka’ a pozostatymi. Dla prébek ‘crab’ oraz ‘shrimp’
wartos¢ wspotczynnika konsystencji zawierata sie w prze-
dziale 2,1-2,6 [Pa's"]. Przebiegi krzywych ptyniecia i lepkosci
tych dwodch typow prébek byty bardzo zblizone do siebie.
Dla probek typu ‘fluka’ wspotczynnik konsystencji wahat sie
w przedziale 0,28-0,47 [Pa-s"]. Wartosc¢ lepkosci roztworow
typu ‘fluka’ byta o rzad wielkosci mniejsza w poréwnaniu
do probek typu ‘crab’ i ‘shrimp’. Mozna zatem uznaé prébki
zawierajgce chitozan ‘fluka’ jako nisko-lepkie, natomiast
prébki typu ‘crab’ i ‘shrimp’ okresli¢ jako wysoko-lepkie.

TABELA 1. Masa czasteczkowa oraz stopien
deacetylacji badanych chitozanéw.

TABLE 1. Molecular weight and deacetylation
degree of tested chitosan.

o Srednia masa Stopien
Probki .
. czgsteczkowa deacetylaciji
chitozanu
. Average Degree of
Chitosan . .
samples molecular weight  deacetylation
Mw [kDa] DD [%]
crab 680 81.8
| shrimp 862 83.4 |
| fuka 463 83.2 I

The average molecular weight (Mw) was determined by
gel permeation chromatography (GPC/SEC) with the use
of the high performance liquid chromatography (HPLC)
on a KnauerSmartline company apparatus, equipped
with an analytical isocratic Pump1000 and DRI detector
(S-2300/2400, Knauer). pH measurements were performed
in a thermostatic vessel with a pH-meter ELMETRON CP-
401 equipped with an electrode for viscous liquids ERH-
12-6. Aqueous solution of hydrochloric acid was used as
a solvent. For each type of chitosans two solutions were
prepared with and without B-NaGP.

The chitosan solution (2.5% w/v) was prepared by dis-
persing 0.4 g chitosan in 16 ml 0.1M HCI solution. After
dispersion, the container with the sample was covered
(in order to prevent vaporisation) and left for 24 h at room
temperature. After that time the sample was left at tempera-
ture 5°C for 2 h. Two samples were made for each kind of
chitosan. A previously prepared solution of B-NaGP (2 g
B-NaGP in 2 ml distilled water) was added to one of them,
whereas the other solution was left without B-NaGP.

The measurements of rheological properties of the chi-
tosans solutions were conducted in a cone-plate system
of a rotational rheometer Anton Paar Physica MR 301.
A cone of 50 mm diameter and 1° slope angle was used.
The plate of the measuring system was equipped with
a temperature regulation system (a Peltier cell) ensuring
accurate regulation of the desired measurement tempera-
ture and enabling to steer the speed of heating/cooling the
tested sample.

Viscous properties of chitosan solutions were deter-
mined based on the flow curves. The measurements were
performed at 20°C in the shear rate range from 0.1 s to
1000 s'. The measurements of viscoelastic properties of
low concentrated chitosan solution were made in the linear
range of viscoelasticity at low amplitude of deformations y
and constant angular frequency w. The gelation process
was conducted in non-isothermal conditions. Chitosan so-
lutions were loaded at 5°C (sample storage temperature)
in the measuring system of a rheometer. Next the samples
were heated with a constant speed of 1 K/min — a value
approximate to the heating speed in a human body. Dur-
ing the gelation process the rheological properties of the
medium were determined. Based on the intersection point
of the storage modulus G’ and loss modulus G” curves, the
phase transition temperature was determined (tan & = 1).
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RYS. 1. Wplyw temperatury na wartos¢ pH dla
réznych roztworéw chitozanu.

FIG. 1. Influence of the temperature on the pH
value for different chitosan solutions.

