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Abstrakt

W niniejszej rozprawie doktorskiej badano metody otrzymywania nowatorskich materialéw
funkcjonalnych o wilasciwosciach antybakteryjnych i antybiofilmowych. W pracy wykorzystywano
nadkrytyczny ditlenek wegla jako rozpuszczalnik w procesach impregnacji nadkrytycznej i szczepienia
w fazie nadkrytycznej.

Impregnacje nadkrytyczna karwakrolem membran poliamidowych przeprowadzono w warunkach
procesowych 40°C cisnieniach 10, 15 i 20 MPa i w czasie 1-6 godziny. Zbadano potencjale zastosowanie
membran z zatadunkiem karwakrolu jako filtr i Zrédlo substancji antybakteryjnej w operacjach na
otwartych ranach chirurgicznych. OkreSlono uwalnianie karwakrolu do ditlenku wegla, ktory jest
stosowany przy insuflacji ran chirurgicznych. Dodatkowo badania SEM-FIB wykazaly, ze zaladowanie
karwakrolu do 43% mas., wptywa w niewielkim stopniu na funkcjonalno$¢ membrany. Stworzono modelu
otwartej jamy klatki piersiowej w ktérej membrana z 30-34% mas. zaladunkiem karwakrolu emitowata
substancje aktywna do modelu. Badania mikrobiologiczne wykazaly 27% redukcje poziomu
zanieczyszczenia bakteryjnego w porownaniu do standardowych membran. Impregnacje nadkrytyczna
karwakrolem membran z octanu celulozy przeprowadzono w warunkach procesowych 40°C cisnieniach 15
i 20 MPa i w czasie 0,5-3 godziny. Zaimpregnowane karwakrolem membrany do mikrofiltacji z octanu
celulozy poddano testom filtracji krzyzowej w celu oceny wplywu zatadunku substancji aktywnej na
wiasciwosci filtracyjne membrany. Membrany zatadowane w maksymalnie 25% zachowywaty pierwotna
strukture porowata. Badania przy pomocy cytometrii przeptywowej wplywu karwakrolu na depozycje
bakterii na powierzchni membran pod filtracji krzyzowej wykazaly spadek osadzania S. aureus z ~10” do
~10° bakterii/(cm*mL). Membrany zawierajace 20% i 25% karwakrolu charakteryzowaly sie najwyzszym
strumieniem permeatu i mniejszgq liczba osadzonych bakterii. Membrana z 25% karwakrolem miala
najwiecej martwych osadzonych bakterii (42%). Modelowanie wykazato, ze mechanizm blokowania
poréw zmienial sie wraz ze wzrostem zawarto$ci karwakrolu, przechodzac od filtracji plackowej przez
posrednie do standardowego i catkowitego modelu blokowania.

Druga badang metoda modyfikacji materiatéw byto szczepienie w fazie nadkrytycznej polegajace na
chemicznym przylaczeniu substancji aktywnej do struktury polimeru. W tym celu zsyntezowano trzy
czwartorzedowe zwiazki amoniowe: bromek N-(2-hydroksyetylo)-N,N-dimetyloundekan-1-aminu (QAC
1), bromek N-(11-hydroksyundekanylo-N,N-dimetylotetradekan-1-aminowego (QAC 2) i bromek N-(11-
hydroksyundekanylo-N,N-dimetylooktan-1-aminy (QAC 3). QAC 11 QAC 2 zaszczepiono w dwuetapowej
reakcji do octanu celulozy z wykorzystaniem tacznika-linkera diizocyjanianu heksametylenu w warunkach
procesowych 30 MPa i 70 MPa. W identycznym procesie przylaczono QAC 2 i QAC 3 do struktury
blendéw skrobiowo-chitozanowych. Badania zwilzalnosci powierzchni materiatéw wykazaly wzrost
hydrofobowosci po procesie szczepienia. Badano potrzebny czas na przereagowanie kluczowych dla
procesu grup funkcyjnych. Dalsza charakteryzacja zaszczepionego octanu celulozy wykazata spadek
krystalicznosci, obecno$¢ chropowatej powierzchni izachowanie pierwotnej zwartej struktury
polimerowej. Wykazano réwniez, ze modyfikacja ptynem nadkrytycznym nastapila w catej objetosci
polimeru. Testy mikrobiologiczne wykazaly brak mozliwosci adhezji S. aureus, MRSA, E. coli
i S. Enteritidis do materiatu octanu celulozy zaszczepionego QAC 2.
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This dissertation investigated methods for obtaining novel functional materials with antibacterial and
antibiofilm properties. In this work, supercritical carbon dioxide was used as a solvent in supercritical
impregnation and supercritical grafting processes.

Supercritical impregnation with carvacrol of polyamide membranes was carried out under process
conditions of 40°C pressures of 10, 15, and 20 MPa for 1-6 hours. The potential use of carvacrol-loaded
membranes as a filter and a source of an antibacterial agent in open surgical wounds was investigated. The
release of carvacrol into carbon dioxide, which is used in surgical wound insufflation was determined. In
addition, SEM-FIB studies showed that loading carvacrol up to 43 wt% had a minor effect on the
functionality of the membrane. An open chest cavity model was created in which a membrane with 30-34
wt% carvacrol loading emitted the active substance into the model. Microbiological tests showed a 27%
reduction in bacterial contamination compared to standard membranes. Supercritical carvacrol
impregnation of cellulose acetate membranes was carried out at process conditions of 40°C, pressures of
15 and 20 MPa, and for 0.5-3 hours. Carvacrol-impregnated cellulose acetate microfiltration membranes
were tested in cross-filtration to evaluate the effect of active substance loading on the membrane's filtration
properties. Membranes loaded at a maximum of 25% retained their original porous structure. Flow
cytometry studies of the effect of carvacrol on bacterial deposition on the membrane surface during cross-
filtration showed a decrease in S. aureus deposition from ~10” to ~10° bacteria/(cm®*mL). Membranes
containing 20% and 25% carvacrol had the highest permeate flux and the smallest number of deposited
bacteria. The membrane with 25% carvacrol had the most dead bacteria (42%). Modeling showed that the
pore-blocking mechanism changed with increasing carvacrol content, moving from cake filtration through
intermediate to standard and total blocking models.

The second method of material modification studied was grafting in the supercritical phase. The process
involves chemical attachment of the active substance to the polymer structure. For this purpose, three
quaternary ammonium compounds were synthesized: N-(2-hydroxyethyl)-N,N-dimethyloundecan-1-amine
bromide (QAC 1), N-(11-hydroxyundecanyl-N,N-dimethyltetradecan-1-amine bromide (QAC 2) and N-
(11-hydroxyundecanyl-N,N-dimethyloundecan-1-amine bromide (QAC 3). QAC 1 and QAC 2 were
grafted to cellulose acetate in a two-step reaction to cellulose acetate using hexamethylene diisocyanate
linker at conditions of 30 MPa and 70 MPa. In an similar process, QAC 2 and QAC 3 were attached to the
structure of starch-chitosan blends. Surface wettability studies of the materials showed an increase in
hydrophobicity after the grafting process. The reaction time was investigated. Further characterization of
grafted cellulose acetate showed a decrease in crystallinity, the presence of a rugged surface and
preservation of the original compact polymer structure. It was also shown that modification using
supercritical carbon dioxide occurred throughout the whole polymer volume. Microbiological tests showed
the adhesion of S. aureus, MRSA, E. coli and S. Enteritidis to cellulose acetate material grafted with QAC
2 was impossible.

str. 2



Podziekowania

Pragne podziekowa¢ mojej promotor prof. dr hab. Irenie ZiZovi¢ za jej prowadzenie, cierpliwo$¢ i wszelkie
wsparcie podczas trwania studiéw doktoranckich. Dziekuje réwniez Marcinowi Tyrce za wsparcie

techniczne i merytoryczne w Laboratorium Wysokoci$nieniowym.

Pragne réwniez wyrazi¢ wdzieczno$¢ prof. dr hab. inz. Annie Trusek, kierowniczce Katedry Inzynierii
Bioprocesowej, Mikro i Nanoinzynierii, w ktérej mialem zaszczyt pracowal przez ostatnie lata, jak

i wszystkim pracownikom Katedry, na ktérych pomoc zawsze moglem liczy¢.

Dziekuje mojej zonie Dominice oraz rodzicom Marii i Dariuszowi Nowak za wsparcie i motywowanie

mnie do pracy. Dziekuje tez Bogu za Jego taski, ktére sprawily, ze doprowadzitem te prace do korica.

str. 3



Spis tresci

ADSITAKE ...ttt e a e b et besaen 1
POAZIEKOWAIIA. ....cccvieiiiiiciiecee ettt et e e tte e st e e e te e e aee e baeeetbeeeasae e sseesasaeesasenssaeessaeasseessesesnseeanns 3
L S ettt ettt ettt e et e e st e e st e e e bt e e e e bt e e e s bt t e e sert e e e s e rateeseraaeeeenraeeeenraeesennee 6
1.1 Biofilm jako wyzwanie we WSPOICZESNYIN SWIECE ......ccueecviriiireereenieeienieesreeseeseeeaeeeeeseenes 6
1.1.1  Cykl powstawania biofilmu.........cccoeeieeiiririiieee e 6

1.2 Fouling a filtracja KIZYZOWa........cceeuerieieeieeieieeee ettt ettt ettt ettt sne s 7
1.3 Zastosowanie octanu celulozy, poliamidu, skrobi i chitozanu...........ccecceeveeveeiinieenienienneenen. 9
1.4 Historia i rozwdj technik wysokociSnieniowych ........ccccoocieeviiniiirniniiinienienienieeeeeeeeeeee 12
1.5 Impregnacja materiatéw polimerowych metoda konwencjonalng i nadkrytyczna ................... 15
1.5.1  Raport literaturowy nt. materiatéw uzyskanych z SSL.........cccceeveevienviierierrenreereesee s 18

1.6 Szczepienie chemiczne jako metoda modyfikacji polimerdw ...........cccceeveeveeeeeeveeerieecieennennnes 20
1.6.1  Szczepienie celulozy, skrobi i Chit0Zanu ..........ccccecverveervieriiinieceeceeceeee e 22
1.6.2  Aplikacja materiatéw uzyskanych ze szczepienia chemicznego ..........cccceccevcerveenereeneenncnne. 22

1.7 Cel i znaczenie pracy; hipotezy badawCze ........cocoeveeeviiiiiiniinienieneeeeeeteeee e 25
1.7.1  Okreslenie gldwnego celu badaWCzZego ........ceevveereierieriieriienieeie ettt ettt 25
1.7.2  Wskazanie potencjalnych kontrybucji do literatury naukowej i przemystowej ................... 25

1.8 Przedstawienie ZawartOSCi PIACY .......cceuereerrieriierrierrieentestestesteesseesseesseesseesaeessessesssessseessaenns 26

2 CzeSC eKSPETYIMEIMLAINA. ...cccutirtiirierierierieeie et et estestesteebe e bt esatesaeesatesbesseasbe e beasstesasesasesnseanseenses 27
2.1 IMALETIAY .eeuvveeiieciecieccece ettt ettt s e st e st e et e e s teesseeesaessseesseesseesseesseesssesssessseensesareenraeans 27
2.2 Aparatura WySOKOCISTIETIOWA .....veecveereereeeieriiesireeseeseeseeesesseessessseessessseesssesssesssesssesssesssesans 28
2.3 Impregnacja nadkrytyczna — MEtOAY ......c.ccvveerveerrerrrerrieereeneeseesresssesssesssesseesseesssesssesssesssessees 29
2.3.1 Impregnacja nadkrytyczna Karwakrolem..........cccceeeeevieineenieenieniesiesseeeeeeee e eseesveesveesnns 30
2.3.2  FITACia KIZYZOWA ..eeviiuiiniienieiieeiieeie et et st s e st ee et e st e satesatesatesse e ba e s st esasesasesnseeseenns 31
2.3.3  Modelowanie matematyczne filtracji KrzyZOwej ........ccceeveerveervieriiensienninnienieeieseeeseeeseeeees 32
2.3.4  Uwalnianie karwakrolu z membran do ditlenku wegla w fazie gazowej .......ccccceevvrcvvrnnennne. 33
2.3.5  Model Klatki PIEISIOWE] ...eeuveriereierrierriirriienieeteetessteeseeesieeseeseessessesssessseesseesssesssesnsesssaennes 34
2.3.6  Analiza MikrobiolOGICZNA........cecuerriirriiiriiiriinieeieere ettt sttt s e et esaesseesseeseeas 36

2.4 Reakcje szczepienia w fazie nadkrytycznej - Metody ......ccccceeeervieeiieeieeneeseeeeeeie e eve e 38



2.4.1 Synteza czwartorzedowych zwigzkdw amoniowyCh.........ccceeeuervieevieecieeneeeieeeee e 38

2.4.2  Produkcja membran nieporowatych z octanu celulozy ..........ccoceeveriiriiiniiinienseneeeeen. 42
2.4.3  Produkcja membran nieporowatych ze skrobi i chitozanu...........cccceeeveveeevienviercenreeneennen. 43
2.4.4  Procedura szczepienia NadKIYtYCZNOEO ......ceeuvirririerrierieeneerrerressressreesseeseessessseessessseesnes 43
2.4.5 Badania MikrobiolOZICZNe. .......cccecereieiiirrienienieeieeseeseeseeseesresssessseessaesseesssesssesssesssesnses 46
2.5 CATAKLETYZACTA e veeeveereerieesieeseeste et st et eseeesseeaeese e saesseesseesssesssesssesssasssassssesssessseessessseensees 48
REZUIALY 1 WIHOSKI ..eeuveiveiiieiiieiieeiessie st st eseesteeteeseeae e seesaeesseessnesssesssasssessesssessssesssesssesssessseesses 50
3.1 Impregnacja nadkrytyczna membran z poliamidu i octanu celulozy........c.cccoeceeeveeevienvenncnnnen. 50
3.1.1  Charakteryzacja i aplikacja membran poliamidowych........cc.cccoceiiiiiiiiiiniiniiiceee, 55
3.1.2  Charakteryzacja i aplikacja membran z octanu z octanu celulozy ...........ccecceeveervevrveenneennnen. 65
3.1.3  Wnhnioski z badan dotyczacych impregnacji nadkrytycznej..........ccecceevueeeueeneeniensiencenncennen. 81
3.2 Szczepienie W fazie NAAKIYEYCZNE] .....c.veevieiieriiiieeiieste ettt eee e eae e seeesveesrnesnnessnaens 82
3.2.1  Synteza czwartorzedowych zwigzkdw amoniowWyCh.........cccceevervrerrierneenieeseenieeieeceesneennens 82
3.2.2  Szczepienie W fazie NAAKIYIYCZNE] ...c.ciceereeeiieierieeieeseeseesresressreesseesseesseesssesssesssessseesses 83

3.2.3  Szczepienie w fazie nadkrytycznej octanu celulozy i charakteryzacja otrzymanych

INALETIATOW ...ttt et ettt st s b bbbt sre e 84
3.2.4  Szczepienie w fazie nadkrytycznej blendu skrobiowo-chitozanowego...........c.cccceeueeueneene. 99
3.2.5 Wnhnioski z badan dotyczacych szczepienia w fazie nadkrytycznej........c.cceeeeveveveceeneennnne. 103
POASUIMOWAIIE. ...ttt ettt ettt sttt et sr et e st sae e e b st e be e st esesbe st ebesmeemsesseeneenne 104
L2101 0= ¥ TSRS 106
SPIS TYSUNKOW 1 ZAJEC ....coneieiiieiieeieeieeeet ettt ettt sttt s et e st e st st e e b e ese e saenaees 123
SPIS TADEL ..ttt et et st st e st e e e b e et e st e st e e beese e saenaees 128
ZAYCZIIK ..ottt et et e ete e e ta e e e ae e e baeeeate e e baeeetbaeebeeeraaennraeerrean 128

str. 5



1 Wstep

1.1 Biofilm jako wyzwanie we wspotczesnym Swiece

Biofilm jest definiowany jako wielokomérkowy zbiér mikroorganizméw przyczepionych do powierzchni
abiotycznej badZ zZywej poprzez samodzielnie wytworzona matryce polimerowa lub zespét komorek
drobnoustrojowych zwigzanych z powierzchnia i otoczonych materialem skladajacym sie glownie
z polisacharydu [1] [2]. Ostona taka sprawia, ze biofilm jest chroniony przed szkodliwymi dla niego
czynnikami zewnetrznymi, $rodkami dezynfekcyjnymi, antybiotykami, promieniowaniem UV,

wysuszeniem i wysokimi temperaturami [3].

