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Streszczenie

W pracy przedstawiono badania dotyczgce cyto-
toksycznego dziatania hydrozelowych membran
chitozanowych wytwarzanych metodg inwersji faz.
Hydrozelowe membrany stanowi¢ mogq potencjalny
materiat na opatrunki. Badania przeprowadzono na
referencyjnej linii komoérkoweyj, fibroblastach mysich
3T3/Balb. Membrany chitozanowe po 24, 48 i 72 h
kontaktu, nie wykazujg dziatania toksycznego.
Plastyfikacja membran w glicerynie wptywa nieko-
rzystnie przezywalno$c¢ komorek.

Stowa kluczowe: hydrozel, membrana, dziatanie
cytotoksyczne

[Inzynieria Biomateriatéw, 103, (2011), 23-28]

Wstep

W technologii tzw. nowej generacji opatrunkéw istotne
znaczenie zajmujg hydrozele. Spetniajg one podstawowe
wymagania stawiane opatrunkom najwyzszej 3 klasy. Zgod-
nie z nimi opatrunek powinien wykazywac duzg chtonnosg,
zatrzymywac wydzieling wraz z zarazkami, stanowi¢ bariere
zewnetrzng dla drobnoustrojow oraz przepuszczac gazy i
pare wodna, nie moze podraznia¢ rany i reagowac z sub-
stancjami stosowanymi miejscowo, powinien utrzymywac
odpowiednig temperature rany (zblizong do temperatury
ciata), a ponadto by¢ fatwy w uzyciu.

Duza popularno$¢ matryc hydrozelowych wynika z ich
korzystnych wtasnosci a mianowicie: obecnosci wody w
strukturze, biozgodnosci i biodegradowalnosci. Prefero-
wana w leczeniu ran wilgotna terapia przyspiesza bowiem
ziarninowanie, angiogeneze i reepitalizacje. Czas gojenia
rany leczonej w wilgotnym Srodowisku jest krotszy o ok.
50%. Hydrozele wytwarzajg w obszarze rany srodowisko
zblizone do fizjologicznego, pobudzajac naturalne zdolnosci
komaérek do proliferacji i odbudowy uszkodzonej tkanki. Do
wytwarzania hydrozeli wykorzystuje sie polimery naturalne
(agar, zelatyna, pektyna) i syntetyczne poli(alkohol winylo-
wy), poli(winylopirolidon), poli(kwas akrylowy), poli(glikol
etylenowy) [1-7].

Duze zainteresowanie budzi rowniez pochodna chi-
tyny - chitozan. Chityna (N-acetylo D-glukozoamina),
jest po celulozie najbardziej rozpowszechnionym po-
limerem w przyrodzie. Z uwagi jednak na trudng roz-
puszczalno$¢ jej zastosowanie jest ograniczone. Stad
zainteresowanie jej pochodng zwang chitozanem. Chito-
zan powstaje przez hydrolize grup acetyloaminowych.
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Abstract

Investigations of cytotoxic activity of chitosan
hydrogel membranes produced by the phase inversion
method are presented in the paper. Hydrogel memb-
ranes can be used potentially as a dressing material.
Experiments were carried out on a reference cell line,
mouse fibroblasts Balb/C 3T3. Chitosan membranes
after 24, 48 and 72 h exposure did not reveal any toxic
activity. Plastification of the membranes in glycerin had
a negative effect on cell survival.
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Introduction

In the so-called new-generation dressing technology,
hydrogels occupy an important place. They meet basic
requirements which the highest 3 class dressings should
satisfy. According to these requirements, dressings should
have high absorbability towards wound exudate and mi-
crobes, constitute an external barrier for microorganisms
and should be permeable for gases and water vapor.
They cannot irritate wound or react with locally adminis-
tered substances. They should retain appropriate wound
temperature (close to body temperature), and finally, they
should be easily applied.

Great popularity of hydrogel matrices is a result of their
advantageous properties, namely the presence of water
in the structure, biocompatibility and biodegradability. Wet
therapy preferred in wound healing enhances growth of
granulation tissue, angiogenesis and reepitalization. The
time of wet wound healing is shortened by about 50%.
In the wound region hydrogels form an environment simi-
lar to the physiological one, stimulating natural cell ability
to proliferate and reconstruct damaged tissues. Natural
(agar, gelatin, pectin) and synthetic (polyvinyl alcohol,
polyvinylpyrrolidone, polyacryclic acid, polyethylene glycol)
polymers are used for hydrogel production [1-7].