Zmiany wartosci pH dla réznych temperatur roztworéw
przedstawiono na RYS. 1. Z przebiegu tych zmian wynika,
ze istotny wptyw na wartos¢ pH (ilos¢ jonéw H* przylgcza-
nych do grup —NH, chitozanu) ma obecnos¢ -NaGP. Dla
probek zawierajgcych dodatek tej soli warto$¢ pH jest prak-
tycznie stata, niezalezna od temperatury, a odczyn roztworu
zblizony do obojetnego (pH ~7). W przypadku roztworéw nie
zawierajgcych B-NaGP, wartosci pH sg nizsze. Najnizsze pH
roztworu uzyskuje sie w przypadku chlorku z niskolepkiego
chitozanu fluka; jest ono zblizone do pH rozpuszczalnika
chitozanu czyli 0.1 M HCI i wynosi okoto 2.5, a zatem praw-
dopodobnie znaczna czes¢ grup —NH, nie ulegta protonacji.

Results and discussion

Based on the flow curves described by power law
model of a Ostwald - de Waele the flow consistency in-
dex K and flow behaviour index n were determined. Flow
behaviour index assume values in the range of 0.75-0.88
for the samples with the addition of B-NaGP and the val-
ues of 0.80-0.96 for the samples without B-NaGP. Thus
all solutions exhibit nature approximating to properties of
a Newtonian fluid. Whereas there is a difference in the
values of flow consistency index between ‘fluka’ sample
and the others. For a ‘crab’ and ‘shrimp’ samples the value
of flow consistency index was in the range 2.1-2.6 [Pa-s"].
The courses of the flow and viscosity curves of these
two types of samples were very similar to each other. For
‘fluka’ samples flow consistency index was within the range
0.28-0.47 [Pas"]. Viscosity values of ‘fluka’ solutions were
an order of magnitude smaller compared to the ‘crab’ and
‘shrimp’ samples. Therefore samples containing ‘fluka’ chi-
tosan can be considered as low-viscous, whereas the ‘crab’
and ‘shrimp’ samples can be described as high-viscous.

The changes in pH values for different temperatures of
solutions are presented in FIG. 1. From FIG. 1 it can be
seen that the pH value (the number of H* ions connected
with —NH, chitosan groups) is significantly influenced by the
presence of 3-NaGP. For samples containing an addition of
B-NaGP the pH value is almost constant, regardless of the
temperature, and the pH of the solution is close to neutral
(pH ~7). In the case of solutions not containing B-NaGP,
the pH values are lower. The lowest pH of the solution is
observed for the low-viscous fluka chitosan; its value is ap-
proximately equal to the pH of chitosan solvent, i.e. 0.1 M
HCI and amounts to 2.5. Thus a significant fraction of
—NH, groups was probably not ionized. It suggests
that this chitosan in the solution forms entangled and
rigid coils and access to hydrogen ions is more difficult.
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RYS. 2. Zmiany modutéw zachowawczego G’ i stratnosci G” w funkcji przyrostu temperatury: a) probki

z dodatkiem B-NaGP, b) probki bez dodatku 3-NaGP.

FIG. 2. The evolution of storage modulus G’ and loss modulus G” as a function of temperature increase:
a) samples with addition of B-NaGP, b) samples without addition of B-NaGP.
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Sugeruje to, ze chitozan ten wystepuje w roztworze w po-

® o o o o o o stacisztywnych, zwinietych ktebkow i dostep jonéw wodoru

jest utrudniony. pH roztworéw chitozanéw o wiekszych ma-
sach czgsteczkowych jest wyzsze niz pH rozpuszczalnika,
co wskazuje, ze do czesci grup —NH, zostaty przytgczone
jony H*, przy czym im wieksza srednia masa czgsteczkowa
tym pH wyzsze. Wzrost temperatury dla tych roztworow
powoduje zmniejszenie stopnia dysocjacji pKa, zgodnie
z danymi przestawionymi w literaturze [3,11].

