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Abstrakt

Wazrastajace obawy uzytkownikéw obuwia przed chorobami stop stwarzaja nowe wyzwania przemystowi
obuwniczemu. Dlatego poszukiwane sg nieszkodliwe dla czlowieka substancje antybakteryjne, ktére beda
skutecznie dziata¢ po zaaplikowaniu na wyroby skorzane. Takimi substancjami mogg by¢ kopolimery oparte o
naturalny polisacharyd - chitozan i jego poliglikolowe pochodne. W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy
w zakresie modyfikacji chitozanu, prowadzacy do otrzymania kopolimeréw, stwarzajacych mozliwos¢
zastosowan ich w przemysle skorzanym.

Abstract

Increasing concerns of footwear users against foot diseases create new challenges for the footwear industry.
Therefore, the antibacterial substances that will be effective after application to leather products and safe for
human are still searched. Such substances may be copolymers based on natural polysaccharide - chitosan and its
polyglycol derivatives. The paper presents the current state of knowledge in the field of chitosan modification
leading to obtaining copolymers that may have potential applications in the leather industry.
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1. Wstep

Wzrastajace obawy uzytkownikow obuwia przed chorobami stop, zwigzane miedzy
innymi z aktywnym stylem zycia, stwarzaja nowe wyzwania przemystowi obuwniczemu.
Bliski kontakt buta ze stopa zapewnia doskonate srodowisko dla wzrostu bakterii i grzybow
ze wzgledu na obecnos¢ duzej wilgotnosci i ciepta (pot pochodzacy od stop, a takze oleje i
nattustki od wktadek i innych elementéw obuwia) [1]. Wzrost drobnoustrojéw w $rodowisku
obuwia moze generowaé nieprzyjemne zapachy [2], wywotywaé roznego rodzaju infekcje
oraz spowodowaé pogorszenie jakosci materiatu obuwniczego [3, 4]. Ma to szczegolnie
istotny wptyw na stopy tzw. wrazliwe, takie jak np. stopy pacjentdéw z cukrzyca, gdzie

zachodzi obawa owrzodzenia stop, co moze prowadzi¢ nawet do amputacji [5].
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Zapobieganie wzrostom drobnoustrojow w obuwiu jest kwestia o podstawowym
znaczeniu, zarowno dla producentéw obuwia, jak i z punktu widzenia konsumenta. Celem
zminimalizowania problemu wzrostu drobnoustrojow w réznych typach obuwia, dostepne sg
na rynku antyperspiranty i preparaty w sprayu, zawierajace substancje przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybiczne, stosowane bezposrednio na stopg, lub do wewnatrz buta, jak rowniez
higroskopijne wktadki [6]. Biocydy chemiczne s3 rowniez czgsto stosowane w procesie
przetwarzania skor, ale najczeSciej nie nadajg one wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
produktom koncowym [1, 7]. Z danych opublikowanych wynika, ze dotychczas do
uzyskiwania powloki antybakteryjnej na wyrobach skdérzanych najczg$ciej stosowane jest
nanosrebro [8]. Jednak jego zastosowanie w niedalekiej przysztoSci moze by¢ zabronione ze
wzgledu na jego kumulacje w organizmach zywych. Ponadto niektore $rodki biobdjcze
zostaly ograniczone lub zakazane ze wzgledu na =zagrozenie zdrowia ludzi oraz
zanieczyszczenie srodowiskowe [9]. Dlatego poszukiwane sg inne substancje antybakteryjne
nieszkodliwe dla czlowieka, natomiast skutecznie dzialajace po zaaplikowaniu na wyroby
skorzane. Z przegladu literaturowego wynika, ze takimi substancjami mogg by¢ kopolimery

oparte o naturalny polisacharyd — chitozan i poliglikolowe pochodne.