Chitin derivative, chitosan, arouses also significant inter-
est. After cellulose, chitin (N-acetyl-D-glucosamine) is the
most popular polymer in nature. However, due to hampered
solubility, its application is limited. This is why its derivative
called chitosan appears so interesting. Chitosan is formed
as a result of hydrolysis of acetylamino groups. The pres-
ence of amino groups in the molecule causes that this poly-
mer has better solubility and can be transformed into useful
forms (microspheres, membranes, sponges, hydrogels).
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Obecnos¢ w czasteczce grup aminowych powoduje, ze

® o o o o o o jest polimerem o lepszej rozpuszczalnosci i istnieje mozli-

wos$¢ przeprowadzenia go w formy uzyteczne (mikrosfery,
membrany, gabki, hydrozele). Z wielu badan na zwierzetach
wiadomo, ze chitozan przyspiesza gojenie ran poprzez:
zwiekszenie naptywu do miejsca zakazenia komoérek fa-
gocytujacych (granulocyty segmentowane i makrofagi),
stymulacje migracji i proliferacji komérek naczyn srodbton-
ka i fibroblastow, a wedtug niektérych badaczy rowniez
keratynocytow. Wykazano réwniez, ze chitozan dziata
statycznie, a nawet béjczo na komorki bakterii oraz grzybéw
drozdzoidalnych. Hydrozele chitozanowe wytwarzane sg
metoda inwersji faz poprzez neutralizacje soli chitozanu w
zasadowym roztworze wodnym bgdz wodno-alkoholowym,
w uktadzie polikation (sél chitozanu) — polianion (tri, heksa-
fosforan sodu, alginian sodu,) oraz zele formujace sie w
fizjologicznej temperaturze ciata ludzkiego (przy uzyciu
B-glicerofosforanu sodu, polialkoholu winylowego bgdz
wykorzystujac aktywnos¢ enzymatyczna ureazy w tempera-
turze 37-40°C). W otrzymane struktury wprowadza¢ mozna
dodatkowe srodki. Obecnos¢ grup —OH i NH, dzieki ktérym
dane s$rodki sg unieruchamiane powoduje stabilnos¢ uktadu
uzalezniong od warunkéw, w ktérych sie znajduje (np. pH,
temperatura), co z kolei umozliwia kontrolowang desorpcje
unieruchomionych $rodkéw. Hydrozele chitozanowe badane
sga W kierunku wykorzystania ich jako nosniki lekow, opatrun-
ki (w tym rowniez opatrunki hybrydowe zawierajgce wybrane
$rodki farmakologiczne np. przeciwboélowe, antybiotyki czy
inne wspomagajace proces gojenia rany) oraz scaffoldy
do hodowli komorkowej [8-22]. Wykorzystanie hydrozeli w
inzynierii biomedycznej wymaga okreslenia w pierwszym
rzedzie ich wtasnosci cytotoksycznych.

W pracy przedstawiono badania dziatania cytotoksycz-
nego membran chitozanowych wytwarzanych metodg
inwersji faz.

Materiat

Do badan cytotoksycznosci wytypowano hydrozelowe
membrany chitozanowe wytworzone metoda inwersji
faz z chitozanu o stopniu deacetylacji SD = 83% i 97%.
Te ostatnie poddano dodatkowo plastyfikacji w 20% roz-
tworze wodnym glicerolu. W dalszej czesci pracy przyjeto
nastepujgce oznaczenia:

» hydrozele chitozanowe z chitozanu o stopniu deacetylaciji

83%; - (b)
» hydrozele chitozanowe z chitozanu o stopniu deacetylaciji
97%; - (c)

» hydrozele chitozanowe z chitozanu o stopniu deacetylaciji

97% plastyfikowane w glicerynie - (d)

Membrany wytworzono z octanu chitozanu. Stezenie po-
limeru w roztworze wynosito 8%. Roztwor soli chitozanowej
rozprowadzono na wypoziomowanej ptaskiej powierzchni za
pomocg aplikatora o wysokosci szczeliny 0,8 mm, po czym
bezposrednio ptytke umieszczano w kapieli neutralizujacej
(10% roztworze wodnym NaOH). Czas trwania neutralizacji
wynosit 24 h. Nastepnie probki odmywano wodg zdejo-
nizowang do uzyskania pH obojetnego przy powierzchni
membrany. Przed oznaczeniem cytotoksycznos$ci membra-
ny sterylizowano radiacyjnie wykorzystujac kobaltowe Zrddto
promieniowania y 8°Co, przy dawce promieniowania 25 kGy.