Wplyw temperatury na wlasciwosci reologiczne

Zmiany modutéw zachowawczego G’ i stratnosci G”
w funkcji przyrostu temperatury pokazano na RYS. 2 odpo-
wiednio dla uktadéw z dodatkiem B-NaGP oraz bez. Na wy-
kresach mozna zaobserwowac trzy charakterystyczne regio-
ny. W regionie 1, probki chitozanu przejawiajg zachowanie
typowe dla cieczy lepkosprezystej. W obszarze tym modut
stratnosci (reprezentujgcy wtasciwosci lepkie medium)
dominuje nad modutem zachowawczym (reprezentujgcym
wiasciwosci sprezyste medium). Jednoczesnie wartosci obu
modutéw, a tym samym lepkos$ci zespolonej zmniejszajqg sie
wraz ze wzrostem temperatury i potwierdzajg generalng
zaleznos¢ spadku lepkosci cieczy ze wzrostem temperatury
[13]. Zgodnie z zaleznoscig Stokesa—Einsteina, wzrasta
wspotczynnik dyfuzji i nastepuje intensyfikacja samoistnego
ruchu molekut wewnatrz roztworu. W regionie 2 wartosci
modutdw zachowawczego i stratnosci gwattownie wzrastajg.
Jest to wynikiem tworzenia sig struktury usieciowanej (zelu).
Obserwuje sie rowniez wzrost dominacji modutu zachowaw-
czego nad modutem stratnosci. Wartos¢ wspotczynnika thu-
mienia tan(d) = G”/G’ maleje ponizej jednosci. Wtasciwosci
sprezyste zaczynajg przewazac¢ nad wtasciwosciami lepkimi.
Powstata struktura charakteryzuje sie wtasciwosciami ciata
statego. W obszarze koncowym (region 3), proces zelowa-
nia przebiega z mniejszg szybkoscig. Wynika to z duzych
wartosci lepkosci medium, spowalniajgcej dyfuzje czgstek.
Charakter powstatej struktury zmienia sie z postaci miekkiej
gumy do postaci szklistej.

Przebiegi krzywych na RYS. 2 wskazujg rowniez roznice
w kinetyce zelowania roztworéw chitozanéw z dodatkiem
B-NaGP oraz bez udziatu tego zwigzku. Pierwszg charak-
terystyczng réznicg sg potozenia punktu zelowania czyli
temperatury przemiany fazowej, ktérg wyznacza punkt prze-
ciecia sie modutéw G’i G”. Poréwnujgc dwa typy roztworow
(z oraz bez 3-NaGP) dla poszczegdlnych probek chitozanu
mozna zaobserwowac nizszg temperature zelowania
dla roztworéw zawierajgcych B-NaGP. Jest to zwigzane
z wyzszg wartoscig pH tych roztworow, poniewaz dodatek
B-NaGP petni role buforu i neutralizuje odczyn prébki (RYS. 1).
W poczatkowej fazie procesu w obu typach roztworoéw,
gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za hydrofilowos$é
(a tym samym stabilno$¢ roztwordw) jest obecnos$¢ dodatnio
natadowanych grup —NH;* w fancuchach chitozanu. Wraz
ze wzrostem temperatury (dostarczania energii) grupy ami-
nowe ulegajg dejonizaciji [3,11], ktéra prowadzi do zmiany
charakteru czasteczek chitozanu z hydrofilowego na hy-
drofobowy. Obecnos¢ czastek B-NaGP, ktére w roztworze
wystepujg w postaci zdysocjowanej na jony Na* i B-GP?,
powoduje szybszg neutralizacje protondéw H* i pozwala sitom
hydrofobowym (odpowiedzialnym za wzajemne przycigga-
nie sie fancuchow polisacharydu — formowaniem sie zelu)
na osiggnigcie przewagi. Brak dodatku 3-NaGP utrudnia po-
wstanie oddziatywan migdzy grupami aminowymi chitozanu
i tym samy powoduje podwyzszenie temperatury zelowania
tego typu uktadoéw. Druga zasadnicza réznica w zjawisku
zelowania, miedzy oboma typami roztwordw, uwidacznia
sie w dynamice przemian w regionie 2. Mozna zaobserwo-
wac gwattowniejszg przemiane dla roztworéw bez dodatku
B-NaGP w poréwnaniu z roztworami zawierajgcymi bufor.