2. Wyniki analizy stanu techniki

Chitozan otrzymywany jest w wyniku deacetylacji chityny jednego z najpowszechniej
wystepujacych w przyrodzie polisacharydow. Na ogoét jednak proces deacetylacji nie
przebiega catkowicie [10]. Chityna jest pozyskiwana do celéw przemystowych m.in. ze
szkieletow krabow oraz krewetek badz grzybni wybranych grzybow strzgpkowych [11, 12].
Struktura chitozanu sktada si¢ z czg$ci deacetylowanej (B-(1,4)-D-glukozamina) i czgsci
acetylowanej (N-acetylo-D-glukozamina) [13, 14]. Szeroki zakres zastosowan, chitozan
zawdzigcza swojemu bezpieczenstwu, nietoksycznosci, biokompatybilnosci,
biodegradowalnosci oraz innym unikalnym wiasciwosciom, takim jak np. mozliwosé
tworzenia filmow i dziataniu przeciwdrobnoustrojowym [13, 15]. Chitozan jest dostepny w
wielu gatunkach, rézniacych si¢ przede wszystkim masa molowa i stopniem deacetylacji,
ktore wptywaja na jego wiasciwosci fizyko-chemiczne [16]. Wigkszo$¢ chitozanow jest
rozpuszczalna w wodnych rozcienczonych roztworach kwasdéw, np. octowego lub
mrowkowego ponizej wartosci pH 6,5, w ktorych pierwszorzgdowe grupy aminowe chitozanu

s protonowane.
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Czynnikiem ograniczajagcym zastosowania chitozanu jest jego staba rozpuszczalno$¢ w

neutralnym srodowisku [17].

2.1. Chitozan w przemysle obuwniczym

Od wielu lat prowadzone sa badania dotyczace zastosowania samego chitozanu w
wewnetrznych czeSciach obuwia. Wedtug Fernandesa i in. [18], najkorzystniejsze wyniki w
zakresic wlasciwosci przeciwbakteryjnych skory uzyskano w procesic garbowania,
wprowadzajac chitozan na etapie utrwalania barwnika kwasowego (chitozan rozpuszcza si¢ w
stosowanym do tego celu $rodowisku kwasnym), badZz powlekajac w koncowym procesie
obrobki poprzez dodatek chitozanu uprzednio rozpuszczonego w roztworze kwasu
mrowkowego. Rys. 1 obrazuje mozliwosci wprowadzania chitozanu w procesie wyprawy

skor.
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Rys. 1. Mozliwosci aplikacji chitozanu w procesie wyprawy skor [18].

Barros i in. [19] badali aktywno$¢ przeciwbakteryjng skory zanurzonej przez 1 godzing w
0,5% roztworze chitozanu rozpuszczonego w 2% roztworze kwasu octowego w temperaturze
50°C, nastepnie zalkalizowaniu uktadu NaOH do pH 5 i wysuszeniu w 60°C. Skora
wykazywata aktywno$¢ przeciwbakteryjng w stosunku do trzech testowanych bakterii
Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa potwierdzajac w ten
sposob zasadno$¢ uzycia chitozanu, jako substancji czynnej, hamujacej wzrost bakterii w

czesci skorzanej obuwia [19].
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2.2. Pochodne chitozanu

Pomimo potencjalnych mozliwosci chitozanu zapobiegania i kontroli wzrostu bakterii,
ograniczenia rozpuszczalnosci chitozanu w wodzie w srodowisku obojetnym zawezajg zakres
jego aplikacji. Dlatego od wielu lat szeroko prowadzone badania skupiaja si¢ na modyfikacji
chemicznej chitozanu. Kazda jednostka glukozaminowa chitozanu posiada grupy aminowe i
hydroksylowe, podatne na modyfikacj¢ chemiczng (Rys. 2). Wyzszg reaktywno$¢ posiadaja
grupy aminowe w pozycji C-2, w poréwnaniu z grupami hydroksylowymi w pozycji C-6 i C-
3, co umozliwia specyficzny udzial grup aminowych w wigkszos$ci chemicznych modyfikacji

[20].