Problem istnienia biofilmu stat sie widoczny dla wielu gatezi technologicznych. Rurociagi przemystowe,
moduly membranowe, systemy klimatyzacji, systemy dystrybucji wody i jednostki lecznicze takie jak
szpitale, sa podatne na kolonizacje przez mikroorganizmy rozwijajace sie w biofilmach. Narazone sa
ponadto powierzchnie z tworzyw sztucznych, stali nierdzewnej, drewna i szkta, na ktérych biofilm moze
zosta¢ stworzony przez wiekszo$¢ bakterii chorobotworczych w tym patogeny. Oprocz tego, problem
porastania powierzchni biofilmem jest znany w marynarce [3], [4], [5], [6], [7], [8]. Réwniez sq narazone
wyroby medyczne z przeznaczeniem wszczepu wewnatrz ciala ludzkiego, gdyz patogenne bakterie maja
zdolno$¢ przylegania do materiatow takich jak protezy ortopedyczne, stomatologiczne oraz tkankowe,
soczewki kontaktowe, szwy chirurgiczne, sztuczne stawy, cewniki i zastawki serca, tworzac na nich trwate
biofilmy [9], [10]. Zakazenia bakteryjne zwigzane z zanieczyszczeniem wszczepionych wyrobow
medycznych (MDAI, ang. medical-device associated infections) prowadzi do powaznych powiktan, ktére
czesto skutkuja uszkodzeniem implantu oraz konieczno$cia interwencji chirurgicznej. W konsekwencji
czynnik ten wydtuza i komplikuje leczenie pacjenta [11], [12], [13]. Najbardziej obiecujaca strategia walki
z biofilmem jest wytwarzanie i projektowanie takich powierzchni polimeréw, na ktérych nie bedzie
mozliwe jego tworzenie [10], [14]. Powodem tej strategii jest ogdlnie przyjety konsensus, ze skuteczna

adhezja bakterii do powierzchni jest pierwszym i wymaganym czynnikiem wytworzenia biofilmu [15].

1.1.1 Cykl powstawania biofilmu

Nie jest mozliwe powstanie biofilmu bez najwazniejszego, pierwszego etapu w cyklu jego powstawania,
jakim jest adhezja bakterii do powierzchni. Po pierwszym etapie, w ktorym mikroorganizmy przytaczajq
sie do powierzchni materiatu, nastepuje rozrost mikroorganizmow, ktére buduja mikrokolonie. W dalszym
etapie mikrokolonia rozrasta sie, produkujac tzw. zewnatrzkomoérkowe substancje polimerowe, ktore
umozliwiaja trwalsze przytaczenie sie do powierzchni, stabilizuja strukture przestrzenng biofilmu,
pozwalaja na grupowanie sie mikroorganizméw i chroniga je przed niekorzystnymi czynnikami
zewnetrznymi, tj. obecno$¢ tlenu, substancje przeciwdrobnoustrojowe, kationy metali, enzymy, czy nawet

odpowiedz ukladu odpornosciowego gospodarza, jesli biofilm powstaje w zywym organizmie. W jego
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dojrzatej strukturze warstwa zewnetrzna jest gotowa do opuszczenia biofilmu. Moze to nastgpi¢ aktywnie
poprzez pekniecie wytworzonej zewnatrzkomorkowej struktury polimerowej biofilmu badz pasywnie przez
czynniki fizyczne, np. przeptyw cieczy. Uwolnione mikroorganizmy w nastepstwie rozpoczng nowy cykl

powstawania biofilmu [16], [17].

1.2 Fouling a filtracja krzyzowa

Osadzanie sie niechcianego materiatu (czyli tzw. fouling) na membranie jest problemem we wszystkich
procesach membranowych, zwlaszcza w procesach odwroconej osmozy (RO ang. Reverse Osmosis)
i nanofiltracji (NF). Wiele przeprowadzonych badan w celu zrozumienia procesu tworzenia sie biofilmu na

tych membranach, pomoglo w opracowaniu metod czyszczenia tychze membran [18], [19].

Wplyw biofoulingu na proces filtracji jest znaczacy, poniewaz obecno$¢ niechcianego materiatu na
powierzchni przegrody filtracyjnej — np. membrany zmniejsza systematycznie wraz ze wzrostem biofilmu
jej przepuszczalnosé. Co wiecej, obecno$¢ biofilmu przyczynia sie do wytrgcania weglanu wapnia na
membranie na skutek zwiekszenia pH. Obecnos¢ biofilmu réwniez skutkuje zwiekszona akumulacja

czastek abiotycznych [20], [21].

Mechanizm blokowania membrany by} zaprezentowany po raz pierwszy przez Hermansa i Bredeea.
Jacques Hermia jako pierwszy w swej pracy dokonat rewizji wszystkich mechanizméw blokujacych, tj.
modele: catkowitego, standardowego i posredniego blokowania oraz model filtracji plackowej [22], [23],
[24]. Zwykle w celu analizy wynikéw eksperymentow zaktada sie tylko jeden z tych mechanizméw
blokujacych, lecz nalezy rozumieé, ze sam proces spadku strumienia permeatu jest bardziej ztozony i moze
zachodzi¢ w nim kolejno kilka badZz wszystkie modele blokowania membrany [25]. W zwigzku ze
ztozonoScig procesu blokowania membrany moze sie zdarzy¢, ze kilka mechanizméw badz zaden beda
poprawnie wyjasnia¢ spadku strumienia permeatu z powodu foulingu. W takiej sytuacji mozna zastosowac
Yaczone modele, ktérych zastosowanie pozwala okresli¢c dominujacy mechanizm blokowania w danym

momencie filtracji [25], [26].

Zaprezentowany model matematyczny [27], [28] przedstawia spadek permeatu w czasie podczas filtracji

krzyzowej:
dJ . -

_a:Kn'U—])'IZ " (1.1)
gdzie:

e J— Natezenie strumienia permeatu (m>/m?*s)

e t—czas(s)

e J - krytyczny strumieni permeatu zatozony jako ustalony strumien permeatu gdy t — o

e K, oraz n — parametry odpowiadajace poszczeg6lnym modelom blokowania membrany
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Tabela 1.1 przedstawia wartos$ci parametru n ze wzoru (1.1) odpowiadajacemu konkretnemu modelowi
blokowania membrany. Na Rysunku 1.1 przedstawiono graficznie sposéb blokowania poréw membrany
przez bakterie dla kazdego przypadku rozwazanego w wykorzystanym modelu. Model catkowitego
blokowania (n=2) zaklada, ze kazda czastka osadzajaca sie na membranie blokuje por lub pory bez
zachodzacego zjawiska osadzania kolejnych czastek na juz zdeponowanych na powierzchni membrany.
Model standardowego blokowania (n=1.5) zaklada, Ze czastki osadzajq sie we wewnetrznych $cianach
porow, co prowadzi do zmniejszenia ich objetosci. Model posredniego blokowania (n=1) zaklada, ze kazda
czastka moze osadzi¢ sie na istniejacych juz na powierzchni membrany, badz blokowa¢ bezposrednio czes¢
membrany. Model filtracji plackowej (n=0) zaklada, Ze kazda czastka osadza sie na innych czastkach juz
zdeponowanych, ktére juz blokujq niektére pory. W tym modelu nowe czastki nie majq miejsca na
bezposrednie blokowanie jakiego$ obszaru membrany. W wyniku takiego sposobu osadzania sie czastek

na membranie powstaje tzw. placek filtracyjny [24].

Tabela 1. 1 Rodzaje blokowania membrany wraz z wartosciami parametru n.

Model blokowania | Warto$¢ parametru
membrany n

Calkowite 2

blokowanie

Standardowe 1.5

blokowanie

Posrednie 1

blokowanie

Filtracja plackowa 0

<) d)

Rysunek 1. 1 Ilustracja blokowania membrany dla a) Catkowitego blokowania, b) Standardowego blokowania, c)
Posredniego blokowania, d) Filtracji plackowej; Kolorem czerwonym przedstawiono bakterie zdeponowane na
powierzchni membrany
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1.3 Zastosowanie octanu celulozy, poliamidu, skrobi i chitozanu
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a) Octan celulozy b) poliamid
On OH
NH,
HO 0 0 0
" O OH
-D%\ " HO
NH
OH 2 o O
HO
OH 4o
c) chitozan d) skrobia

Rysunek 1. 2 Wzory strukturalne: a) octanu celulozy; b) poliamidéw; R oznacza reszte zwiqzku uzytego do syntezy;
c) chitozanu; d) skrobi

Octan celulozy (Rysunek 1.2a) to ester octanowy celulozy. Celuloza za$ jest polisacharydem skladajacym
sie z liniowego taficucha liczacego od kilkuset do ponad dziesieciu tysiecy potaczonych jednostek
D-glukozy. Celuloza pozyskiwana jest gtéwnie z miazgi drzewnej i bawehy, ta zas pozyskana z bambusa
jest powszechnie stosowana do wytwarzana tkanin. Celuloza jest modyfikowana chemicznie w celu
wytworzenia wielu polimeréw, ktére znajduja zastosowanie w produkcji tworzyw sztucznych lub powlok

[29].

Octan celulozy zostat po raz pierwszy wyprodukowany w 1865 roku i byt wykorzystywany do produkcji
podktadéw filmowych w fotografii i wiéknach syntetycznych. Byla to termoplastyczna zywica
biodegradowalna poprzez estryfikacje grup hydroksylowych w tanicuchu celulozy. Jego wlasciwosci zaleza
od stopnia acetylacji. [30] Ponadto jest naturalnym, biodegradowalnym polimerem wykorzystywanym
szeroko w wielu branzach w formie tekstyliow, tworzyw sztucznych, folii, membran w separacji cieczy
i gazow oraz wielu innych. Octan celulozy jest uwazany za substancje bezpieczna i ma status GRAS (ang.

Generally recognized as safe), ktéry wydaje amerykanska instytucja rzagdowa Agencja Zywnosci i Lekéw
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(ang. Food and Drug Administration)[31]. Podobnie wiele zastosowan CA i jego form mozna znalez¢
w przemys$le opakowan do zywnosci, gdzie jest stosowany jako sztywne folie do pakowania [32]. To czyni

ten polimer obecnym w niemal wszystkich sferach wspétczesnego zycia [33].

Membrany z octanu celulozy sa szeroko wykorzystywane w procesie odwrdconej osmozy celem odsalania
wody. Stopien acetylacji wptywa na selektywnoS¢ membrany. Wyzsza wartos¢ acetylacji oznacza nizszy
strumien permeatu przy wyzszym stopniu usuniecia. Membrany te sa globalnie stosowane do oczyszczania
wad powierzchniowych przy pomocy moduléw membranowych. Membrany z octanu celulozy sa réwniez
stosowane w systemach hemodializy, sztucznych nerek. W skali laboratoryjnej membrany z octanu

celulozy sa stosowane przyktadowo w mikrofiltracji mikroorganizméw [34].

Membrany bazujace na octanie celulozy sa stosowane komercyjnie od polowy lat 80 XX wieku
w procesach separacji ditlenku wegla od metanu. 80% rynku membran przetworstwa gazu ziemnego
stanowia kombinacje membran z octanu celulozy, dioctanu celulozy i trioctanu celulozy. Podobnie jak w
separacji cieczy, dobdr stopnia acetylacji pozwala na dostosowanie selektywnos$ci i przepuszczalnosci

membrany [[35].

Folie wytworzone z octanu celulozy sa zwykle uzywane do owijania wypiekdw i $wiezo wyprodukowanej
zywnosci. Jednakze w celu nadania plastycznosci takim wyrobom wymagane jest dodanie plastyfikatoréw.
Uzyskany produkt cechuje sie stabilnoscia wymiarowa, odpowiednia sztywnos$cia, odpornos¢ na przebicie,

latwoscia w drukowaniu oraz ma pozadany potysk i przejrzystos¢. [30]

Niemniej cechy octanu celulozy jak wysoka biokompatybilno$é, nietoksycznos¢, doskonata integracja
tkankowa i neutralno$¢ immunologiczna obok taniosci i tatwej dostepno$ci materiatu [36] sprawily, ze
polimer ten znalaz}t szereg zastosowan, przykladowo: w inzynierii kultur tkankowych i komoérkowych,
immobilizacji i no$nikdw substancji bioaktywnych, materiatéw wspomagajacych gojenie ran oraz

projektowaniu biosensorow [37][38][39].

Poliamidami nazywamy zbidr polimeréw, ktére zawieraja powtarzajace sie grupy amidowe (R-CO-NH-
R’) stanowiace integralne czesci gtdwnego tancucha polimerowego (Rysunek 1.2b) [40]. Najbardziej
znanymi polimerami z tej rodziny sa PA-6 (zwany tez Nylon-6 badz Polikaprolaktam) oraz PA-66 (zwany
tez Nylon-66). Technologia wytwarzania poliamidéw powstata przed II wojna $wiatowa i do dzi$ jest
rozwijana. Wciaz powstaja nowe polimery z grupy poliamidéw, ktére moga rézni¢ sie wiasciwoSciami
takimi jak na przyktadzie PA-610 wzgledem PA-66 zmniejszenie absorpcji wilgoci i zwiekszenie
stabilnoSci wymiarowej przy zmniejszeniu temperatury topnienia i rozciggliwosci materialu. Ogoélnie
poliamidy maja dobre wlasciwosci mechaniczne, sa odporne na uszkodzenia ze wzgledu na zuzycie np.
poprzez tarcie [41][42]. Poliamidy znalazly szerokie zastosowanie w réznych galeziach przemyshy, tj.

przemyst widkienniczy czy transportowy, elektryka i elektronika, jak i w wielu innych przedmiotach
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codziennego uzytku [42] Membrany zawierajqce poliamid sq wykorzystywane w procesach filtracji gazow

[[43] a takze w filtracji wody [44].