The pH of solutions from chitosans with greater molecular
weight is higher than the pH of the solvent, which indicates
that H* ions were linked with a part of —NH, groups. The
greater the average molecular weight, the higher the pH.
An increase in temperature for these solutions causes
areduction in the degree of dissociation pKa, in accordance
with the data presented in literature [3,11].

Influence of temperature on rheological properties

The evolution of storage modulus G’ and loss modulus
G” as a function of temperature increase is shown in FIG. 2
for systems with and without the addition of B-NaGP,
respectively. On the graphs three characteristic regions
can be observed. In region 1, the chitosan samples show
a typical behaviour for a viscoelastic liquid. In this area the
loss modulus (representing the viscous properties of the
medium) dominates over the storage modulus (represent-
ing the elastic properties of the medium). At the same time
the values of both moduli, and thus the complex viscosity
decrease with the increase of temperature and confirm the
general dependency of viscosity decrease of liquid with the
temperature increase [13]. In accordance with the Stokes-
Einstein dependency, the diffusion coefficient increases and
next an intensification of self-induced molecule movement
inside the solution takes place. In region 2, the values of
the storage modulus and the loss modulus rise rapidly.
This is a result of the creation of a crosslinked structure
(gel). Anincrease of domination of the storage modulus over
the loss modulus was also observed. The value of the
damping factor tan (8) = G”/G’ decreases below one. The
elastic properties begin to dominate over the viscous prop-
erties. The forming structure is characterized by solid-like
properties. In the final area (region 3), the gelation process
proceeds more slowly. This results from large viscosity
values of the medium, slowing down the diffusion of the
molecules. The character of the forming structure changes
from the form of rubber-like to glass-like form.

The courses of the curves in FIG. 2 also indicate a dif-
ference in the gelation kinetics of chitosan solutions with
and without B-NaGP. The first characteristic difference is
the position of the gelation point, i.e. the phase transition
temperature which is determined by the intersection of
moduli G’ and G”. Comparing the two types of solutions
(with and without B-NaGP) for each chitosan samples,
a lower gelation temperature for solutions containing
B-NaGP can be noticed. This is related to a higher pH value
of these solutions, since the addition of B-NaGP functions
as a buffer and neutralizes the pH of the sample (FIG. 1).
In the initial phase of the process in both types of solutions
the main factor responsible for the hydrophilic properties
(and thus the stability of the solutions) is the presence of
positively charged —NH;* groups in chitosan chains. With the
increasing temperature (input of energy) the amino groups
are deionize [3,11], which leads to a change of character
of the chitosan molecules from hydrophilic to hydrophobic.
The presence of B-NaGP molecules which exist in the so-
lution in the form dissociated Na* and B-GP?% ions causes
a faster neutralisation of H* protons and allows the hy-
drophobic forces (responsible for the attraction between
the polysaccharide chains — gel formation) to reach an
advantage. No addition of B-NaGP makes the interactions
among chitosan amino groups difficult to create and thus
causes an increase in the gelation temperature of this type
of systems. Another basic difference in the gelation phe-
nomenon between the two types of solutions is revealed in
the dynamics in region 2. Amore rapid modulus increase for
solutions without the addition of B-NaGP compared with the
solutions containing the buffer can be observed.
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Nieizotermiczna kinetyka zelowania

Analiza zmian wartosci modutu zachowawczego G’ oraz
zastosowanie modelu kinetyki krystalizacji polimeru, ktory
jest potgczeniem réwnania Arrheniusa i zaleznosci czasowo-
-temperaturowej pozwalajg wyznaczy¢ energie aktywacji
dla procesu zelowania [14-16]. Dla procesu zelowania,
zachodzgcego przy wzroscie temperatury, rownanie kinetyki