Rys. 2. Struktura chitozanu.

Proby zwigkszenia rozpuszczalnosci chitozanu w wodzie spowodowaty wytworzenie wielu
jego pochodnych w wyniku np. reakcji sulfonowania [21], kwaternizacji [22, 23, 24],
karboksymetylowania [25, 26] i N- i O-hydroksyalkilowania [27, 28]. Znane s3 rowniez
zwiazki wytworzone w wyniku kopolimeryzacji szczepionej chitozanu na przyktad z kwasem
mlekowym [29], kwasem poliakrylowym [30] lub winylopirolidonem [31]. Wymienione
pochodne chitozanu, oprocz ich charakterystyk fizyko-chemicznych i badan potwierdzajacych
ich budowe, ocenione zostaly rowniez pod wzgledem zastosowan biomedycznych. Jednak
zadna z wymienionych pochodnych nie spetniata oczekiwan, dotyczacych rozpuszczalnosci w

wodzie w szerokim zakresie wartosci pH.

2.2.1. PEGylowany chitozan

Zdolnos¢ rozpuszczalno$ci w wodzie w szerokim zakresie wartosci pH wykazuje tzw.
PEGylowany chitozan, ktoéry w zalezno$ci od stopnia podstawienia (DS) rozpuszcza sie w
wodzie przy wartosci pH od 1,0 do 11,0. Poli(glikol etylenowy) (PEG) jest polimerem tlenku
etylenu wystepujacym w wielu odmianach o rozmaitym stopniu polimeryzacji r6znigcych si¢
masg molowa. Syntetyzuje si¢ go poprzez polimeryzacje tlenku etylenu z udzialem wody,
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monoetylenoglikolu albo glikolu dietylenowego, a reakcja jest katalizowana zasadowo [32].
W wyniku tej reakcji powstaje produkt o wzorze HO—[CH,—CH>—O],—H, gdzie n jest liczba
jednostek EO (ethyleneoxide — EQO) [33]. Koncowe grupy hydroksylowe maja znaczacy
wpltyw na fizyczne i chemiczne witasciwosci polimeru [32], ktdry uczestniczy w tworzeniu
wigzan wodorowych z tlenem pochodzacym z eterow i wodorami z H,O [33]. PEG
rozpuszcza si¢ w wodzie, toluenie, chloroformie [33] oraz w innych, zaréwno polarnych, jak i
niepolarnych rozpuszczalnikach [34]. Polimer ten poprawia rozpuszczalno$¢ pokrywanych
nim struktur, dzigki zapewnieniu im hydrofilowosci powierzchni [33]. Stan skupienia, w
jakim PEG wystepuje w temperaturze pokojowej, ma zwigzek z jego masg molowg (mata
masa — ciecz, duza masa— ciato state), twardo$¢ polimeru w stanie statym wzrasta wraz z
masa molowa [32]. PEG w handlu jest dostgpny w szerokim zakresie mas czasteczkowych.
Literatura naukowa od wielu lat publikuje i dalej rozszerza liczne zastosowania PEG w
réznych dziedzinach m.in. w opracowywaniu lekow, gojeniu ran, tworzeniu modeli hodowli
komorkowych i regeneracji tkanek oraz jako nosnika substancji aktywnych - np. lekow.
Glikol polietylenowy jest biokompatybilnym, hydrofilowym polimerem znajdujacym szerokie
zastosowanie w obszarach farmaceutycznych, biomedycznych i badaniach biomateriatow
[35].