Chitozan (Rysunek 1.2c) jest produktem procesu deacetylizacji chityny. Chityna za$ jest drugim,
najbardziej powszechnie i naturalnie wystepujacym polimerem w przyrodzie po celulozie. Biosynteza

chityny osigga miliard ton rocznie [45], [46], [47].

Chitozan jest nietoksyczny, biokompatybilny, biodegradowalny i nie wykazuje wlasciwosci
antygenowych. Posiada on naturalne wiasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe, ktére otwiera mozliwosci
roznych zastosowan w branzy opakowan (Tan i in. 2015). Chitozan znalaz} szerokie zastosowanie, ktére
rozni sie w zalezno$ci od masy czasteczkowej i stopnia deacetylacji. Zaleznosci te zostaty ukazane w Tabeli
1.2.

Tabela 1. 2 Aplikacja chitozanu w zaleznosci od stopania deacetylacji oraz masy czqsteczkowej chitozanu.[48]

wysoka masa czasteczkowa | nizsza masa czasteczkowa

(>300 kDa) (<300 kDa)
Wysoki stopien deacetylacji | nosniki lekow, suplementy oczyszczanie $ciekow,
(70-95%) diety, inzynieria tkankowa, konserwanty spozywcze,
pakowanie zywnosci, leczenie ran, druk molekularny

immobilizacja enzyméw

niski stopienn deacetylacji (55- | Przemyst spozywczy, przemyst | Nosniki lekéw, nosniki gendw,

70%) farmaceutyczny, kompozyty rolnictwo

Wilasciwosci tego polimeru moga zostac znacznie poprawione poprzez modyfikacje chemiczng lub tgczenie
go w blendach polimerowych badz zastosowaniu innych dodatkéw do struktury polimerowej. Mozliwa jest
zmiana parametrow takich jak wytrzymatos¢ mechaniczna, odpornos¢ na rozciaganie, wzmocnienie efektu
przeciwdrobnoustrojowego. Materiat kompozytowy z chitozanem moze by¢ zaimpregnowany substancja
aktywna, ktéra bylaby uwalniana powoli ze struktury, co skutecznie chroniloby pakowang zZywnosc¢

chroniac ja przed zepsuciem [49].

Skrobia (Rysunek 1.2d) to biopolimer wytwarzany miedzy innymi z pszenicy, ziemniakéw, kukurydzy,
ryzu i manioku. Skrobia jest tatwo dostepna w duzych ilosciach, przez co jest tania i ulega biodegradacji
[50], [51]. Jest to ponadto organiczny zwigzek chemiczny, ktory wystepuje powszechnie w roslinach i petni
wiele istotnych funkcji zar6wno w naturze, jak i w przemysle. Skrobia to polisacharyd sktadajacy sie
z dhugich tancuchéw glukozy, polaczonych ze soba wigzaniami glikozydowymi. Skrobia stanowi gléwne
zrodlo energii dla organizméw roslinnych, odgrywajac kluczowa role w procesie fotosyntezy. Jednakze jej

znaczenie siega réwniez poza $wiat roslinny [52], [53].
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W przemysle spozywczym skrobia jest powszechnie wykorzystywana jako zagestnik, stabilizator oraz
nosnik substancji aktywnych. Peli role regulatora konsystencji w wielu produktach spozywczych, od zup
i sosow po ciastka i lody. Jednak, ze wzgledu na swoje naturalne ograniczenia, skrobia musi by¢
modyfikowana chemicznie lub fizycznie, aby poprawi¢ jej wiasciwosci lub zminimalizowa¢ wady.
Modyfikowana skrobia znajduje zastosowanie w formutach kosmetykéw i moze by¢ takze stosowana
w produkcji biodegradowalnych tworzyw sztucznych, zastepujac tradycyjne tworzywa na bazie ropy
naftowej. Skrobia jest takze waznym skladnikiem w produkcji papieru, gdzie dziata jako spoiwo,
zwiekszajac wytrzymato$é, poprawia estetyke papieru i koncowa jakos¢ wydrukéw. W przemysle
farmaceutycznym skrobia jest stosowana jako wypeltniacz i zagestnik w produkcji lekéw w postaci tabletek
i kapsulek. Dodatkowo skrobia moze by¢ wykorzystywana w przemysle tekstylnym, do wykoniczenia

tkanin, poprawiajac ich wyglad i wtasciwosci [51].

1.4 Historia i rozwoj technik wysokocisnieniowych

W roku 1822 Cagniard de la Tour dokonat odkrycia zjawiska, ktore dzi§ nazywamy punktem krytycznym.
W swych eksperymentach akustycznych uzyl on wypelniona ciecza komore fermentacyjnej Papina.
Umiescit w niej krzemowa kule, ktéra przy obrocie aparatury generowala dzwiek za kazdym razem, gdy
przemieszczala sie przez powierzchnie styku ciecz-para. Cagniard zaobserwowat, zZe po podgrzaniu uktadu
znacznie powyzej temperatury wrzenia, dZzwiek wpadania kulki do cieczy ustaje. Cagniard de la Tour opisat
rowniez w dwoch artykutach w ,,Annales de Chimie et de Physique” zjawisko, w ktérym po podgrzaniu
zamknietej rurki z alkoholem pod ci$nieniem ciecz rozszerzyla sie do okoto dwukrotnosci pierwotnej
objetosci. Nastepnie ciecz ta zamienila sie w gaz tak przezroczysty, ze tuba eksperymentalna wydawata sie
catkowicie pusta. Po ochtodzeniu ukladu zaobserwowano gesta chmure. Dzi§ uznajemy to za

zaobserwowanie krytycznej opalescencji i odkrycie punktu krytycznego [54].

Ostatecznie przytaczane tutaj okreslenie punktu krytycznego zostalo zaproponowane przez Thomasa
Andrewsa w 1869 roku, ktory wykazal, Zze gaz moze sie skrapla¢, a ciecz odparowac jedynie ponizej danej
wartosci temperatury i ci$nienia. Powyzej tych warto$ci znajduje sie faza nadkrytyczna, w ktérej zanika

rozroznienie fazy cieklej i gazowej [54][55].
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Rysunek 1. 3 Wykres fazowy ditlenku wegla

Na Rysunku 1.3 przedstawiono wykres fazowy pojedynczej, czystej substancji na przykladzie ditlenku
wegla. Widoczne sa cztery fazy, ktére rozdzielone sa liniami granicznymi, tj. liniami réwnowagowymi.
Linie te reprezentujq zbiory punktow wspotrzednych cisnienia i temperatury, w ktérych odpowiednie fazy
wspolistniejg w rownowadze. Punkt potrdjny reprezentuje warunki, w ktérych wspélistnieja trzy fazy: fazy
ciekla, stala i gazowa. Podazajac za krzywa preznosci pary od punktu potréjnego do punktu krytycznego,
poruszamy sie zestawem punktoéw reprezentujacych wartosci cisnien i temperatury, w ktorych fazy ciekla

i gazowa znajduja sie w réwnowadze [56].

Punkt
krytyczny

Cignienie ———»

Temperatura ——»

Rysunek 1. 4 Zanik menisku miedzy fazq cieklq i gazowq ditlenku wegla przy wzroscie cisnienia i temperatury
w poblizu punktu krytycznego; [na podstawie [57][58]]
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Osiggnawszy punkt krytyczny, obie te fazy taczq sie, poniewaz zanika menisk pomiedzy fazami (Rysunek
1.4). Faza ta nazywana jest plynem nadkrytycznym, natomiast ciSnienie i temperatura w tym punkcie
nazywane sa kolejno cisnieniem krytycznym i temperaturg krytyczng. Zmiana wiasciwosci fazy nie
nastepuje natychmiastowo, lecz stopniowo wraz z przekroczeniem punktu krytycznego. Gesto$¢ ptynu
nadkrytycznego jest blizsza cieczy, lepkos$c zas jest blizsza stanu gazowemu [56][59]. Istotng wtasciwoscia

ptynu nadkrytycznego jest brak napiecia powierzchniowego [60].

W obszarze na Rysunku 1.4 na lewo od regionu nadkrytycznego wystepuje obszar ptynu podkrytycznego
(lub subkrytycznego, ang. subcritical). Ptyn podkrytyczny definiowany jest jako ptyn o temperaturze
pomiedzy temperaturg wrzenia a temperatura krytyczna oraz o ciSnieniu pozwalajagcym na utrzymanie stanu
cieklego. W zwiazku z tym wymagane cisnienie dla stanu podkrytycznego jest wyzsze od réwnowagowej
preznosci w danej temperaturze. Ptyny podkrytyczne maja wiasciwosci zblizone do ptynu nadkrytycznego

i znajduja zastosowania w procesach takich jak ekstrakcja [61], [62].

Na skale przemystowa plyny nadkrytyczne sa stosowane komercyjnie m.in. w procesach branzy
farmaceutycznej, spozywczej i tekstylnej. Wykorzystywane sa rowniez w produkcji aerozeli,
chromatografii wysokoci$nieniowej, w produkcji nowych materiatbw przy pomocy reakcji w fazie
nadkrytycznej lub poprzez jego impregnacje (saturacje). Pltyny nadkrytyczne sa stosowane rowniez
w procesach ekstrakcji materialow statych badZz cieklych, w praniu ,na sucho”, w sterylizacji
wysokocisnieniowej, w dyszach tnacych, jako rozpuszczalniki w syntezach chemicznych. Plyny
nadkrytyczne odznaczajq sie wyzszq przewodnosciq cieplng, wiec byly rozwazane jako alternatywne
czynniki, ciecze robocze w systemach przenoszenia ciepta takich jak klimatyzacje w samochodach. Od lat
90 XX wieku rozwazano zastosowanie ich jako czynnika chlodzacego w reaktorach jadrowych celem
poprawy wydajnosci reaktoréw chtodzonych woda. Obecnie wykorzystanie wody w stanie nadkrytycznym
w konwencjonalnych elektrowniach cieplnych jest najwiekszym przemystowym zastosowaniem ptynéw
pod cis$nieniem nadkrytycznym [63], [64]. Nadkrytyczna woda stosowana jest réwniez w procesie
zgazowania odpadéw organicznych, w tym biomasy, celem uzyskania gazéw syntetycznych (metan,
wodor, tlenek i ditlenek wegla) [65], [66]. Rosnie ponadto zainteresowanie uzycia ich w procesach
przetwarzania odpad6w i biomasy w celu odzyskania pozadanych sktadnikow, m.in. biooleje, wodér, metan

[67] [58], [59], [68].

Powszechnie stosowanym rozpuszczalnikiem krytycznym w przemysle jest ditlenek wegla. Powodem jego
popularnosci sg wiasciwosci tj.: nietoksyczno$é¢, niepalno$é, niekorozyjnosé, tatwa dostepnosé, taniosc.
Cisnienie krytyczne oraz temperatura krytyczna wynoszg odpowiednio 7.38 MPa, oraz 304.13 K. Nalezy
zwréci¢ uwage, ze temperatura ta jest niska, co ma znaczenie przy obrébce substancji czutych na
temperature. Ditlenek wegla ma mozliwosc¢ rozpuszczania szerokiego spektrum substancji: od niepolarnych
do umiarkowanie polarnych. Spektrum to moze zosta¢ poszerzone poprzez dodanie odpowiedniego

wspotrozpuszczalnika [69][70][71].

str. 14



Dla poréwnania w Tabeli 1.3 przedstawiono wybrane parametry krytyczne innych, popularnych

rozpuszczalnikow stosowanych w procesach wysokocisnieniowych [59].

Tabela 1. 3 Temperatura i cisnienie krytyczne wybranych rozpuszczalnikéw

Rozpuszczalnik Temperatura krytyczna [K] Cisnienie krytyczne [MPa]
Woda 647.3 22.12

Metan 190.4 4.60

Etan 305.3 4.87

Propan 369.8 4.25

Etylen 282.4 5.04

Propylen 364.9 4.60

Metanol 512.6 8.09

Etanol 513.9 6.14

Aceton 508.1 4.70

Plyny nadkrytyczne wystepuja naturalnie na Ziemi, konkretnie nadkrytyczna woda w poblizu podwodnych

wulkanow, tj. obszaru wysokiej temperatury i wysokiego cisnienia [72].

1.5 Impregnacja  materialtdw  polimerowych  metoda =~ konwencjonalng
i nadkrytyczng

Impregnacja to proces, w ktérym dany materiat jest nasycany inng substancja [73]. Powszechnie stosowana
metodq jest impregnacja w fazie cieklej, czyli metoda zanurzeniowa, ktéra wymaga zanurzenia materiatu
w cieczy (np. w wodzie z rozpuszczong substancja aktywna). Metoda ta ma ograniczona skutecznos¢
wynikajaca z zastosowanego medium, w ktérym przeprowadzana jest impregnacja. W tym celu
podejmowano i badano szereg usprawnienl majacych podnies¢ wydajnos¢ procesu modyfikacji. W stosunku
do procesu impregnacji drewna zaproponowano modyfikacje wstepng poprzez Sciskanie, sprasowanie
drewna, co poprawia pdzniejszq penetracje struktury drewna przez ciecz. Innymi metodami jest obrébka
falami mikrofalowymi, obrébka chemiczna lub biologiczna. Raportowane jest tez wykorzystanie
ultradZwiekéw w celu usprawnienia penetracji struktury drewna przez ciecz. Mimo wszystko proces
impregnacji drewna metoda konwencjonalng uniemozliwia ciasne upakowanie ktéd drewna podczas

procesu oraz generuje znaczne ilosci zanieczyszczonych Sciekow i statych odpadéw [68], [74].

Wspomniane ograniczenia i konieczno$¢ ich minimalizowania jest zwigzana z napieciem
powierzchniowym cieczy, w ktorej przeprowadzany jest proces impregnacji. Ponadto stosowanie
impregnacji w fazie cieklej wiaze sie z nizszq dyfuzyjnoscia, a przez to dluzsza impregnacja, ktéra nie
zajdzie réwnomiernie w calej objetosci modyfikowanej matrycy materiatu. Jedna z odmian metody
impregnacji o udowodnionej skuteczno$ci modyfikacji materiatéw to impregnacja nadkrytyczna (SSI).