Struktura i witasnosci fizykochemiczne hydrozelowych
membran chitozanowych przedstawione zostaty w publika-
cjach [24-27]. Membrany te charakteryzujg sie stosunkowo
wysokg wytrzymatoscig (w zaleznosci od stezenia polimeru
wynosi ona od 1-3 N/mm?) [24]. Struktura jest rozwinieta na
co wskazuje obraz powierzchni (membran po wysuszeniu lio-
filizacyjnym) pod mikroskopem scanningowym (RYS. 1) [25].

Many experiments on animals show that chitosan can
enhance wound healing by increasing the supply of phago-
cytic cells (segmented granulocytes and macrophages) to
the place of infection and by stimulating migration and pro-
liferation of the cells of endothelium vessels and fibroblasts,
and according to some researchers, also keratinocytes.
It has been proved that chitosan has a static and even bac-
tericidal and fungicidal effect on yeast. Chitosan hydrogels
are formed by phase inversion method through chitosan
salt neutralization in basic water solution or water-alcohol
solution, in the system of polycation (chitosan salt) — poly-
anion (tri, hexa sodium phosphate, sodium alginate) and
gels formed at body temperature (with the use of B-sodium
glycerophosphate, polyvinyl alcohol or employing enzymatic
activity of urease at the temperature 37-40°C). Additional
substances can be introduced into the formed structures.
The presence of —OH and NH, groups, due to which the
substances are immobilized, causes stability of the system
irrespectively of the conditions in which it occurs (e.g. pH,
temperature), which in turn enables controlled desorption
of the immobilized substances. Chitosan hydrogels are
investigated in respect to their applicability as drug carriers,
dressings, including hybrid dressings which contain selected
pharmacological agents, e.g. pain-killers, antibiotics or adju-
vants on wound healing, and scaffolds for cell cultures [8-22].
The use of hydrogels in biomedical engineering requires
primarily the determination of their cytotoxic properties.

Investigations of cytotoxic activity of chitosan membranes
produced by the phase inversion method are discussed in
the paper.

Experimental material

In cytotoxicity investigations chitosan hydrogel mem-
branes formed by the phase inversion method from chitosan
with the degree of deacetylation (DD) = 83% and 97% were
used. The latter membranes were additionally plastified in
20% water solution of glycerol. In following part of paper the
following marks are applied:
 chitosan hydrogels from chitosan with 83% DD - (b)

+ chitosan hydrogels from chitosan with 97% DD - (c)
 chitosan hydrogels from chitosan with 97% DD plastified

in glycerin - (d)

The membranes were made from chitosan acetate. Poly-
mer concentration in the solution was 8%. The chitosan salt
solution was distributed on a leveled flat surface by means of
an applicator with slot height 0.8 mm. After that the plate was
placed immediately in a neutralizing bath (10% water solution
of NaOH). The time of neutralization was 24 h. Next, the sam-
ples were washed with deionized water to reach neutral pH
at the membrane surface. Prior to cytotoxicity determination,
the membranes were sterilized by radiation using a cobalt
radiation source y ¢°Co, at radiation dose 25 kGy.

Structure and physico-chemical hydrogel chitosan
membranes were presented in publications [24-27]. These
membranes are characterized by relatively high strength
(depending on the polymer concentration range from ap-
proximately 1-3 N/mm?) [24]. The structure is developed as
indicated by the image of the surface (membrane after drying,
lyophilization) under the scanning microscope (FIG. 1) [25].
Structure organization depends on the concentration of
polymer in solution and molecular weight of the polymer.
Having the proper concentration of 8% and a specific mo-
lecular weight (500 kDa) the membrane with a high degree
of order (crystallinity) can be obtained [26]. Water fills the
spaces in the structure of pores and occurs as a partly re-
lated. Quantity of water bounded in the structure depends
on the degree of crystallinity [27].
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RYS. 1. Obraz membran pod mikroskopem sit
atomowych [24].

FIG. 1. Membrane image under atomic force mic-
roscope [24].