Proces PEGylowania, szczepienia (zwigzania) kowalencyjnego PEG z czasteczka
chitozanu zwigksza jego rozpuszczalno$¢ w wodzie, a takze podnosi zgodnos¢ biologiczna,
szczegoOlnie uzyteczng przy opracowywaniu lekow [36]. W procesie funkcjonalizacji
chitozanu, celem uniknigcia sieciowania, powszechnie stosowany jest PEG metoksylowany
(mPEG). W takim przypadku tylko jedna, aktywowana odpowiednimi zwigzkami, grupa
wodorotlenowa mPEG reaguje z grupa aminowa chitozanu. Aktywacji grupy wodorotlenowej
mPEG mozna dokona¢ zwigzkami z takich grup, jak: aldehyd, karboksyl, tosylan, weglan p-
nitrofenylu, jodek, maleimid i ester sukcynimidylu. Dotychczas wykorzystujac rozne
pochodne PEG zsyntetyzowano kilka produktow PEGchitozanu. Stosowano rézne metody
modyfikacji chemicznej.

a) PEG-aldehydu (PEG - CH,CH,CHO) [37]
Synteza pochodnych PEG i PEGylowanego chitozanu po raz pierwszy zostala
opublikowana przez Harrisa w 1984 r. przy zastosowaniu aldehydu PEG [37]. PEG-3400 (5g,

1,7 mmola) dodano do 0,4 g bezwodnika octowego rozpuszczonego w 15 ml
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dimetylosulfotlenku i mieszano przez 30 godzin w temperaturze pokojowej. Nastepnie
wkroplono do tego 100 ml bezwodnego eteru etylowego i dwu/trzy krotnie wytracono z

chlorku metylenu z eterem etylowym.

b) PEGylowanie chitozanu [37]

Wodny roztwor aldehydu PEG (0,93 mmola) i cyjanoborowodorku sodu - NaCNBH (7
mmoli, 10 ml) dodano kroplami do chitozanu (1 mmola) rozpuszczonego w mieszaninie (w
proporcjach 1:1) rozcienczonego kwasu octowego (2%) i1 metanolu (20 ml). Produkt
wyizolowano po wytraceniu benzenem i dializg. Stopien podstawienia oszacowano na

podstawie analizy elementarnej. Przebieg reakcji obrazuje Rys. 3.
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Rys. 3. Schemat syntezy PEG-g-chitozanu.

Zgodnie z powyzszym schematem chitozan poddawano reakcji z aldehydem PEG poprzez
wytworzenie iminy (zasady Schiffa), a nastepnie wytworzenie polimeru szczepionego PEG-g-
chitozanu poprzez redukcje cyjanoborowodorkiem sodu (NaCNBHj3) [38]. Bhattarai i in. [38]
przygotowali probki do badan przy zastosowaniu zmiennych stosunkow molowych PEG-
aldehydu i cyjanoborowodorku sodowego wedtug Tabeli 1.

Przedstawione dane w Tabeli 1 wskazuja, ze utrzymujac ilosci NaCNBH;3; na stalym
poziomie (G45 - G68), ilos¢ szczepionego PEG ros$nie wraz ze wzrostem PEG/aldehyd do
chitozanu. Nadmiar NaCNBH3; zmniejsza szczepienie PEG (G36). Wszystkie probki, oprocz

proby z najnizszym szczepieniem (G36), byly rozpuszczalne w wodzie. Skuteczno$é

110



Technologia i Jakos¢ Wyrobow 63, 2018

szczepienia PEG/chitozan potwierdzajg badania publikowane w pracy [38]. Sugimoto i in.

[39] na podstawie swoich badan stwierdzili, ze uzyskiwany przez nich niski stopien konwersji

PEG-aldehydu z chitozanem wynika z niestabilnosci aldehydu PEG. Powyzsze metody

zastosowano rowniez w publikacjach [40, 41].

Tabela 1. Probki przygotowane z réznych stosunkéw molowych reagentow wg [38]

PEG/aldehyd/ NaCNBH,/ Szczep wt.** An***
Nr probki ) DS*
chitozan PEG/aldehyd % (Pa*S)
G36 1,00 2,00 0,08 36 -
G45 0,40 0,30 0,16 45 2,20
G55 0,60 0,30 0,25 55 5,20
G64 1,00 0,30 0,26 64 0,02
G68 1,00 0,10 0,30 68 0,03

*DS-(ang. Degree of Substitution)-stopien podstawienia PEG, ** szczep wt.—waga przeszczepu
obliczona wg wzoru: (W-W,)/Wtx100, gdzie Wt jest masa liofilizowanego szczepionego kopolimeru, a
We jest masg chitozanu, ***An-réznica lepkosci wodnego roztworu (pH = 7,5) PEG-g-chitozanu w
dwoch temperaturach, 101 37°C.