[14] przyjmuje postac:
1 dG
In (G ~at

E,
)=k, +(&7) (1)

gdzie:
G’ — modut zachowawczy [Pa]
n —rzad szybkosci reakgji
t— czas [s]
ko, — wspotczynnik czestosci Arrheniusa
E, — energia aktywaciji procesu [J mol]
R — stata gazowa [J mol' K]
T — temperatura absolutna [K]

Wyktadnik n oznacza wymiar rosngcych krysztatow r
oraz typ zarodkowania s (n = r + s). Parametr r przyjmuje
wartosci 1, 2 lub 3 odpowiednio dla struktur jedno-, dwu- lub
trzywymiarowych (pret, dysk, sfera), natomiast s przyjmuje
wartos¢ 0 dla uktadéw z istniejgcymi juz jgdrami zarodko-
wymi lub 1 dla uktadéw z rosngcg w czasie iloscig jgder
zarodkowych [17]. W obliczeniach przyjeto parametr n = 2
w oparciu o badania przedstawione przez autoréw [18,19],
dotyczgce podobnych uktadéw polimerowych. Wielkosé
dG’/dt w réwnaniu (1) oznacza tzw. szybkos$¢ rozwoju struk-
tury. W celu okreslenia wartosci dG’/dt wykonano regresja
wielomianowg zaleznos$ci modutu G’ od czasu t, a nastepnie
zrézniczkowano ten wielomian. Wykreslajagc zaleznosé
In(1/G’™ dG’/dt) vs 1/T z nachylenia krzywej wyznaczono
wartos¢ energii aktywacji E, (RYS. 3).

Non-isothermal kinetics of gelation

An analysis of the changes in the values of the storage ® ® @ e ® o o

modulus G’ and the use of kinetics model of polymer crys-
tallization which is a combination of the Arrhenius equation
and the time-temperature relationship allow to determine the
activation energy for the gelation process [14-16]. For the
gelation process taking place with a temperature increase,
the kinetics equation [14] takes the following form:

1 dG E,
(G g )=hke+(RF) O

where:
G’ — storage modulus [Pa]
n — reaction speed rate
t—time [s]
ko, — Arrhenius frequency coefficient
E, — process activation energy [J mol']
R — gas constant [J mol"' K]
T — absolute temperature [K]

Exponent n indicates the dimension of the growing crys-
tals r and the type of nucleation s (n = r + s). Parameter
r assumes values 1, 2 or 3 respectively for one-, two- or
three-dimension structures (rod, disk, sphere), whereas s
assumes value 0 for systems with existing nucleation cores
(predetermined nucleation), or 1 for systems with a nuclea-
tion cores growing with time [17]. In the calculations param-
eter n = 2 was adopted on the basis of research presented
by authors [18,19], regarding similar polymer systems. Value
dG’/dtin the equation (1) is the structure development rate.
In order to specify the term dG’/dt, polynomial regression
was made from data of modulus G’ as a function of time t,
and next this polynomial was differentiated. The relation-
ship In(1/G™ dG’/dt) vs 1/T allows to determine the value
of activation energy E, from the slope of the plot (FIG. 3).
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RYS. 3. Zaleznos¢ czasowo-temperaturowa na wykresie Arrheniusa pozwalajgca wyznaczy¢ energie aktywacji:
a) probki z dodatkiem B-NaGP, b) probki bez dodatku B-NaGP.

FIG. 3. The time-temperature relationship on Arrhenius plot enabling to determination of activation energy:
a) samples with addition of B-NaGP, b) samples without addition of 3-NaGP.
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TABELA 2. Wartosci wyznaczonych energii aktywacji, czasy oraz temperatury zelowania.
TABLE 2. Determined values of activation energy, gelation times and temperatures.