Wymaga ona substancji aktywnej rozpuszczalnej w fazie nadkrytycznej, przykladowo w nadkrytycznym
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ditlenku wegla. W typowym procesie umieszcza sie material przeznaczony do impregnacji w naczyniu
wysokocisnieniowym obok umieszczonej substancji aktywnej, co przedstawiono na Rysunku 1.5. Po
wttoczeniu i sprezeniu ditlenku wegla w uktadzie do wartosci wysokocisnieniowych nadkrytyczna faza,
w ktorej rozpuszczona jest substancja aktywna penetruje materiat staly [75]. Niska lepkos¢ i brak napiecia
powierzchniowego umozliwiaja penetracje substancja aktywna materialu w jego calej objetosci [60]. Po
zakonczeniu procesu impregnacji uklad poddaje sie dekompresji. Substancja aktywna za$ pozostaje
w strukturze materiatu w wyniku obnizenia rozpuszczalno$ci spowodowang obnizeniem ci$nienia w trakcie
dekompresji. Rozpuszczalnik ditlenek wegla po procesie nie pozostawia $ladow w otrzymanym materiale,
gdyz usuwany jest naturalnie poprzez zjawisko dyfuzji. W poréwnaniu do metody konwencjonalnej metoda
impregnacji w fazie nadkrytycznej umozliwia eliminacje wody (lub rozpuszczalnika organicznego)

z procesu i produkcji zanieczyszczonych substancjq aktywna Sciekdéw [68], [76].

nkCO>

e

Substancja aktywna Materiat

Impregnacja
nadkrytyczna

Rysunek 1. 5 Schemat procesu impregnacji nadkrytycznej (SSI)

Jedne z substancji, ktore sg rozpuszczalne w nadkrytycznym ditlenku wegla to karwakrol [77]oraz jego
izomer tymol [78]. Substancje te wykazujg silne dzialania antybakteryjne i zostalty wykorzystane w wielu
badaniach naukowych jako substancje aktywne. Doniesiono, Ze substancje te maja znaczace dzialanie
przeciwbakteryjne zarowno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Karwakrol i tymol sa
ogodlnie uznawane za bezpieczne (status GRAS) oraz dopuszczono je jako dodatek do Zywnosci [79], [80].
Zastosowanie materiatdbw zmodyfikowanych metoda impregnacji nadkrytycznej przy pomocy karwakrolu
jako substancji aktywnej w zwalczaniu bakterii Escherichia coli i Staphylococcus aureus zostatlo wykazane
jako skuteczne pod warunkiem odpowiednio wysokiego zaladowania w strukturze zaimpregnowanego
materialu. Milovanovic i in. wykazali, ze 14,4% zaladunek karwakrolu w strukturze bawelnianej gazy

gwarantuje wlasciwosci antybakteryjne przeciw szeregowi mikroorganizméw — w tym bakteriom E.coli
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iS. aureus [77]. Wykazano, Ze maksymalny zaladunek karwakrolu osiggniety metoda impregnacji
nadkrytycznej w strukturze octanu celulozy wynosi okolo 60% zas dla tymolu 72%. Octan celulozy
zaimpregnowany wysoka dawka karwakrolu wykazal znaczace wilasciwosci antybakteryjne — w tym
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim iujemnym w tym przeciw S. aureus opornego na metycyline
(MRSA). Réwniez prébka zmodyfikowana tymolem wykazala dziatanie przeciwbakteryjne wobec 23
badanych szczepow bakterii, w tym S. aureus opornego na metycyline (MRSA) [78] [81]. Bardzo wysoki
zaladunek tymolem poskutkowat jednak znacznym ostabieniem wigzaii wodorowych pomiedzy
fanicuchami polimerowymi i w dalszej kolejnosci jego pecznieniem i zmiang ksztattu, natomiast badanie
SEM wykazalo zanikniecie struktury porowatej. Wykazano réwniez, ze maksymalny stopien impregnacji
nie jest zalezny od cisnienia. Cis$nienie zas zwieksza szybkos¢ impregnacji [81]. Zizovic i in. [82]wykazali,
ze membrana wytworzona metoda solvent-casting zaimpregnowana w 30% tymolem wykazuje
wiasciwosci antybiofilmowe i antybakteryjne przeciw P. aeruginosa iS. aureus [82]. Wiele innych
substancji, naturalnych ekstraktéw zostalo uzytych w celu uzyskania zaimpregnowanych materialéw
o wlasciwosdciach antybakteryjnych metoda impregnacji nadkrytycznej. Polilaktyd zaimpregnowany
aldehydem cynamonowym wykazat wlasciwosci antybakteryjne przeciw E. coli i S. aureus [83]. Réwniez
zaimpregnowany oligomerami na bazie 2-oksazoliny metoda SSI chitozan wykazal wlasciwosci

antybakteryjne przeciw E. coli i S. aureus [84].

W przypadku braku lub ograniczonej rozpuszczalnos$ci substancji aktywnej w nadkrytycznej fazie mozliwe
jest wykorzystanie metody impregnacji wspomaganej ptynem nadkrytycznym (ang. Supercritical Assisted
Impregnation, w skrocie SAI). Schemat procesu zostat przedstawiony na Rysunku 1.6. W metodzie tej
dobiera sie rozpuszczalnik cieklty, w ktorym substancja aktywna jest rozpuszczalna. Nastepnie w naczyniu
wysokocisnieniowym zanurza sie materiat przeznaczony do impregnacji w cieczy z substancja aktywna.
Po wtloczeniu ditlenku wegla i sprezeniu uktadu do wartosci wysokocisnieniowych nadkrytyczny ditlenek
wegla dziala jako promotor kontaktu miedzy cieczq a materiatem stalym. Podsumowujac, w impregnacji
nadkrytycznej, SSI nastepuje kontakt dwdch faz: materialu impregnowanego oraz fazy nadkrytycznej
z substancja aktywna. W SAI wystepuje kontakt trzech faz: materiatu impregnowanego, fazy nadkrytycznej
oraz cieczy z substancja aktywna [75].
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Rysunek 1. 6 Schemat procesu impregnacji wspomaganej ptynem nadkrytycznym (SAI)

1.5.1 Raport literaturowy nt. materiatow uzyskanych z SSI

Metoda impregnacji nadkrytycznej znalazta zastosowanie w produkcji ZywnoS$ci funkcjonalnej. Jest to
zywnos$¢ zmodyfikowana badZ wzbogacona o dodatkowe sktadniki odzywcze. Metoda wysokocisnieniowa
jest zielong alternatywa wobec metod konwencjonalnych. Celem tej techniki jest enkapsulacja zwigzku
aktywnego w strukturze materialu celem ochrony przed degradacja, zwiekszenia biodostepnosci
i utrzymania bioaktywnos$ci [85]. Gonzalez raportuje, Ze odpowiednim materialem-matryca do bycia
nos$nikiem substancji aktywnej s aerozele oparte na polisacharydach. Wskutek ich otwartej struktury
porowatej i wysokiej powierzchni wlasciwej notuje sie wzrost zainteresowania nimi w sektorze
farmaceutycznym i biomedycznym. Ponadto sa w stanie zapewni¢ zwiekszong biodostepnos¢ leku
i zapewniaja mozliwo$¢ wysokiego zatadunku substancji aktywnej [86]. Milanovic i in. w swej publikacji
zaprezentowali wyniki impregnacji nadkrytycznej aerozeli i kserozeli opartych na skrobi. Substancja
aktywna zaimpregnowana do struktury by} tymol. W tym celu impregnowano probki w 35°C u 15,5 MPa
przez 24 godziny przy uzyciu nadkrytycznego ditlenku wegla. Uzyskany zatadunek tymolu zalezat od
rodzaju aerozelu lub hydrozelu. W zaleznosci od pochodzenia skrobi uzyskano zatadunek w przedziale
(0,58-3,31%). Kserozele charakteryzowaty sie nieco wyzszym zaladunkiem tymolu (1,76-4,02%) przy
tych samych warunkach procesowych [87]. Araujo i in. zaprezentowali impregnacje aerozeli ze skrobi
kukurydzianej polifenolami z wytlokéw z marakui. W swej pracy autorzy zaprezentowali szeroki zakres
parametréw procesowych, tj. 22,5-37,5MPa i 45-65°C. Badania te sq przydatne w opracowaniu nowych

metod dostarczania polifenoli do nutraceutykéw i produktéw spozywczych [88].

Wykorzystanie nadkrytycznego ditlenku wegla jako rozpuszczalnika w procesie impregnacji jest

stosowane na skale przemystowa w procesach barwienia. Konwencjonalne metody w procesie barwienia
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widkien Poli(tereftalan etylenu) (PET) wymagaja tworzenia duzej ilosci $ciekow, ktore ponadto sa
zanieczyszczone S$rodkami powierzchniowo-czynnymi, S$rodkami dyspergujacymi lub nieuzytym
barwnikiem. Zastosowanie metody wysokocisnieniowej pozwala na eliminacje uzycia wody, Srodkéw
dyspersyjnych czy powierzchniowoczynnych. Wedlug pracy Kikic i in. technika impregnacji
nadkrytycznej nie rozprzestrzenila sie tak szeroko z powodu wysokich kosztow inwestycyjnych. Sugerowat
on, by metoda ta byla stosowana wobec materialow trudnych do barwienia, przykladowo wiokien lub

filméw z PE, badz PP [76].

Mozliwe jest rdwniez nadanie widknom barwy przy jednoczesnym nadaniu materiatlowi wilasciwosci
antybakteryjnych. Elmaaty i in. Wykorzystali metode impregnacji nadkrytycznej do zmodyfikowania
tkaniny poliesterowej zaladowujac barwniki hydrazonopropanonitrylowe. Autorzy podaja, Ze optymalna
temperatura i ci$nienie barwienia wynosza odpowiednio 120°C i 15 MPa. Otrzymany material wykazywat
odporno$¢ na wymywanie woda, tarcie i ekspozycje na Swiatlo, a takze doskonale wlasciwosci
antybakteryjne przeciw bakteriom Gram+ i Gram-[89]. W celu produkcji aktywnego opakowania zywnosci
wykonano impregnacje sub- i nadkrytyczng tymolem liniowego polietylenu matej gestosci (LLDPE, ang.
linear low density polyethylene). W badaniach tych impregnowano polimer w temperaturze 313 K
i ciSnieniu 7-12 MPa [90]. Pajnik i in. wykorzystali metode impregnacji nadkrytycznej zaladowania
materiatdw biokompozytowych tymolem jako substancja aktywna w celu uzyskania potencjalnego
aktywnego materialu opakowaniowego. Zmodyfikowano filmy ze skrobi i chitozanu, a takze filmy ze
skrobi-chitozanu-zeolitu. Doswiadczenie przy uzyciu nadkrytycznego ditlenku wegla prowadzono w 35°C
i ci$nieniu 15.5 i 30 MPa, badajac czas 4-24 godziny. Zaladunek substancji aktywnej do materialow ze
skrobi i chitozanu oraz skrobi-chitozanu-zeolitu wynosit kolejno maksymalnie 10,8% oraz 27,3%. Materiat
o zatadunku tymolu okoto 24% wykazywat silne wlasciwosci antybakteryjne przeciwko bakteriom E. coli

oraz opornym na metycyline Staphylococcus (S.) aureus (MRSA) [91].

Drewno jest surowcem poddawanym impregnacji celem zabezpieczenie go przed biodegradacja
i wydhuzeniem jego zywotnosci. W przeciwienstwie do klasycznych metod impregnacji impregnacja
metoda nadkrytyczna eliminuje produkcje $ciekow (wodnych lub organicznych) zanieczyszczonych
substancjg aktywna. Ponadto drewno zaimpregnowane metoda nadkrytyczng substancjq grzybobdjczq jest
rownomiernie zaimpregnowane w catej objetosci, zachowuje swoja strukture i nie wymaga usuwania
rozpuszczalnika po procesie. Co wiecej, proces ten pozwala na dostosowanie dawki substancji aktywnej,
modyfikacje drewna twardego badZz miekkiego, natomiast zaimpregnowany material po skonczonej
zywotnosci moze by¢ skladowany na zwyklym wysypisku S$mieci. Wykorzystanie technologii
wysokocisnieniowej jest réwniez znacznie bardziej wydajne energetycznie wzgledem metody
konwencjonalnej. Pierwsza komercyjng instalacja na Swiecie przeznaczong do impregnacji drewna metoda
nadkrytyczng jest instalacja w Hampen w Danii. Otwarcie jej nastgpito w marcu 2002 roku. Zdolnosci
produkcyjne roczne wynoszg 40-60 tysiecy m®> zmodyfikowanego materiatu. Zaktad ten oferuje wysoki

odzysk CO; (>96%), niska konsumpcje energetyczna, wysoka elastycznos¢ [92], [93], [94], [95].
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Impregnacji poddano rowniez drewno z gatunku Eucalyptus nitens. Gatunek ten jest gtéwnie sadzony pod
produkcje celulozy i papieru. Twardziel (wewnetrzna cze$¢ pnia odpowiedzialna za mechaniczne
podtrzymanie drzewa) gatunku E. nitens charakteryzuje sie niskq trwatoscia i odpornoscia na penetracje
srodkéw konserwujacych w procesie konwencjonalnej impregnacji. Wood i in. zastosowali metode
impregnacji nadkrytycznej przy uzyciu ditlenku wegla w celu zaladowania biocydéw do w glab struktury
drewnianych desek. Impregnacje prowadzono przez 7 godzin w 45°C i maksymalnie 15 MPa. Po
modyfikacji zbadano prébki z réznych stref zmodyfikowanych desek i stwierdzono obecno$¢ biocydéow

w catej objetosci struktury materiatu [94].

1.6 Szczepienie chemiczne jako metoda modyfikacji polimerow

Szczepienie (ang. grafting) polimeréw jest metodq polegajaca na chemicznym przytaczeniu substancji
chemicznej a powierzchnia stata polimeru.[96] Szczepienie mozna przeprowadzi¢ metoda ,,szczepienia na”
lub ,,szczepienia z”. Pierwsza metoda polega reakcji funkcjonalizowanych koncéw czasteczek polimerow
z odpowiednimi grupami funkcyjnymi na powierzchni polimeru. W ten sposéb tworzg sie potaczone
lancuchy polimeru. Metoda ,,szczepienia z” polega na inicjacji polimeryzacji z powierzchni polimeru

skutkujacej przylaczeniem grup inicjujacych zwykle poprzez wiazania kowalencyjne [97].

Metody te sa stosowane w celu uzyskania polimeru biobdjczego. W takim przypadku stosuje sie chemiczne

przylaczenie substancji aktywnej o wiasciwosciach biob6jczych do struktury polimeru [98].