¢) PEG-tosylu [37]

Chlorek tosylu (1,4 g, 7,4 mmola) rozpuszczony w 15 ml chlorku metylenu mieszano z 5 g

PEG-34000g (1,5 mmoli) i 0,5 g (5,0 mmoli) trietyloaminy rozpuszczonej w 15 ml chlorku

metylenu. Reakcje prowadzono w temperaturze 0°C przez 2 godziny, po czym produkt

wytrgcono trzykrotnie eterem etylowym.

d) PEG-karboksy [42]

Strukture koncowego kopolimeru obrazuje Rys. 4.

CH,OH
o
o o
OH
NH, " H-ch-CHQ-(OCI-lzcHz)n-ocH3 .

Rys. 4. Ogolna struktura PEG-g chitozanu.

e) PEG-weglan nitrofenylu [43, 44]

Metode syntezy kopolimeru PEG-g-CS (gdzie CS to chitozan) z zastosowaniem weglanu-

PEG przedstawiono na Rys. 5. Hydrofilowy PEG najpierw aktywowano w celu wytworzenia
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PEG-NO; (weglan PEG-nitrofenylu), ktory moze reagowac z grupa aminowa. Podczas reakcji
PEG-NO;, z grupa aminowa w czasie 48 godzin nastgpuje odszczepienie p-nitrofenolu z
utworzeniem wigzania amidowego pomiedzy PEG i CS. Mase¢ dializowano w wodzie
destylowanej przez 48 godzin, usuwajac w ten sposob p-nitrofenol, a nast¢pnie kopolimer w
postaci proszku poprzez liofilizacje w ciggu 3 dni z wydajnoscia ok. 54%. Budowe

potwierdzono metoda spektrofotometryczng [44].
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Rys. 5. Synteza PEGylowanego chitozanu.

f) PEG-jodek [45]
Metode syntezy kopolimeru PEG-g-CS z zastosowaniem jodku—-PEG przedstawiono na
Rys. 6.

(PhO}P
CH30-{CH2CH20)n-0H » CH1O-{CH2CH20)nl

CHdl

CPha

1) Bezwodnik ftalowy
2} PhaCCl, pirydyna

3} MNHzNHz"H=0

OH

4) MPEG-, DMF

— Cramaiin,
5) CLCHCOOH
OH  NH CHzCH2{QCH:CH2)n-OCHs

Rys. 6. Syntezy kopolimeru PEG-g-CS z zastosowaniem jodku — PEG.
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Zabezpieczajac grupg wodorotlenowa, uniknig¢to podstawienia jej PEG z powodu zbyt duzej
reaktywnos$ci PEG-l. Grup¢ ochronng usuni¢to za pomoca kwasu dichlorooctowego.
Zmieniajac stosunki reagentéw uzyskano polimery o réznym stopniu podstawienia. Wyniki

procesu przedstawia Tabela 2.

Tabela 2. Synteza PEG-g-chitozanu [45]
Nr probki  PEG/CS [mol/mol] DS [%] Wydajnos¢ [%]

C1 0,6 15 73
c2 08 24 71
c3 1,2 37 68
c4 1,6 42 69

Pochodne chitozanu scharakteryzowano metoda FTIR, 1H 13C NMR, NMR i DSC.
Wszystkie kopolimery przy zmieniajacych si¢ stosunkach reagentow byty rozpuszczalne w
wodzie w szerokim zakresie pH. Ponadto rozpuszczaty si¢ w DMF i DMSO przy DS >24%
(Tabela 3).