Uporzadkowanie struktury zalezy od stezenia polimeru w
roztworze membranotwdrczym i masy czgsteczkowej po-
limeru. Przy odpowiednim stgzeniu 8% i okreslonej masie
czasteczkowej (500 kDa) uzyskuje sie membrany o wysokim
stopniu uporzadkowania (krystalicznosci) [26]. Woda w
strukturze wypetnia przestrzenie poréw oraz wystepuje w
postaci czesciowo zwigzanej. Zwigzanie wody w strukturze
zalezy od stopnia uporzadkowania [27].

Metoda badan

Badania wykonano w Pracowni Hodowli Komérkowych,
Katedry i Zaktadu Histologii i Embriologii AM we Wroctawiu.
Badanie przeprowadzono zgodnie z PN-EN ISO 10993-5
.Biologiczna ocena wyrobéw medycznych. Badania cy-
totoksycznosci: metody in vitro” — marzec 2001. Badania
przeprowadzono metodg bezposredniego kontaktu.

Linia komérkowa

Badania przeprowadzono na referencyjne;j linii komorko-
wej, fibroblastach mysich 3T3/Balb otrzymanych z Banku
Tkanek, Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroctawiu.

Hodowle komodrek prowadzono w ptynie hodowlanym
Eagle’a z dodatkiem 10% inaktywowanej (30 min, 56°C)
surowicy cielecej oraz 100 j/ml penicyliny, 100 pg/ml strepto-
mycyny i 2 mM/ml L-glutaminy w temp. 37°C, w atmosferze
5% CO,. Komorki przeszczepiano stosujac roztwor 0,25%
trypsyny z 0,02% EDTAw PBS, o pH 7,2.

Badanie dzialania cytotoksycznego metoda bezpo-
sredniego kontaktu

Komoérki fibroblastéw mysich zostaty zatozone na 12-
dotkowych ptytkach firmy NUNC w ilosci 5x10° kazda. Po
24 godzinach komorki przykleity sie do podtoza i podzielity,
pokrywajgc okoto 60% powierzchni plytki. Po tym czasie
pozywke hodowlang usunieto, a do kazdego z naczyn
dodano nowe medium. Na hodowle komérkowe natozono
prébki materiatéw o wymiarach 10x10 mm i inkubowano w
temp. 37°C, w atmosferze 5% CO,. Kazdy materiat oceniano
w 3 powtdrzeniach.

Experimental method

Experiments were made in the Cell Culture Laboratory
of the Department of Histology and Embryology, Wroctaw
Medical University. Tests were carried out according to
the standard PN-EN ISO 10993-5 “Biological evaluation
of medical products. Cytotoxicity tests: in vitro methods”
— March 2001. The tests were performed by the direct
contact method.

Cell line

The experiments were carried out on a reference cell line,
mouse fibroblasts Balb/C 3T3 supplied by the Tissue Bank
of the Institute of Immunology and Experimental Therapy,
Polish Academy of Sciences in Wroctaw.

Cells were grown in culture in Eagle’s medium supple-
mented with 10% inactivated (30 min, 56°C) fetal bovine
serum and 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and
2 mM L-glutamine at the temperature 37°C, in the atmos-
phere of 5% CO,. The cells were inoculated using a 0.25%
solution of trypsin with 0.02% EDTA in PBS, at pH 7.2.

Investigation of cytotoxicity by the direct contact
method

Mouse fibroblast cells in the amount 5x10° were placed
on NUNC 12-well plates each. After 24 hours the cells
adhered to the substrate and were divided covering about
60% of the plate surface. After that time the culture medium
was removed and to each vessel a new medium was added.
Next, the cell cultures were covered with 10x10 mm material
samples and incubated at 37°C, in the atmosphere of 5%
CO,. Every material sample was evaluated in 3 replications.

Cytotoxicity evaluation

Quantitative and morphological changes after contacts
with the tested materials were evaluated after 24, 48 and
72 h under a reverse phase-contrast microscope, at a mag-
nification of 10x. Trypan blue staining was used to specify
the number of dead cells. For a drop of cell suspension was
added 1 drop of 0.4% trypan blue in PBS. After 1 minute drop
of suspension was introduced to counting chambers Blirker
and calculated the average of five squares each half of the
chamber and the percentage of dead cells. Toxicity of the
material samples was evaluated based on changes in cell
morphology, survival and ability to proliferate.