Rysunek 1.7 przedstawia graficznie materiat przed szczepieniem (a) i po pelnym procesie szczepienia (b).
Na powierzchni materiatu widoczne sa bordowe wypustki symbolizujace grupy funkcyjne
modyfikowanego materiatu. Przed szczepieniem widoczne sa nad powierzchnia monomery (kolor zielony)
z grupg funkcyjng (kolor czerwony). Po procesie szczepienia, polimeryzacji otrzymywany jest nowy

materiat o sfunkcjonalizowanej powierzchni (Rysunek 1.7b).
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Rysunek 1. 7 Przylqczanie grup funkcyjnych substancji aktywnej (czerwone koncéwki) do grup funkcyjnych
modyfikowanego materiatu (bordowe wypustki); przed reakcjq (a) i po reakcji (b)

str. 20



Podobnie jak w przypadku metody impregnacji, zastosowanie plynu nadkrytycznego w produkcji
szczepionych polimeréw pozwala na redukcje badZ eliminacje niebezpiecznych odpadéw organicznych
oraz Sciekéw zanieczyszczonych rozpuszczong substancja aktywna [67], [68], [76]. W procesach
przetwarzania polimerow ditlenek wegla jest najczesciej stosowanym plynem nadkrytycznym ze wzgledu
na niska temperature krytyczng oraz wysoka rozpuszczalnos¢ w polimerach [99]. W tego typu procesach
nadkrytyczny ditlenek wegla petni funkcje medium transportowego i reakcyjnego [100]. Stojanovic i in.
wykorzystali nadkrytyczny ditlenek wegla celem zbadania i poréwnania metod powlekania
nanokrzemionki y-metakryloksypropylotrimetoksysilanem. W eksperymentach uzyto etanolu jako
wspotrozpuszczalnik w procesie szczepienia. Uzycie metody wysokocisnieniowej z dodatkiem etanolu
pozwolito na uzyskanie minimalnej aglomeracji powlekanych nanoczastek i lepsze pokrycie krzemionki
substancja aktywna. Nanokrzemionka jest jednym z najpopularniejszych nanonapeliaczy
wykorzystywanym w produkcji nanokompozytéw [60]. W pracy Tyrki i in. aminosilany zostaly
zaszczepione do membran z octanu celulozy, dzieki czemu uzyskano materiat bardziej hydrofilowy
wzgledem membran niezmodyfikowanych. Ponadto wykazywaly one wlasciwosci antybiofilmowe
wzgledem szczepdéw Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli i Salmonella
Enteritidis. W innej pracy Correa i in. opracowali proces kwaternizacji oligo(2-metylo-2-oksazoliny)
z N,N-dimetylododecyloaming, w ktérym uzyskany produkt zostat zaszczepiony do struktury chitozanu.
Uzyskany material zabijal ponizej trzech minut ponad 99.999% bakterii Staphylococcus aureus
i Escherichia coli po bezposrednim kontakcie. Na powierzchni zmodyfikowanego materiatlu nie
obserwowano powstawania biofilmu [84]. Czwartorzedowe zwigzki amoniowe zostaly zaszczepione do
struktury drewna swierkowego z wykorzystaniem nadkrytycznego ditlenku wegla. Xu i in. zaprezentowali
dwustopniowa reakcje, w ktorej w pierwszym stopniu przylaczono linker diizocyjanian heksametylenu do
grup hydroksylowych obecnych w strukturze drewna. W drugim stopniu do otrzymanego materiatu
zaszczepiono czwartorzedowe zwigzki amoniowe z wykorzystaniem wigzania karbaminian/uretan.
Otrzymane, zmodyfikowane drewno wykazywato wlasciwosci antybakteryjne oraz poprawiong stabilno$¢

wymiarowa. Wytworzony materiat moze aplikowany w konstrukcjach typu tarasy czy ogrodzenia [101].

Czwartorzedowe zwiazki amoniowe to zwigzki jonowe zawierajace w czasteczce cztery grupy organiczne
polaczone poprzez 3 wigzania kowalencyjne i 1 koordynacyjne do atomu azotu [102]. Znane s3 one ze
swych wiasciwosci antybakteryjnych [103], natomiast potencjalne wtasciwosci antybiofilmowe wymagaja
jeszcze dalszych badan. Zwiazki te sa szeroko stosowane w przemysle chemicznym jako $rodki odkazajace.
W przegladzie literaturowym Saveriny i in. przedstawiono kompleksowo badania nad czwartorzedowymi
zwigzkami amoniowymi pod katem ich dziatania antybakteryjnego i antybiofilmowego. Omoéwione zostaly
przypadki, gdy zwiazek ten byt wykorzystywany samodzielnie, zostal osadzony na kompozytach
i powtokach, badz zostat zaszczepiony do struktury polimerowej [104]. Wedtug najlepszej wiedzy autora,
wyniki szczepienia czwartorzedowego zwigzku amoniowego do struktury octanu celulozy po raz pierwszy

opublikowano w literaturze w materiatach konferencyjnych konferencji ISSF 2022 [105]. Przedstawione
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wyniki tej pracy, autorstwa zespotu, ktérego autor tej publikacji jest czeScig, zostaly przedstawione w pracy

doktorskiej.

1.6.1 Szczepienie celulozy, skrobi i chitozanu

W chemii polimeréw wprowadzono ostatnio nowe $ciezki wykorzystania celulozy do produkcji jej
pochodnych, kompozytéw i kopolimeréw. Produkty te — oparte na biodegradowalnej celulozie — moga
zosta¢ wykorzystane dzieki nabytej poprzez modyfikacje nowej funkcjonalnosci. Modyfikacja chemiczna
celulozy moze poprawi¢ wlasciwosci chemiczne, fizyczne, mechaniczne badz termiczne. Modyfikacji
moze ulec réwniez zwilzalno$¢ materialu. Wszystkie te wilasciwosci moga zosta¢ zmodyfikowane

w zaleznosci od rodzaju obranych substancji modyfikujacych [106].

Obecne w strukturze celulozy grupy hydroksylowe moga zosta¢ przereagowane metoda szczepienia,
skutkiem czego przylaczone zostaja do celulozy jednostki monomeru lub polimery. W konsekwencji
mozliwe jest uzyskanie zaszczepionego polimeru o zaawansowanych wiasciwosciach w poréwnaniu do
polimeru pierwotnego, tj. niezmodyfikowanego [106], [107]. Jednak jak raportuja Hansson i in.,
modyfikacja celulozy poprzez funkcjonalizacje jej grup hydroksylowych moze mie¢ wptyw na wiasciwosci
mechaniczne uzyskanego polimeru. Wynika to z istnienia wigzan wodorowych pomiedzy grupami
hydroksylowymi w strukturze polimeru. Jak raportujq autorzy, wigzania te nie powinny zosta¢ naruszone,

jesli nie przeprowadzi sie wstepnej obrobki zasada, ktéra rozrywa owe potaczenia [108].

Skrobia i chitozan réwniez zawieraja w swej strukturze grupy hydroksylowe. Aly i El-Bisi opisuja metody
szczepienia skrobi, wymieniajac: metody fizyczne (inicjacja napromieniowaniem gamma, mikrofalami,
wiazka elektronéw, czy technika mechanochemiczna), szczepienie winylem przy inicjacji cerem, inicjacja
nadsiarczanem, inicjacja reakcja redoks, inicjacja manganem, inicjacja ukladem redoks
bromian/cykloheksanon, inicjacja uktadem redoks ditelluratokupratu potasu (III). Wszystkie przytoczone

metody szczepienia wykorzystuja grupy hydroksylowe obecne w strukturze skrobi [109], [110].

Autorzy wymienili réwniez metody szczepienia chitozanu: metody fizyczne (inicjacja promieniowaniem
gamma, UV, wigzka elektronéw), metody enzymatyczne, metody chemiczne, inicjacja jonami cerowymi,
reakcja redoks odczynnikiem Fentona, inicjacja nadsiarczanem. Techniki te prezentuja szczepienie z

wykorzystaniem grup aminowym i grup hydroksylowych chitozanu [109], [110], [111].

1.6.2 Aplikacja materialow uzyskanych ze szczepienia chemicznego

Celuloza i skrobia sq polisacharydami wykorzystywanymi jako reagujace na bodzce nosniki lekow, tj.
antybiotyki, steroidy, hormony, enzymy srodki przeciwzapalne, przeciwgoraczkowe czy przeciwboélowe,
immunosupresanty czy leki antykoncepcyjne. Przykladowymi innymi polisacharydami wykorzystywanymi
do kontrolowanego uwalniania leku to: chitozan, alginian, agar-agar, karagen, Siarczan chondroityny,

guma gellanowa, heparyna, kwas hialuronowy, pektyna, skleroglukan, guma ksantonowa [106], [112].
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Mozliwe jest zmodyfikowanie materiatu pierwotnego w taki sposob, by regulowa¢ uwalnianie substancji
aktywnej w pozadany sposdb. Przykladowo hydrozele na bazie skrobi zaszczepione monomerami
akrylowymi moga zosta¢ wytworzone tak, by pecznialy w kontrolowany sposob. Zwiekszona obecnos¢
monomerow obnizala zjawisko pecznienia, co wydhizalo czas uwalniana substancji aktywnej z wnetrza

materiatu [113], [114].

Chang i in. zaproponowali wykorzystanie hydrozeli na bazie celulozy jako superabsorbera. Obecne
w strukturze grupy hydroksylowe zostaly przereagowane przez karboksymetyloceluloze sodowa
w wodnym roztworze NaOH i mocznika poprzez sieciowanie za pomoca epichlorohydryny. Zauwazono,
ze obecnosS¢ celulozy w hydrozelu byta niezbedna dla jego stabilnosci, a fancuchy celulozy dziataly jako
silny szkielet, utrzymujacy stabilno$¢ hydrozelu. Hydrofilowy charakter karboksymetylocelulozy sodowej

przyczynit sie jednak do znacznego pecznienia otrzymanego hydrozelu [115].

Materialy wykorzystujace szczepiong celuloze znalazty zastosowanie w opracowaniu elastycznych baterii.
Jabbour i in. zastosowali celuloze mikrofibrylowana jako element wigzacy do produkcji samostojacych
i elastycznych elektrod przy uzyciu prostego procesu odparowania wody [116]. Materialy bazujace na
szczepionej celulozie sa wykorzystywane rowniez jako spoiwa do elektrod anodowych o duzej pojemnosci,
tj. anody krzemowe o niskim potencjale wyladowania przy ekstremalnie wysokiej pojemnosci tadunkowej
w poréwnaniu do anod grafitowych. Spoiwem tym bylo materiat nazwany NaPAA-g-CMC, ktory
zsyntetyzowano metoda wolnorodnikowej polimeryzacji szczepionej, stosujac karboksymetyloceluloze

i kwas akrylowy jako prekursory oraz nadsiarczan jako inicjator rodnikowy [117].

Celuloze wykorzystano do modyfikacji i tworzenia adsorbentéw oraz flokulantéw, ktére maja za zadanie
usuwanie szkodliwych barwnikéw organicznych z odpadéw przemystowych, szczegdlnie z przemystu
tekstylnego, barwnikarskiego, drukarskiego i malarskiego. Roy i in. zmodyfikowali celuloze we wt6knach
jutowych za pomoca taniny polifenolowej w Srodowisku wodnym, utatwione przez aktywacje epoksydowa.
Ta modyfikacja miata na celu adsorpcje Czerwieni Kongo (barwnika) z roztworu wodnego. Po modyfikacji
pojemno$¢ adsorpcyjna zmodyfikowanych widkien jutowych byla znacznie wyzsza niz
niezmodyfikowanych widkien jutowych [118]. Szczepione kopolimery celulozowe wykorzystano jako
adsorbery w procesach oczyszczania Sciekéw. W pracy Lee i in. zastosowano celuloze szczepiong PAA,

ktéra okreslono jako doskonaty adsorber o wysokiej wydajnosci flokulacji [[119].

Poza mozliwo$cia usuwania barwnika poprzez adsorpcje, szczepione materialy celulozowe znalazly
zastosowanie w sorpcji jonéw metali. Jony takie jak: Cd**, Pd**, Hg**, Cu**, Ni**, Fe*", Fe**, Co*", Co™",
Zn**, Mn*', As**, Mo*", V**, Cr®, AI**, Sb®* nie degraduja sie i stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia
ze wzgledu na toksyczno$é. Zrédlem zanieczyszczenia s zaklady elektrochemiczne, garbnicze,
elektroniczne, obrobki i przetwérstwa metali oraz farbiarskie [106]. Zastosowanie biosorbentéw stanowi
alternatywe dla szerokiego spektrum strategii i metod usuwania jonéw metali ze Srodowiska ze wzgledu na

biodegradowalnos¢, stabilno$¢ i mozliwo$¢ ponownego uzycia. Materialy te sg naturalne oraz tanie
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i oferujg wysoki stopienn adsorpcji przy tatwej desorpcji celem odzysku jonéw [[120]. Przykiadem
wykorzystania szczepionej celulozy jest praca Chauhan i in., ktérzy przeprowadzili sorpcje jonéw Ca®*
przy uzyciu celulozy szczepionej oraz niezmodyfikowanej. Szczepienie celulozy w znaczy sposob
poprawiato sorpcje jonéw metalu. Metoda szczepienia, modyfikacji materiatu miata réwniez istotny wpltyw
na wlasciwosci sorpcyjne. Przy identycznej wydajnosci szczepienia, materiat zmodyfikowany przy uzyciu
metody gamma oferowat trzykrotnie wyzsze wiasciwosci sorpcyjne wzgledem materiatu szczepionego

metoda kopolimeryzacji z reakcja redoks z uzyciem nadsiarczanu jako inicjatora [121].

Podobnie jak materialy uzyskane na drodze impregnacji, tak i materialy uzyskane ze szczepienia
chemicznego sa wykorzystywane do produkcji aktywnych materialtow do pakowania zywnosci.
Przyktadowo zaprezentowano modyfikacje standardowego papieru do kopiarki poprzez pokrycie go
zaszczepionym lateksem z wosku pszczelego. Zmodyfikowany lateks uzyskano poprzez szczepienie
polimeru na bazie guanidyny o wlasciwosciach antybakteryjnych na powierzchni lateksu z wosku
pszczelego. Uzyskany w ten sposéb dodatek do papieru zwiekszyt jego odpornos¢ na dziatanie pary

wodnej, jak i nadat mu wlasciwosci antybakteryjne [122].

Réwniez w celu nadania witasciwosci antybakteryjnych Tankhiwale i in. zaszczepili akryloamid na
powierzchni filtra celulozowego poprzez kopolimeryzacje inicjowang azotem cerowo-amonowym. Na
uzyskanej powierzchni uwieziono pdZniej nanoczastki srebra. Uzyskany material wykazywat silne

wlasciwosci antybakteryjne przeciw szczepowi E. coli [[123].

Wu i in. wykorzystali utleniong celuloze jako matryce do zaszczepienia do niej chitozanu. Uzyskany
materiat byt bezpieczny dla czlowieka, biodegradowoalny i miatl wlasciwosci antybakteryjne przeciw
szczepom E. coli i S. aureus. Co wiecej, wykazywal on 80% transmitancje i doskonalq
nieprzepuszczalnoscia wobec tlenu. Uzyskany kompozyt zabijal powyzej 99% bakterii przytwierdzonych
do powierzchni i byl w stanie wydluzy¢ okres przydatnosci do spozycia kielbasy o 6 dni. Powyzsze
wlasciwosci uzyskano kosztem niewielkiego pogorszenia wlasciwosci mechanicznych wzgledem materiatu
celulozowego. Wytworzony materiat celulozowo-chitozanowy ma zalety obu komponentéw, z ktérych

zostal wyprodukowany [124].