Tabela 3. Rozpuszczalno$¢ PEG-g-chitozanu

Rozpuszczalno$é
Nr DS [%] Bufor 0,1 M Na,CO4/NaHCO4
0,1 M PBS (pH=7,4) CHCI; DMF DMSO
(pH=10)
C1 15 + + - - -
C2 24 + + - + +
C3 37 + + - + +
C4 42 + + - + +

g) PEGepoksyd [46, 47]
Kiuchi i in. [46] i Tanuma i in. [47] wykorzystali pochodng diepoksydowg PEG jako
srodek sieciujacy, ktory tatwo reagowat z pierwszorzedowa grupa aminowa chitozanu (Rys.

7).

HO.
o H
- - @ )
0 H
OH

Rys. 7. Schemat reakcji pochodnej diepoksydowej PEG z chitozanem [46].
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h) PEG-sulfonian [48]
Przebieg reakcji przedstawiono na Rys. 8.
CHZ-OCH,CH,]-OH + CISO,H
Glikol metokeypolietylenowy Kwas chlorosulfonowy

(5r.m.mol.=5,00004a,n=114}

W suchym dimetyloformamidzie
+ 1% (wiv) trietanoloamina prze=z 10h

CH[-OCH,CH,CH,]-0S0OH

Glikol metoksypolietylenowy
Kweas sulfonowy

Rys. 8. Schemat syntezy sulfonianu mPEG.

2.2.2. Rozpuszczalnosé PEGylowanego chitozanu

Jedng z korzySci PEGylowania chitozanu jest polepszenie rozpuszczalnosci. Liczne
badania donosza, ze rozpuszczalno$¢ zalezy od DS i dlugosci tancuchow PEG [49, 50].
Jeongi in. [49] wykazali, ze PEGylowany chitozan ze stopniem podstawienia (DS) w zakresie
od 5 do 20% i masie czgsteczkowej PEG do 2 kDa wykazaty rozpuszczalno$¢ w wodzie do
pH 11, w przeciwienstwie do chitozanu (IS-chitozanu), ktéory wykazywal granice
rozpuszczalnosci przy pH 6. Ponadto, stwierdzono, ze rozpuszczalnos¢ mPEG-g-chitozanu o

réznym stopniu podstawienia osigga dobrg rozpuszczalnos¢ w DMSO i DMF [49].

3. Korzysci z aplikacji na skére PEGylowanego chitozanu
Aplikacja PEGylowanego chitozanu moze doprowadzi¢ do wytworzenia wysoko

wydajnych powtok antybakteryjnych na skorze.

Zywe Martwe
komorki komorki

cs PEG Skoéra

Rys. 9. Ilustracja wiasciwosci antybakteryjnych powlok chitozanu i PEG-chitozanu [44].
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Syntetyzowana pochodna w przeciwienstwie do chitozanu nie ogranicza jej zastosowania
tylko w roztworach kwasnych i moze skutecznie zapobiega¢ przywieraniu drobnoustrojow do
skory, dzigki wiasciwo$ciom antyadhezyjnym tancuchow PEG (Rys. 9). W polimerze
sktadnik PEG moze pomaga¢ w zapobieganiu przylegania bakterii do powierzchni powtoki,
podczas gdy chitozan bgdzie trwale hamowat wzrost zywych komoérek. W zwigzku z tym, te
przeciwbakteryjne i ekologiczne powtoki sa korzystne dla przemyshi skoérzanego i

konsumentow.

4. Podsumowanie

Badania prowadzone w ostatnich latach w kierunku modyfikacji chemicznych chitozanu i
jego poliglikolowych pochodnych omoéwiono w przedstawionym artykule. Omawiane
pochodne mogg znalez¢ zastosowanie w aplikacji zarowno w przemysle widkienniczym, jak i
skérzanym. Przedstawiony materiat jest elementem prac prowadzonych w IPS nad synteza

nowych pochodnych chitozanu.
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