Energia aktywacji / Activation Energy Czas Zelowania Temperatura
Probki chitozanu E, [kJ mol] Gelation time zelowania
Chitosan samples t Gelation temperature
Region 2 Region 3 gel [] T, [°C]

crab + B-NaGP 729 283 1329 26.6

crab 1406 661 2909 53.0

shrimp + B-NaGP 910 Bjll8 1790 34.3

shrimp 3302 269 2040 38.5

fluka + B-NaGP 1198 448 1920 36.5

fluka 1916 396 2249 42.0

Na podstawie rownania (1) wyznaczono energie akty-
wacji poszczegoélnych probek chitozanu dla regionow 2 i 3.
Wartosci wyznaczonych energii przestawiono na RYS. 3
oraz w TABELI 2. Dla regionu 2, poréwnanie prébek roz-
tworéw chitozanu tego samego typu w dwoéch wariantach
(z dodatkiem i bez B-NaGP) wskazuje, ze formowanie sie
struktury jest bardziej korzystne energetycznie dla roztwo-
réw z dodatkiem stabej zasady (B-NaGP). Poréwnanie war-
tosci energii miedzy obszarami 2 i 3 sugeruje, ze w regionie
3 rozwdj struktury jest energetycznie fatwiejszy. Jednak jak
wspominano powyzej, proces zelowania w tym regionie jest
silnie ograniczony przez dyfuzje z powodu wysokich warto-
Sci lepkosci roztworu. Potwierdza to duzo nizszy przyrost
AG’ w tym obszarze w poréwnaniu do przyrostéw AG’ jakie
zaszty w regionie 2. Wskazuje to réwniez na to, ze region
2 jest kluczowym obszarem w procesie zelowania, pochta-
niajgcym najwiecej dostarczonej energii cieplnej.

Rozpatrujgc korzysci energetyczne, chitozan typu shrimp
w roztworze HCI bez 3-NaGP indukowat najwiekszy koszt
energetyczny (3302 kJ/mol). Jednak roztwor z tego chito-
zanu z dodatkiem roztworu stabej zasady wykazywat zna-
€zgco nizsze zapotrzebowanie energetyczne (910 kJ/mol)
dla przemiany fazowej. Roztworem wymagajgcym najmniej
energii aktywacji do sieciowania byt chlorek z chitozanu
crab. Zaréwno w wariancie z dodatkiem B-NaGP, jak
i bez, wartosci energii E, wyniosty odpowiednio 729 kJ/mol
oraz 1406 kJ/mol. Najwiekszej ilosci dostarczonej energii
cieplnej wymagat niskolepki chitozan Fluka. Jest to praw-
dopodobnie spowodowane tym, ze wystepuje w roztworze
w postaci sztywnych zwinietych kiebkéw, z wiekszoscig grup
hydrofobowych na zewnatrz. Powyzsze sugestie wymagajg
potwierdzenia metodami reologii optycznej np. badaniem
zmian rozproszenia Swiatta przez czagstki polimeru pod-
czas deformacji mechanicznej (small-angle light scattering
— SALS) lub metodami strukturalnymi (Fourier transform
infrared spectroscopy — FTIR, rentgenowskiej spektrometrii
fotoelektronow — XPS itp.).

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze uktady koloidalne chlorku chitozanu niezaleznie od za-
wartosci B-NaGP wykazujg przemiane zol-zel pod wptywem
wzrostu temperatury niezaleznie od pochodzenia chitozanu
i jego masy czgsteczkowe.

Punkt zelowania — temperatura tej przemiany zalezy od
wartosci pH roztworu (stopnia dysocjacji pKa [3,9,11]) oraz
Sredniej masy czgsteczkowej polimeru [12].

Based on the equation (1) activation energy of speci-
fied chitosan samples for regions 2 and 3 was determined.
The determined values of energy are presented in FIG. 3 and
in TABLE 2. For region 2, a comparison of chitosan solutions
samples of the same type in two versions (with and without
the addition of B-NaGP) indicates that the formation of the
structure is more energetically advantageous for solutions
with the addition of a weak alkali (3-NaGP). A comparison
of the energy values between areas 2 and 3 suggests that
in region 3 the development of the structure is energetically
easier. However, as it was mentioned above, the gelation
process in this region is highly restricted by diffusion due
to high viscosity values of the solution. This is confirmed by
a smaller AG’ increase in this area compared with the AG’
increase which took place in region 2. This also indicates that
region 2 is the key area in the gelation process, absorbing
the most input heat energy.