Dong i in. wytworzyli bioaktywny papier poprzez zaszczepienie do widkien celulozowych
B-cyklodekstryny z pomoca kwasu cytrynowego. Wykorzystujac kompleks inkluzyjny B-cyklodekstryna-
chlorowodorek cyprofloksacyny (antybiotyk) uzyskano materiat o doskonatych wtasciwosciach

antybakteryjnych przeciw szczepom E. coli i S. aureus [125].

Mozliwe zatem jest uzyskanie materialdw przeznaczonych do pakowania, ktore sa biodegradowalne,
pochodzenia naturalnego oraz o wilasciwosciach antybakteryjnych przy zachowaniu pierwotnej

wytrzymato$ci mechanicznej materiatu.
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1.7 Cel i znaczenie pracy; hipotezy badawcze

1.7.1 Okreslenie gtlbwnego celu badawczego

Celem badan jest rozw6j proceséw impregnacji i szczepienia w fazie nadkrytycznego ditlenku
wegla do produkcji materiatdéw o wilasciwosciach antybakteryjnych i antibiofilmowych na bazie octanu
celulozy, poliamidu, skrobi i chitozanu, oraz karwakrolu i czwartorzedowych zwigzkéw amoniowych jako
substancji aktywnych. Nastepujqce hipotezy zwiazane z wykorzystaniem zaproponowanych metod zostaty
postawione:

1. Mozliwa jest modyfikacja komercyjnych membran mikrofiltracyjnych z poliamidu i octanu celulozy
za pomoca karwakrolu z uzyciem metody impregnacji nadkrytycznej (SSI) z nadkrytycznym
ditlenkiem wegla. Zmodyfikowane membrany nabiora wlaSciwosci  antybakteryjne
i antybiofilmowe, przy zachowaniu funkcjonalnosci i wlasciwosci strukturalnych.

2. Mozliwe jest modyfikowanie wybranych polimeréw i kompozytéw polimerowych zawierajacych
grupy hydroksylowe czwartorzedowymi zwigzkami amoniowymi poprzez szczepienie
w nadkrytycznym ditlenku wegla w celu uzyskania nowych materialtbw o wiasciwosciach

antybiofilmowych.

1.7.2 Wskazanie potencjalnych kontrybucji do literatury naukowej i przemystowe;j

Badania przeprowadzone w ramach doktoratu skupiaja sie na eksplorowaniu nowatorskich metod
modyfikacji materiatow w celu nadania im wtasciwosci antybakteryjnych i antybiofilmowych o potencjale
w zastosowaniu ich w roznych galeziach przemystu i w medycynie. Przeprowadzono szereg
eksperymentéw majacych na celu zrozumienie wpltywu parametréw procesowych na uzyskany produkt

i charakterystyke otrzymanego materiatu oraz ocene ich skuteczno$ci w zwalczaniu biofilmu.

W pracy doktorskiej wykorzystywano metody wysokocisnieniowe z uzyciem nadkrytycznego ditlenku
wegla. Metody te w trakcie modyfikacji materiatéw polimerowych nie wymagajq produkcji Sciekéw.
Przedstawione wiec zostang metody wpisujace sie w trend zielonej chemii. Stosowanie metod
wysokoci$nieniowych pozwala réwniez skroci¢ potrzebny czas na modyfikacje, co czyni te metody

atrakcyjnymi w komercyjnym uzyciu.

Wyniki badan dotyczacych impregnacji membran polimerowych pozwalaja zrozumie¢ wptyw parametrow
procesowych takich jak cisnienie na stopien impregnacji, co przeklada sie wtasciwosci bakteriobo6jczych
membran wobec patogenéw takich jak m.in. Escherichia coli i Staphylococcus aureus. Modyfikacja
materialu moze mie¢ wplyw na jego strukture, ktéra w dalszej kolejnosci bedzie miata wptyw na jego
przydatno$¢ w procesach przemystowych. Przedstawione badania stawiajq granice w modyfikacji, przed

ktérymi mozliwe jest zachowanie funkcjonalno$ci materiatu polimerowego.
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Co wiecej, badania nad szczepieniem nadkrytycznym membran i granulek octanu celulozy i blendu
skrobiowo-chitozanowego za pomocg techniki wysokocisnieniowej dostarczaja technologii, ktéra
umozliwia tworzenie materialéw o dlugotrwatych wlasciwosciach antybiofilmowych. Powierzchnie o tych
wlasciwosciach sa pozadane w procesach przemystowych, marynarce czy w medycynie jako pewna

i stabilna metoda prewencji przeciw tworzeniu biofilmu.

Whioski z tych badan moga stanowic¢ istotny wklad w rozwdj technik wysokocisnieniowych w ramach
inzynierii chemicznej w celu produkcji nowych materiatow o wlasciwosciach antybakteryjnych lub
antybiofilmowych, ktére moga znalez¢ zastosowanie w szerokim zakresie aplikacji takich jak: przemyst

medyczny, filtracja wody, opakowania Zzywnosci, systemy oczyszczania powietrza.

1.8 Przedstawienie zawartosci pracy

Praca sklada sie z czterech gtéwnych rozdziatow nazwanych jako: 1. Wstep, 2. Cze$¢ eksperymentalna,
3. Rezultaty i wnioski, 4. Podsumowanie. W dalszej kolejnosci przedstawiono rozdziaty: 5. Bibliografia,
6. Spis rysunkow i zdje¢ oraz 7. Spis tabel. Osobno udostepniony jest zatacznik, w ktérym przedstawione

zostaty dodatkowe wykresy, rysunki uzupehiajgce dane i wyniki przedstawione w niniejszej pracy.

W Czesci eksperymentalnej przedstawiono: materialy uzyte w badaniach przedstawionych w czesci
eksperymentalnej wraz z aparaturg procesowa (Rozdzialy 2.1-2.2). W Rozdziale 2.3 Opisano metody
badawcze zastosowane w czesci eksperymentalnej odnoszacej sie do metody impregnacji nadkrytycznej.
W kolejnym, Rozdziale 2.4 przedstawiono metody badawcze zastosowane w czesci eksperymentalnej
odnoszacej sie do metody szczepienia nadkrytycznego. W ostatnim Rozdziale 2.5 przedstawiono zbiorczo

metody charakteryzacji materiatow dla obu metod modyfikacji.

Rozdziat 3 przedstawia rezultaty badan, ktérych metody zostaly opisane w Rozdziale 2. Rozdziat 3.1.1
opisuje rezultaty impregnacji poliamidu, zas Rozdziat 3.1.2 rezultaty impregnacji octanu celulozy. Rozdziat
3.1 zakonczono wnioskami (Rozdzial 3.1.3). W Rozdziale 3.2 przedstawiono rezultaty zwigzane ze
szczepieniem w fazie nadkrytycznej materiatéw: octanu celulozy i blendéw skrobiowo-chitozanowych,

ktory zakonczono wnioskami (Rozdziat 3.2.5).
W Rozdziale 4 podsumowano wyniki w odniesieniu do postawionych hipotez i celéw badawczych.

Na koncu pracy przedstawiono bibliografie, spis rysunkéw, zdjec i tabel. Do pracy dotaczono zatacznik

z dodatkowymi rysunkami oraz tabelami.
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2 Czesc eksperymentalna

W Rozdziale 2 przedstawione sa materialty uzyte do eksperymentéw (Rozdziat 2.1), aparatura
wysokocisnieniowa uzyta do eksperymentéw z nadkrytycznym ditlenkiem wegla (Rozdziat 2.2), metody
zwigzane z impregnacja nadkrytyczna (Rozdziat 2.3) oraz reakcjami szczepienia nadkrytycznego (Rozdziat
2.4) i testowaniem otrzymanych materiatdw. W Rozdziale 2.5 zaprezentowane sa metody charakteryzacji

otrzymanych i badanych materiatow.

2.1 Materiaty

Niniejszy rozdzial przedstawia liste materiatbw uzytych w czeSci eksperymentalnej. Lista ta jest

przedstawiona ponizej w Tabeli 2.1.

Tabela 2. 1 Lista materiatéw uzytych w badaniach rozprawy doktorskiej

Nazwa Producent Parametry
11-bromo-1-undekanol Sigma-Aldrich, Niemcy czystos¢ > 99,0%
1-bromoundekan Sigma-Aldrich, Niemcy czystos¢ 98%

1-propanol Chempur, Polska czda

2-dimetyloaminoetanol Sigma-Aldrich, Niemcy czystos¢ > 99,5%

Aceton StanLab, Polska Czda

Gliceryna bezwodna Poch, Gliwice, Polska

Chitozan Sigma Aldrich Wysoka masa czasteczkowa,

75% deacetylowany

Chloroform-D Sigma-Aldrich, Niemcy czystos¢ 99,8%
Diizocyjanian heksametylenu Sigma-Aldrich, Niemcy czystos¢ > 98,0%
Dilaurynian dibutylocyny Sigma-Aldrich, Niemcy czystos$¢ 95%
Ditlenek wegla SIAD, Polska czystos¢ > 99,5%
Etanol P.P.H. Stanlab, Polska czystos¢ 96%; czda
Eter dietylowy POCH Avantor Performance | czda
Materials, Polska
Karwakrol Sigma-Aldrich z Niemiec czystos¢ = 98%
Kwas octowy Poch, Gliwice, Polska czystos¢ 99,5-99,9%
Membrany do mikrofiltracji z | Cytiva WhatmanTM, Niemcy; | Sredniej wielkosci porow 0,2
octanu celulozy zakupione od Sigma-Aldrich pm i srednicy membrany 47
mm
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Membrany poliamidowe do

GE Healthcare WhatmanTM z

wielko$ci poréw wynoszacej

Materials, Polska

mikrofiltracji (numer | Niemiec; zakupione od Sigma- | 0,2 pm i Srednicy membrany 47
katalogowy: WHA10414012) Aldrich mm
Metanol POCH Avantor Performance | Czda

N,N-dimetylotetradecyloamina

Sigma-Aldrich, Niemcy

czystos¢ > 95%

Octan celulozy

Sigma-Aldrich, Niemcy

Mn ~ 30 000; w postaci proszku

Octan celulozy Eastman CA-

Safic-Alcan, Polska

Produkt w postaci kulek

3208

Skrobia ziemniaczana PPZ Trzemeszno, Polska

2.2 Aparatura wysokociSnieniowa

Wszystkie eksperymenty zwiazane z modyfikacja materialtbw metodami wysokocisnieniowymi
przeprowadzono przy uzyciu aparatury znajdujacej sie w laboratorium wysokocisnieniowym Wydzialu
Chemicznego na Politechnice Wroclawskiej. Eksperymenty te obejmowaly uzycie dwdch naczyn
wysokocisnieniowych HPE-500 i HPVC 350 (Eurotechnica GmbH, Bargteheide, Niemcy) o pojemnosci
kolejno 280 mL i 25 mL. Schemat uktadu eksperymentalnego jest przedstawiony na Rysunku 2.1.

Vi

V2
Y,

|

Rysunek 2. 1 Schemat aparatury wysokocisnieniowej sktadajqcy sie z: A — butli COz, B — kompresora powietrza, C —
kompresora wysokocisnieniowego, D — naczynia wysokocisnieniowego.

Zestaw sklada sie z butli ditlenku wegla (CO>) (A), kompresora wysokocisnieniowego (C) (Typ: 07KN2,
Eurotechnica GmbH, Niemcy), ktéry dostarcza ditlenek wegla do naczynia wysokocisnieniowego (D)

o pojemnosci 280 mL (Zdjecie 2.1a) lub 25 mL (Zdjecie 2.1b) i sprezarki powietrza (B), ktéra zasila
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kompresor wysokocisnieniowy. Sprezanie CO, w kompresorze umozliwia osiagniecie wymaganego

ci$nienia w naczyniu wysokoci$nieniowym, gdzie przeprowadza sie eksperymenty.

Naczynie wysokoci$nieniowe HPE-500 (Eurotechnica GmbH; maksymalne cisnienie 500 baréw;
maksymalna temperatura 120°C) o pojemnosci 280 mL jest wyposazone w plaszcz grzewczy, ktory
podgrzewany jest przez cyrkulacyjng taznie wodna modelu RW3-0525 (JeioTech, Kora). Konstrukcja
naczynia umozliwia ustawienie jej w potozeniu poziomym lub pionowym. Wszystkie eksperymenty
z uzyciem reaktora HPE-500 przeprowadzono w trybie poziomym, zgodnie z przedstawieniem na

Zdjeciu 2.1a.

Naczynie wysokocisnieniowe HPVC 350 o pojemnosci 25 ml (Eurotechnica GmbH; maksymalne
ci$nienie 350 bar6w; maksymalna temperatura 150°C) to komora widokowa wyposazona w dwa szafirowe
okna o Srednicy 18 mm, co pozwala na obserwacje procesu zachodzacego w jej wnetrzu. Komora jest
wyposazona w plaszcz grzewczy zasilany elektrycznie, co umozliwia skonfigurowanie iregulacje

temperatury wewnatrz reaktora. Zdjecie naczynia wysokocisnieniowego przedstawiono na Zdjeciu 2.1b

(b)

Zdjecie 2. 1 Naczynie wysokocisnieniowe HPE-500 o pojemnosci 280 mL (a); Naczynie wysokocisnieniowe model
HPVC 350 o pojemnosci 25 mL (b)

Oba reaktory sa wyposazone w precyzyjne wskazniki temperatury — termopary oraz ciSnienia — manometry,

umozliwiajace doktadng kontrole warunkéw eksperymentalnych.

2.3 Impregnacja nadkrytyczna — metody

Rozdziat 2.3 dotyczy wykonanych metod dotyczacych badan zwigzanych z impregnacja nadkrytyczna
karwakrolem membran z octanu celulozy oraz poliamidu. Metody te beda dotyczy¢ modyfikacji
otrzymanych materiatéw oraz dalszych badan okres$lajacych zdolno$ci membran do filtracji. Przedstawione
zostanie modelowanie matematyczne strumienia permeatu przez membrany zaimpregnowane, jak

i niezmodyfikowane, dzieki czemu mozliwe jest opisanie wptywu obecnosci karwakrolu na sposéb
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depozycji bakterii na powierzchni membrany w trakcie filtracji krzyzowej. Przedstawione zostang metody

testujqce ich potencjalne wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe.

2.3.1 Impregnacja nadkrytyczna karwakrolem

W procesie impregnacji nadkrytycznej membran poliamidowych i octanu celulozy przy uzyciu karwakrolu
zastosowano wysokocisnieniowe naczynie o pojemnosci 280 mL, wyposazone w plaszcz grzewczy. Do
ogrzewania uzyto wody, ktéra pehnila funkcje ptynu grzewczego, a jej obieg byt zapewniany przez

cyrkulator tazni grzewczej.

Procedure impregnacji nadkrytycznej rozpoczeto, umieszczajac okoto 2 mL karwakrolu w szklanym
pojemniku na Srodku metalowej tacki. Powierzchnia kontaktu lustra cieczy karwakrolu wynosita 7,6 cmz2.
Nastepnie cztery membrany poliamidowe lub cztery octanu celulozy zostaly ulozone symetrycznie
wzgledem karwakrolu — dwie po lewej i dwie po prawej stronie, zgodnie z przedstawieniem na
Rysunku 2.2. Membrany i naczynie z karwakrolem zostaly umieszczone w naczyniu wysokocisnieniowym.
Masa uzytych membran wynosita odpowiednio okoto 0,07 g dla poliamidowych i 0,1 g dla z octanu

celulozy.