Statistical calculations

A statistical analysis was made using the t-Student test.
It was assumed that correlation coefficients were significant
at *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Results and discussion

After 24 h, in the cultures which were in contact with
all tested samples of hydrogel chitosan membranes no
morphological changes in the cells were observed. Cell
proliferation in the cultures with the samples was comparable
and insignificantly lower as compared to control cultures.
No dead cells were found in any culture (FIG. 2,3).

After 48 h, in the cultures which were in contact with all
tested samples of chitosan hydrogel membranes no mor-
phological changes of cells were observed. Cell proliferation
in the cultures with membranes made from chitosan with
83% and 97% degrees of deacetylation without plastifica-
tion in glycerol was slightly higher, and in the cultures with
membranes plastified in glycerol slightly lower as compared
to control cultures. No dead cells were found in any culture
(FIG. 4,5).
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RYS. 2. 24 h hodowla fibroblastéow mysich 3T3Balb/
C: a-kontrola; b - po kontakcie zmembrana z chito-
zanu o stopniu deacetylacji 83%; c - po kontakcie z
membrang z chitozanu o stopniu deacetylacji 97%;
d - po kontakcie z membrang z chitozanu o stop-
niu deacetylacji 97% plastyfikowang w glicerolu.
Fotografie b, ¢, d wykonane poprzez probki memb-
ran chitozanowych.

FIG. 2. 24 h culture of mouse fibroblasts Balb/C
3T3: a - control; b - after contact with the membra-
ne made from chitosan with 83% DD; c - after con-
tact with the membrane made from chitosan with
97% DD; d - after contact with the membrane made
from chitosan with 97% DD plastified in glycerol.
Photographs b, ¢ and d were taken through the
sample.

RYS. 4. 48 h hodowla fibroblastéw mysich 3T3Balb/
C: a - kontrola; b - po kontakcie z membrang
z chitozanu o stopniu deacetylacji 83%; c - po
kontakcie z membrang z chitozanu o stopniu
deacetylacji 97%; d - po kontakcie z membrang z
chitozanu o stopniu deacetylacji 97% plastyfiko-
wana w glicerolu.

FIG. 4. 48 h culture of mouse fibroblasts Balb/C
3T3: a - control; b - after contact with the memb-
rane made from chitosan with 83% DD; c - after
contact with the membrane made from chitosan
with 97% DD; d - after contact with the membrane
made from chitosan with 97% DD plastified in
glycerol.

Photographs b, ¢ and d were taken through the
sample.
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RYS. 3. Proliferacja fibroblastéw mysich 3T3
Balb/C po 24 h w hodowlach z membranami
chitozanowymi.

FIG. 3. Proliferation of mouse fibroblasts Balb/
C 3T3 after 24 h in the cultures with chitosan
membranes.

RYS. 5. Proliferacja fibroblastow mysich 3T3
Balb po 48 h w hodowlach z membranami
chitozanowymi.

FIG. 5. Proliferation of mouse fibroblasts Balb/
C 3T3 after 48 h in the cultures with chitosan
membranes.




Ocena dziatania cytotoksycznego

Zmiany ilosciowe i morfologiczne, po kontakcie z bada-
nymi materiatami oceniono po 24, 48 i 72 h w odwréconym
mikroskopie kontrastowo-fazowym, w powigkszeniu 10x.
W celu okreslenia ilosci martwych komérek zastosowano
barwienie btekitem trypanu. Do 1 kropli zawiesiny komérek
dodawano 1 krople 0,4% btekitu trypanu w PBS. Po 1 mi-
nucie wprowadzano krople zawiesiny do komory Biirkera i
obliczano $rednig z pieciu kwadratéw kazdej potowy komory
oraz procent komorek martwych. Stopien toksycznosci ma-
teriatdw oceniono na podstawie zmian w morfologii komaorek,
ich przezywalnosci i zdolnosci do proliferaciji.

Obliczenia statystyczne

Analize statystyczng wykonano z wykorzystaniem testu
t-Studenta. Przyjeto, ze wspoétczynniki korelacji sg istotne
przy *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Wyniki badan

Po 24 h, w hodowlach po kontakcie z wszystkimi bada-
nymi probkami hydrozelowych membran chitozanowych nie
stwierdzono zmian morfologicznych komarek. Proliferacja
komoérek w hodowlach z probkami byta poréwnywalna i
nieistotnie nizsza w poréwnaniu do hodowli kontrolnych.
W Zadnej hodowli nie stwierdzono komérek martwych
(RYS. 2,3).