Considering the energetic benefits, the shrimp chitosan
in a solution without 3-NaGP induced the highest energetic
cost (3302 kJ/mole). However, a solution of this chitosan
with the addition of a weak alkali showed a significantly
lower energetic need (910 kJ/ mole) for the phase transi-
tion. The solutions requiring the least activation energy for
crosslinking were the crab chitosan solutions, both in the
version with the addition of 3-NaGP and without it. The
energy values E, were 729 kd/mole and 1406 kJ/mole, re-
spectively. The sample which required the largest amount of
input heat energy was the low viscous fluka chitosan. This
is probably related with the entangled and rigid form of this
chitosan and dominance of hydrophobic groups outside the
chain. The above suggestions need to be confirmed with
optical rheology methods, e.g. light scattering experiments
in polymer molecules during the mechanical deformation
(small-angle light scattering — SALS) or with spectroscopy
methods (Fourier transform infrared spectroscopy — FTIR,
X-ray photoelectron spectroscopy — XPS, etc.).

Conclusions

Based on the conducted research it was stated that
colloidal systems of chitosan chloride, regardless of the
B-NaGP addition, origins and molecular weight, revealed
a sol-gel transition under the effect of a temperature in-
crease.

Gelation point — the temperature of sol-gel transition
depends on the pH value of the solution (degree of dis-
sociation pKa [3,9,11]) and the average molecular weight
of the polymer [12].
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Przemiana fazowa zol-zel chlorku chitozanu podczas
ogrzewania ze stalg szybkoscig narastania temperatury
dokonuje sie w trzech charakterystycznych obszarach:
(1) roztwory przejawiajg zachowania cieczy lepkosprezystej,
(2) proces szybkiego sieciowania w poblizu punktu zelowa-
nia — tworzenie sie struktury miekkiej gumy, (3) proces wol-
nego zelowania przy wysokich temperaturach — formowanie
sie struktury szklistej.

Z punktu widzenia zastosowan medycznych, uktady
z dodatkiem stabej zasady (B-NaGP) sg bardziej pozadane.
Temperatury przemian fazowych tych uktadéw sa zblizone
do temperatury fizjologicznej cztowieka (~37°C) w przeci-
wienstwie do ukladow bez dodatku B-NaGP, gdzie punkt
przemiany fazowej znacznie przekracza te temperature.

Na podstawie modelu kinetycznego wyznaczono energie
aktywacji procesu zelowania i stwierdzono, ze roztwory
chlorku chitozanu z B-NaGP do przejscia zolu w zel wy-
magajg znacznie nizszych energii niz analogiczne uktady
bez B-NaG. Najkorzystniejszym energetycznie uktadem byt
roztwor chitozanu krabowego z dodatkiem 3-NaGP.
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The processes of sol-gel phase transition of chitosans
chloride solutions under the effect of constant heating rate
revealed in three characteristic regions: (1) the solutions
exhibit the behaviours of a viscoelastic liquid, (2) the process
of fast crosslinking near to the gelation point — creation of a
rubber-like structure, (3) the process of slow gelation at high
temperatures — formation of a glass-like structure.

From the viewpoint of medical use, the systems with the
addition of a weak alkali (B-NaGP) are more desirable. The
phase transition temperatures of these systems are near
to the human body temperature (~37°C) as opposed to
systems without the addition of B-NaGP where the phase
transition point drastically exceeds that temperature.

Based on the kinetics model the activation energy of the
gelation process was determined. It was stated that phase
transition processes of chitosan chloride solutions with
B-NaGP require far lower energy than analogous systems
without B-NaG. The most energetically beneficial system
was the crab chitosan solution with the addition of 3-NaGP.
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