Membrana Membrana Karwakrgl w s.zklanym Membrana ] [ Membrana
pojemniku

Rysunek 2. 2 Polozenie membran oraz naczynia z karwakrolem w procesie impregnacji nadkrytycznej

Nastepnie do naczynia wprowadzono CO», az do osiagniecia réwnowagi ci$nienia z poziomem ci$nienia
w butli z CO,. Po osiaggnieciu temperatury roboczej CO. byt wprowadzany do ukladu za pomoca
napedzanego powietrzem kompresora wysokocisnieniowego, az do uzyskania docelowego cisnienia

roboczego.

Po zakonczeniu zaplanowanego czasu impregnacji uklad zostat poddany dekompresji, utrzymujac srednia
szybkos$¢ dekompresji na poziomie 0,25 MPa/min. Eksperymenty przeprowadzono w temperaturze 40°C
przy ci$nieniach wynoszacych 10, 15 i 20 MPa. Czas impregnacji wahat sie w zakresie od 0,5 do 6 godzin.
Dobor parametréw procesu, takich jak temperatura i szybkos$¢ dekompresji, zostat oparty na wynikach
wczesniejszych doswiadczen wstepnych. Analiza wykazala, Ze temperatura 50°C prowadzi do wolniejszej
kinetyki impregnacji. Niewielka szybko$¢ dekompresji nie miala istotnego wplywu na efektywno$¢
procesu impregnacji, natomiast zbyt szybka dekompresja zostata wykluczona ze wzgledu na potencjalne
negatywne skutki dla mikrostruktury membrany. Dodatkowo celowe spowolnienie procesu dekompresji
miato na celu zabezpieczenie substancji aktywnej w strukturze membrany oraz unikniecie ewentualnego

zdmuchniecia membran z metalowej tacki.
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Wydajno$¢ impregnacji karwakrolem (zatadowanie) zostata dokladnie okreslona grawimetrycznie
i obliczona przy uzyciu ponizszego rownania matematycznego:

— Mearv ., 1009% .
[ =T . 100% 2.1

Mim

gdzie merv jest masg zaimpregnowanego karwakrolu, otrzymana jako réznica mas miedzy membrang
zaimpregnowang i niezmodyfikowana, za$ min to masa membrany zaimpregnowanej. W trakcie pracy
wykorzystywano wage analityczng firmy OHAUS Europe GmbH [model PX125DM, Szwajcaria],
posiadajaca certyfikowang doktadno$¢ do 0,0001 g. Eksperymenty przeprowadzono w co najmniej trzech

powtdrzeniach, a odchylenie standardowe obliczono wedlug nastepujacego wzoru:

SD = Z(i—Yay)? (2.2)
N

gdzie Yi to wartos¢ zmiennej (zaladowanie karwakrolem) otrzymanej w eksperymencie i Y. to Srednia

warto$¢ zmiennej, za$ N to liczba eksperymentow.

2.3.2 Filtracja krzyzowa

Badania wplywu pecznienia membrany wskutek impregnacji karwakrolem obejmowaty analize strumienia
permeatu poprzez membrane z octanu celulozy lub z poliamidu, zaréwno zaimpregnowane, jak
i niezaimpregnowane, w systemie filtracji krzyzowej. Eksperymenty przeprowadzono wykorzystujac
zestaw sktadajacy sie z pompy zebatej Cole Parmer 75,211-15 (Vernon Hills, IL, USA), stalowego modutu
filtracyjnego i manometru. Filtracja krzyzowa byta mozliwa dzieki dlawieniu strumienia retentatu, co
skutkowalo wytworzeniem cis$nienia transmembranowego. W celu uzyskania wartosci oporu membran
z octanu celulozy zmierzono warto$¢ strumienia permeatu wody destylowanej przy réznych cisnieniach
transmembranowych, obejmujacych zakres od 10 do 70 kPa. W przypadku membran poliamidowych
mierzono strumien permeatu dla ciSnien transmembranowych w zakresie 5-20 kPa. Schemat uzytego

zestawu do przeprowadzenia tych eksperymentow zostal zobrazowany na Rysunku 2.3.
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Rysunek 2. 3 Zestaw do filtracji krzyzowej.

Podobny ukitad, przedstawiony na Rysunku 2.3, zostal wykorzystany do badania osadzania sie bakterii na
membranach z octanu celulozy podczas filtracji krzyzowej roztworu bakterii S. aureus. W kazdym
eksperymencie uzyto 300 mL $wiezego roztworu bakterii o stezeniu 1-2-10 CFU/mL. Cyrkulacja roztworu
odbywala sie pod stalym ciSnieniem transmembranowym wynoszacym 55 kPa przez 30 min. Predkos¢
liniowa cieczy w przewodzie prowadzacym do membrany wynosita 0,33 m/s, natomiast Srednia predkos¢

liniowa nad membrana oscylowata w okolicach 0,007 m/s.

Dodatkowo w celu okreslenia S$cisliwosci zdeponowanych bakterii na powierzchni membrany,
przeprowadzono dodatkowg serie. W tym celu uzyto niezmodyfikowana membrane z octanu celulozy
i filtrowano w systemie filtracji krzyzowej roztwér bakterii o stezeniu 1-2:10° CFU/mL przez 30 minut
przy statym ci$nieniu transmembranowym wynoszacym 55 kPa. W kolejnym kroku przeprowadzono testy
z uzyciem wody destylowanej oraz membrany z warstwa zdeponowanych bakterii na powierzchni.
Przeprowadzono filtracje krzyzowa badajac przeptyw permeatu w funkcji ciSnienia transmembranowego,

zmieniajacego sie w zakresie od 10 do 70 kPa.

2.3.3 Modelowanie matematyczne filtracji krzyzowej

W trakcie eksperymentu filtracji krzyzowej roztworu S. aureus przez membrane octanu celulozy
zauwazono, ze warto$¢ strumienia permeatu nie osiaga wartosci zerowej, lecz pewna ustalong wartosc.
W zwiazku z tym zdecydowano sie wybra¢ model matematyczny, ktory opisuje spadek wartosci permeatu

w czasie (Réwnanie 1.1).

W Tabeli 1.1 przedstawiono warto$ci parametru n z Rownania 1.1 odpowiadajacemu konkretnemu
modelowi blokowania membrany. Na Rysunku 1.1 przedstawiono graficznie sposéb blokowania poréow

membrany przez bakterie dla kazdego przypadku rozwazanego w wykorzystanym modelu.
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Rozwazane byto wykorzystanie modelu, ktory by taczyt dwa modele blokowania membrany jednoczesnie.
Taki model zaproponowat Bolton i in. [126]. Jednakze model ten zaklada spadek wartosci strumienia
permeatu w czasie do zera. W zwiazku z tym wybor tego modelu jest nieodpowiedni, poniewaz jego
zalozenia nie sa kompatybilne z otrzymanymi danymi eksperymentalnymi, w ktorych konicowy strumien

permeatu byl ustalony.

Rozwiazane Réwnania 1.1 dla kazdego modelu blokowania membrany zostaly przedstawione w Tabeli 2.2

[27], [127].

Tabela 2. 2 Rozwiqzania réwnania 3 dla filtracji krzyzowej pod statym ci$nieniem

Model
blokowania Parametr n Rozwigzane réwnanie
membrany
Catkowite
2 J@®) =]+ (Jo —J")eKernt
blokowanie
2
—1 + eI Kspt Jo) 4 |l
Standardowe *< e msmeiils 7 )T
blokowani L5 J@®© =] 5
okowanie 1+ VT kst (1 4 ]_2 _ ]_2
J J
Posrednie Jo -] - eXipp St
. 1 J() = s
blokowanie J* +]o - (efpelt — 1)
_ 1 J@&) Uo—=J") .
t= — n . — -]
Filtracja . Kerr '] Jo U@ -J9)
plackowa ( 1 1)
J@)  Jo

Dopasowanie trzech przypadkéw (n = 2, 3/2 i 1) do danych eksperymentalnych przeprowadzono
w Mathematica przy uzyciu wbudowanej funkcji NonlinearModelFit oraz w programie Matlab R2023a
przy pomocy wbudowanej wtyczki Curve Fitting. Dopasowanie w przypadku dla modelu filtracji
plackowej (n = 0) zostalo wykonane przez rozwigzanie Rownania 1.1 metoda numeryczng przy uzyciu
metody Nelder — Mead (simplex). Wykorzystanie réwnania dla n = 0 pokazanego w Tabeli 2.2 nie bylo

mozliwe, poniewaz w naszych danych strumien osiagnat stala, ustalong wartosc.

2.3.4 Uwalnianie karwakrolu z membran do ditlenku wegla w fazie gazowej

Stalowy modut filtracyjny wykorzystany w zestawie do filtracji krzyzowej zostal wykorzystany do
zbadania uwalniania karwakrolu z membran poliamidowych do ditlenku wegla w fazie gazowej. Stalowy
modut filtracyjny (C) zostal podtaczony do naczynia wysokoci$nieniowego o pojemnosci 280 mL w sposob

przedstawiony na Rysunku 2.4.
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Rysunek 2. 4 Zestaw do pomiaru uwalniania karwakrolu z membran poliamidowych do ditlenku wegla: A — butla

CO2, B — naczynie wysokocisnieniowe o pojemnosci 280 mL, C — filtracyjny modut stalowy z membrang, D —
rotametr.

Naczynie wysokocisnieniowe o objetosci 280 mL (B) zostato napelione ditlenkiem wegla z butli CO (A)

do ci$nienia 2,5 MPa. Zainicjowano przepltyw ditlenku wegla przez uklad poprzez otwarcie zaworu V2
i regulowano jego otwarcie w taki sposob, by utrzymywac staly przeptyw 5 L/min przez zaimpregnowana
membrane poliamidowa. Wybor natezenia przeptywu ditlenku wegla przez membrane wynikat
z przeprowadzonego przegladu literaturowego. Przykladowo stwierdzono, ze w Japonii stosuje sie
w trakcie przeprowadzania operacji z otwartymi ranami nadmuch otwartych ran chirurgicznych
w przeplywie w przedziale od 2 do 5 L/min [128]. Inne badania wykazaly, Ze interesujace szybkosci
przeptywu to 2—10 L/min [129], 5i 10 L/min [130], 5 L/min [131] i 10 L/min [132].

Pomiar przeptywu umozliwiat rotametr (D) znajdujacy sie za membrang w module filtracyjnym (C).
Uwalnianie karwakrolu monitorowano grawimetrycznie, oznaczajac iloSciowo mase membrany

w okreslonych odstepach czasu.

2.3.5 Model klatki piersiowej

W chirurgii na otwartym sercu powszechnie stosuje sie procedure napowietrzania otwartej jamy klatki
piersiowej czystym ditlenkiem wegla, celem prewencji przed zatorowosScia tetnicza [129]. Badania
przeprowadzone wczesniej potwierdzily, Ze omawiany zabieg skutecznie zapobiega réwniez zakazeniu
otwartych ran chirurgicznych w okresie okotooperacyjnym [130], [132]. Pomimo tych dzialan
profilaktycznych, zakazenia chirurgiczne pozostaja stosunkowo czestym zjawiskiem, wystepujacym
w okoto 5% przypadkéw. W celu minimalizacji ryzyka zakazenia chirurgicznego zaproponowano
zastosowanie membrany zaimpregnowanej karwakrolem jako filtra antybakteryjnego. W tym kontekscie
opracowano model otwartej jamy klatki piersiowej, analogiczny do tego uzywanego przez Perssona i van
der Lindena [130]. Model ten zostat wykorzystany do przeprowadzenia poréwnan dotyczacych poziomu

kontaminacji w przypadkach:
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e 7z uzyciem membrany poliamidowej zaimpregnowanej karwakrolem,
e zuzyciem membrany poliamidowej niezaimpregnowanej karwakrolem,

e grupy kontrolnej w ktérej nie wdmuchiwano ditlenku wegla.

Protokoét eksperymentalny nawiazuje do wykonanego badania przez Perssona i Lindena [130]. Warunki
laboratoryjne charakteryzowaly sie pomieszczeniem z zamknietymi oknami, gdzie jedna osoba
wykonywala czynnosci, nie pochylajac sie nad modelem. Bakterie unoszace sie w powietrzu
wychwytywano na dwoch standardowych ptytkach agarowych z krwia o Srednicy 9 cm, ktére pelnily
funkcje pozywki. Rysunek 2.5 ilustruje schemat przedstawiajacy uklad do$wiadczalny. Uklad ten sktada
sie z butli (oznaczonej litera A) zawierajacej sprezony ditlenek wegla, ktéra jest potaczona z naczyniem
wysokocisnieniowym (oznaczonym litera B). Zar6wno naczynie wysokocisnieniowe, jak i butla, posiadaja
dokladne manometry do pomiaru cisnienia. Stalowy modul filtracyjny (oznaczony litera C) jest
przytaczony do naczynia wysokoci$nieniowego, natomiast przewdd permeatu jest umieszczony w modelu

otwartej klatki piersiowej (oznaczonym litera D).

|
Rysunek 2. 5 Zestaw do badania wplywu wdmuchiwania ditlenku wegla na zakazenie bakteriami modelu otwartej
klatki piersiowej. Zestaw skfada sie z: A - butla COz, B - naczynie wysokocisnieniowe, C - stalowy modut filtracyjny,
D - model otwartej klatki piersiowe;j.

Model otwartej jamy klatki piersiowej mieszczacy plytki z pozywka mial owalny o wymiarach: 23 cm
dhugosci, 15 cm szerokosci i 6 cm wysokosci. Model umieszczony byt na stole wzniesionym 50 cm nad
ziemig w plastikowej obudowie o wymiarach 35 cm dhugosci, 28 ¢cm szerokosci i 22 cm wysokosci.
Obudowa ta uniemozliwiata personelowi zblizenie sie do modelu. Tube z otwartym konicem skierowano
w strone srodka modelu [130]. Przed kazdym eksperymentem plastikowy model, modut filtracyjny na
membrany i wszystkie rurki sterylizowano etanolem. Zdjecie zestawu eksperymentalnego przedstawia

Zdjecie 2.2.
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Zdjecie 2. 2 Zestaw éksperymentalny wdmuchiwania ditlenku wegla do modelu klatki piersiowej z wykorzystaniem
modutu filtracyjnego z membrang zaimpregnowanq karwakrolem. Na zdjeciu widoczne sq dwie plytki z pozywkq
agarowq

Kazdy z eksperymentéw rozpoczeto od wdmuchiwania ditlenku wegla w kierunku modelu przez dwie
minuty, po czym osoba z zalozonymi sterylnymi rekawiczkami otwierala plytki agarowe. Po jednej
godzinie przepltywu gazu z szybko$cig 5 L/min, ptytki agarowe zamknieto, utrzymujac przepltyw gazu.
Plytki agarowe przekazywano nastepnie do analizy. Kazdy eksperyment przeprowadzono w co najmniej
pieciu powtérzeniach, stosujac zaré6wno niezmodyfikowane membrany poliamidowe, jak
i zaimpregnowane membrany zawierajace okoto 30% wagowych karwakrolu. Przeprowadzono réwniez

grupe kontrolng polegajacq na eksperymencie bez wdmuchiwania ditlenku wegla.