Po 48 h, w hodowlach po kontakcie z wszystkimi bada-
nymi probkami hydrozelowych membran chitozanowych nie
stwierdzono zmian morfologicznych komorek. Proliferacja
komorek w hodowlach z membranami z chitozanu o stopniu
deacetylacji 83% i 97% bez plastyfikacji w glicerolu byta
nieistotnie wyzsza, a w hodowlach z membranami plasty-
fikowanymi w glicerolu nieistotnie nizsza w poréwnaniu
hodowli kontrolnych. W Zadnej hodowli nie stwierdzono
komorek martwych (RYS. 4,5).

Po 72 h, w hodowlach po kontakcie z wszystkimi bada-
nymi probkami hydrozelowych membran chitozanowych nie
stwierdzono zmian morfologicznych komorek. Proliferacja
komorek w hodowlach z membranami z chitozanu o stopniu
deacetylacji 83% byta identyczna, a w hodowlach z memb-
ranami z chitozanu o stopniu deacetylacji 97% nieistotnie
nizsza w porownaniu do hodowli kontrolnych. W hodowlach
z membranami plastyfikowagnymi w glicerolu stwierdzono
istotnie nizszg proliferacje komoérek (p = 0,0054) w poréw-
naniu do hodowli kontrolnych. W hodowlach kontrolnych i
w hodowlach z membranami chitozanowymi nieplastyfiko-
wanymi stwierdzono 2% komorek martwych. W hodowlach
z membranami plastyfikowanymi stwierdzono 5% komorek
martwych (RYS. 6 7).

RYS. 6. 72 h hodowla fibroblastow mysich 3T3Balb/
C: a - kontrola; b - po kontakcie z membrang z
chitozanu o stopniu deacetylacji 83%; Fotografia
wykonana poprzez probke; ¢ - po kontakcie z
membrang z chitozanu o stopniu deacetylacji 97%;
d - po kontakcie z membrana z chitozanu o stop-
niu deacetylacji 97% plastyfikowana w glicerolu.
W lewym dolnym rogu widoczna prébka.

FIG. 6. 72 h culture of mouse fibroblasts Balb/C
3T3: a - control; b - after contact with the memb-
rane made from chitosan with 83% DD; the pho-
tograph was taken through the sample; c - after
contact with the membrane made from chitosan
with 97% DD; d - after contact with the membrane
made from chitosan with 97% DD plastified in gly-
cerol. The sample is visible on the bottom left.
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RYS. 7. Proliferacja fibroblastow mysich 3T3
Balb po 72 h w hodowlach z membranami chito-
zanowymi.

FIG. 7. Proliferation of mouse fibroblasts Balb/C 3T3
after 72 h in the cultures with chitosan membranes.

After 72 h, in the cultures which were in contact with all
tested samples of chitosan hydrogel membranes no mor-
phological changes in cells were found. Cell proliferation
in the cultures with membranes made from chitosan with
83% DD was the same, and in the cultures with membranes
made from chitosan with 97% DD it was insignificantly
lower as compared to the control culture. In the cultures
with membranes plastified in glycerol, cell proliferation was
significantly lower (p = 0.0054) as compared to the control
cultures. 2% dead cells were found in the control cultures
and in the cultures with non-plastified chitosan membranes.
In the cultures with plastified membranes 5% dead cells
occurred (FIG. 6,7).
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Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze:

1. Membrany chitozanowe z chitozanu o stopniu deacetyla-
cji 831 97% (nieplastyfikowane) po 24, 48 i 72 h kontaktu,
nie wykazujg dziatania toksycznego.

2. Membrany chitozanowe plastyfikowane w glicerolu, po
24 i 48 h kontaktu, nie wykazujg dziatania toksycznego
na fibroblasty mysie 3T3/Balb, a po 72 h stabe dziatanie
toksyczne.

3. Hydrozelowe membrany chitozanowe stanowi¢ moga
potencjalny materiat na opatrunki.
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Conclusions

The experiments lead to the following conclusions:

1. The membranes made from chitosan with 83 and 97%
DD (non-plastified) after 24, 48 and 72 h exposure do
not reveal toxic activity.

2. Chitosan membranes plastified in glycerol, after 24
and 48 h exposure do not show toxic activity on mouse
fibroblasts Balb/C 3T3, and after 72 h they reveal weak
toxic effect.

3. Chitosan hydrogel membranes can be used as a potential
dressing material.
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