2.3.6 Analiza mikrobiologiczna

2.3.6.1 Analiza mikrobiologiczna testow filtracji krzyzowej

Testy przeprowadzono z uzyciem szczepu Staphylococcus (S.) aureus ATCC 29213 (Microbiologics, St.
Cloud, MN, USA) na UPWr. W pierwszym kroku przeprowadzono zaszczepienie szczepu na agarze
z krwig owcza Columbia 5% (Becton Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France) oraz inkubacji
przez 24 godziny w 37°C. Z uzyskanej kolonii sporzadzono zawiesine OD550 o gestosci 0,08-0,1 (okoto
1-2-10°® CFU/mL) z uzyciem sterylnej soli fizjologicznej (0,9 % NaCl). Dla kazdego eksperymentu filtracji
krzyzowej zastosowano swieze, nowe inokulum. Do kazdego eksperymentu stosowano 300 mL inokulum

filtrowanego w obiegu zamknietym przez 30 minut tak jak to przedstawiono w Rozdziale 2.3.2. Po
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zakonczeniu filtracji krzyzowej, zuzyta membrana byla umieszczana w roztworze sterylnej soli

fizjologicznej (0,9%) i byla natychmiastowo wysytana do analizy cytrometrii przeptywowe;j.

Kazdy eksperyment byt wykonywany dwukrotnie, natomiast dla kazdej proby wykonywano 3 pomiary
cytometrii przeptywowej. Obrébke membran po eksperymentach filtracyjnych przeprowadzono zgodnie
z opisanymi protokotami badania wlasciwosci antydrobnoustrojowych/antybiofilmowych materiatow
polimerowych [133]. Przylegajace (hipotetyczne) mikroorganizmy do membrany musialy zostac¢
oddzielone w celu zebrania ich oraz zliczenia. W zwigzku z tym roztwor 0,9% NaCl wraz z membrang
energicznie wytrzasano w wytrzasarce orbitalnej przez 10 minut przy 200 obr./min. Nastepnie membrany
poddano dziataniu ultradzwiekéw o czestotliwosci 37 000 Hz w kapieli ultradzwiekowej (Elmasonic S60,
Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Niemcy). Obrobka ultradZzwiekami trwata 5 minut w interwatach nie
dtuzszych niz 15 sekund na minute. Byto to podyktowane mozliwoscia przegrzania oraz niekorzystnego
wplywu na komorki bakterii. W kolejnym kroku ponownie poddano prébke energicznemu wytrzasaniu
przez 10 minut przy 200 obr./min. Nastepnie zbadano prébke pod katem zdolnosci do zycia bakterii,
uzywajac zestawu LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit (Cat. No. 17012, Invitrogen). W celu
oczyszczenia inoculum odwirowano je dwukrotnie przy 10 000 xg przez 10 minut ze zmiang supernatantu.
Po wykonaniu 100-krotnego rozcieniczenia inokulum zostato zabarwione mieszaning barwnikéw (SYTO™
9 Green — kolor zielony — dla Zzywych komérek, natomiast jodek propidyny — kolor czerwony — dla
martwych komoérek). Probki w probowkach typu eppendorf zostaly odwirowane przez 5 sekund

i pozostawione bez dostepu do $wiatla przez 15 minut w celu nastapienia pelnego zabarwienia.

Analize wykonano za pomoca cytometru przeptywowego CytoFLEX (Beckman Coulter, Brea, CA USA)
wyposazonego w laser o dlugosci fali 488 nm. Kanaly fluorescencyjne zastosowano w nastepujacy sposob:
525/40 BP/FITC dla barwnika SYTO 9 Green i 690/50 BP/PC5.5 dla jodku propidyny. Wartosci
wzmocnienia podczas eksperymentu wybrano nastepujaco: FSC = 126, SSC = 93, FITC = 15, PC5.5 = 206.
Wybrano nastepujace wartosci progowe ustalone podczas eksperymentu: FSC = 2500, PC5,5 = 2500.
Natezenie przeptywu probki wynosito 30 pL./min, a objeto$¢ 10 pl byla rejestrowana za kazdym razem.
Parametr przerwania pracy wynosit ponizej 5%. Korekte wartosci uzyskanych dla sterylnej membrany
z karwakrolem (kontrola karwakrolu) dokonano za pomoca sterylnego 0,9% NaCl (kontrola sola
fizjologiczng). Kalibracje urzadzenia przed eksperymentem przeprowadzono takze przy uzyciu
standaryzowanej zawiesiny S. aureus ATCC 29213 w dokladnie okreslonych ilosciach (wyznaczono

krzywa wzorcowg dla R* = 0,995).

2.3.6.2 Analiza mikrobiologiczna modelu klatki piersiowej

Ocene antybakteryjnego dziatania wdmuchiwanego CO, i karwakrolu przeprowadzono zgodnie
z metodologia przedstawiona w Rozdziale 2.3.5 W tym celu wykorzystano plytki Petriego o $rednicy
90 mm zawierajace 5% agaru z krwig owczg Columbia (produkcji Becton Dickinson, Heidelberg, Niemcy).

Procedury badan mikrobiologicznych przeprowadzonych na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
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na Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu byly zgodne z ogélnymi wytycznymi okreslonymi
w normie EN-ISO 7218:2007/A1:2013 [134]. Po zakonczeniu doswiadczen ptytki agarowe natychmiast
umieszczono w termostacie i inkubowano w temperaturze 37°C przez 72 godziny w warunkach tlenowych.

Nastepnie wyliczono rozwiniete kolonie.

2.4 Reakcje szczepienia w fazie nadkrytycznej - metody

W Rozdziale 2.4 zaprezentowane sa metody zwigzane z modyfikacja materialéw metoda szczepienia
(graftingu) czwartorzedowych zwigzkéw amoniowych w plynie nadkrytycznym. Metoda ta jest procesem
kowalencyjnego laczenia, tj. szczepienia substancji aktywnej do grup funkcyjnych substancji
modyfikowanej. Otrzymane materialy, w przeciwiefistwie do opisanej w Rozdziale 2.3 metody
impregnacyjnej, otrzymaja nowe, dlugotrwate wilasciwosci. Niniejszy rozdzial zapozna z metodami
otrzymywania substancji aktywnych oraz materiatéw tj. filméw z octanu celulozy oraz blendéw ze skrobi
i chitozanu przeznaczonych do modyfikacji. Ukazana zostanie metoda szczepienia nadkrytycznego dla
kazdego rodzaju materialu. Na koncu zaprezentowane zostana wybrane metody mikrobiologiczne do

zaprezentowania wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych.

2.4.1 Synteza czwartorzedowych zwigzkow amoniowych

W niniejszym rozdziale zostang przedstawione metody syntezy trzech czwartorzedowych zwigzkéw
amoniowych, ktére zastosowano w reakcji szczepienia w fazie nadkrytycznej. Nazwy zwiazku, stosowany
skrét oraz wzory strukturalne zostaly przedstawione w Tabeli 2.3.

Tabela 2. 3 Zsyntezowane do pracy eksperymentalnej czwartorzedowe zwiqzki amoniowe wraz z stosowanym w pracy
skrétem oraz wzorem strukturalnym

Nazwa zwiazku Skrét | Wzor strukturalny
bromek N-(2- | QAC1 / Br
hydroksyetylo)-N,N- /N\\\
dimetyloundekan-1- \/\/\/\/\/\ o
aminu

bromek N-(11- | QAC?2 ,

hydroksyundekanylo- |
N,N-
dimetylotetradekan-1-

aminowego
OH
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bromek N-(11- | QAC 3 | Ho Br

hydroksyundekanylo- \A/\/\/\/\/\Nt/\/\/\/\

N,N-dimetylooktan-1-

aminy

Zdjecie 2.3 ukazuje zestaw aparatury wykorzystanej podczas syntezy czwartorzedowych zwiazkow
amoniowych skladajacy sie z kolby reakcyjnej zanurzonej w tazni wodnej. W kolbie reakcyjnej
umieszczono chlodnice zwrotng. L.aznie wodng podgrzewano przy pomocy plyty grzewczej wyposazonej

w sonde zewnetrzna. L.aznia wodna zostala zabezpieczona srebrna folia w celu ograniczenia utraty ciepta

i odparowywania wody.

Zdjecie 2. 3 Uzyty zestaw do syntezy czwartorzedowych zwiqzkéw amoniowych

Synteza bromku N-(2-hydroksyetylo)-N,N-dimetyloundekano-1-aminowego (QAC 1)
Schemat reakcji przedstawiono na Rysunku 2.6. QAC 1 zsyntetyzowano z 2-dimetyloaminoetanolu
i 1-bromoundekanu zgodnie z wczesniej opisang metoda [101], [103]. 1,084 g 2-dimetyloaminoetanolu
zmieszano z 3,171 g 1-bromoundekanu i ogrzewano pod chtodnica zwrotng w temperaturze 80°C przez 30
minut, co spowodowato zestalenie mieszaniny reakcyjnej. Nastepnie mieszanine ochlodzono do
temperatury pokojowej, a nastepnie dodano 6 mL mieszaniny 1:3 (obj./obj.) propanol:metanol w celu jej

catkowitego rozpuszczenia. W nastepnym etapie ogrzewano mieszanine pod chlodnica zwrotng
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w temperaturze 80°C przez 20 godzin. Po usunieciu rozpuszczalnikow na wyparce obrotowej otrzymano
bialawa substancje. Substancje przemyto trzykrotnie eterem dietylowym i wysuszono pod proznia,

uzyskujac bialawy proszek.

Br
|
\/\/\/\/\/\ + /N\/\OH

1-bromoundekan 2-dimetylaminoetanol

[
. ﬁ\/\ﬁ/ A

bromek N-(2-hydroksyetylo)-N,N-dimetyloundekan-1-aminu

Rysunek 2. 6 Reakcja syntezy QAC 1

Wyniki zleconych badari NMR 'H oraz "*C przedstawiono ponizej:

QAC 1: 1H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) é: 0.85 (t, 3H, J = 6.8 Hz, CH3-11), 1.20 — 1.33 (m, 16H,
CH»-3, CH»-4, CH,-5, CH»-6, CH»-7, CH»-8, CH»-9, CH»-10), 1.75 (m, 2H, CH»-2), 3.34 (s, 6H, CHs-13,
CHs-14), 3.46 -3.55 (m, 2H, CH»-1), 3.57 - 3.63 (m, 2H, CH»-15), 3.69 - 3.76 (m, 2H, CH»-16), 4.07 - 4.14
(m, 2H, -OH-17). 13C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-D) &: 14.2 (C-11), 22.7 (C-10), 22.9 (C-2), 26.3
(C-3), 29.31 (C-5), 29.38 (C-7), 29.4 (C-6), 29.5 (C-8), 29.6 (C-4), 31.9 (C-9), 52.2 (C-13, C-14), 55.9 (C-
16), 65.7 (C-1), 66.2 (C-15). Masa molowa: 324,35 g/mol.

Synteza  bromku  N-(11-hydroksyundekanylo-N,N-dimetylotetradekan-1-aminowego  (QAC  2).
Schemat reakcji przedstawiono na Rysunku 2.7. QAC 2 zsyntetyzowano z N,N-dimetylotetradecyloaminy
i 11-bromo-1-undekanolu zgodnie z wczesniej opisang metodq [101], [103]. 3,045 g 11-bromo-1-
undekanolu zmieszano z 3,350 g N,N-dimetylotetradecyloaminy i ogrzewano pod chtodnicq zwrotng w
temperaturze 80°C przez 30 minut. Mieszanine reakcyjna nastepnie ochtodzono do temperatury pokojowej,
a nastepnie dodano 6 mL mieszaniny 1:3 (obj./obj.) 1-propanol:metanol. Nastepnie mieszanine reakcyjng
ogrzewano pod chlodnica zwrotng w temperaturze 80°C przez 20 godzin i ochtodzono do temperatury
pokojowej. Otrzymano bialg substancje po usunieciu rozpuszczalnikéw na wyparce obrotowej. Substancje

przemyto trzykrotnie eterem dietylowym i wysuszono pod proznia, uzyskujac biaty proszek.
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Ho/\/\/\/\/\/\Br +

11-bromo-1-undekanol

S
\/\/\/\/\/\/\/N\ —_—

N.N-dimetylotetradecyloamina

//“\

bromek N-(11-hydroksyundekanylo-N,N-dimetylotetradekan-1-aminium)

Rysunek 2. 7 Reakcja syntezy QAC 2

Wyniki zleconych badari NMR 'H oraz "*C przedstawiono ponizej:

QAC 2: 'H NMR (400 MHz, CHLOROFORM-D) §: 0.83 (t, 3H, J = 6.7 Hz, CH3-15), 1.18 — 1.38 (m, 34H,
CH-4, CH»-5, CH»-6, CH-7, CH»-8, CH,-9, CH»-10, CH>-11, CH>-12, CH>-13, CH>-18, CH>-19, CH>-20,
CH,-21, CH,-22, CH-24, CH»-25), 1.45 - 1.57 (m, 4H, CH,-14, CH-23), 1.59 — 1.72 (m, 4H, CH-3, CH>-
17), 2.51 (s, 1H, -OH), 3.34 (s, 6H, CH3-27, CH3-28), 3.46 (td, J = 10.7, 6.8 Hz, 4H, CH»-2, CH»-16), 3.57
(t,J = 6.7 Hz, 2H, CH>-26). *C NMR (101 MHz, CHLOROFORM-D) §: 14.19 (C-15), 22.74 (C-14), 22.83
(C-3), 22.86 (C-17), 25.74 (C-4), 26.24 (C-24), 26.33 (C-18), 29.13 (C-6), 29.23 (C-20), 29.26 (C-12, C-
23), 29.31 (C-11), 29.39 (C-8), 29.41 (C-22), 29.46 (C-7), 29.54 (C-5), 29.66 (C-9), 29.70 (C-10, C-19),
29.73 (C-21), 31.97 (C-13), 23.79 (C-25), 51.33 (C-27, C-28), 62.78 (C-26), 63.97 (C-2, C-16). Masa
molowa: 492.67 g/mol.

Synteza bromku N-(11-hydroksyundekanylo-N,N-dimetylooktan-1-aminy (QAC 3).
Schemat reakcji przedstawiono na Rysunku 2.8. QAC 3 zostal zsyntezowany z 11-bromo-1-undekanolu
oraz N,N-dimetylooktyloaminy zgodnie z wczesniej opisana metoda [101], [103]. 3.040g
11-bromo-1-undekanolu zostalo wymieszane z 2,191g N,N-dimetylooktyloaminy a nastepnie ogrzewane
pod chlodnicg zwrotna w temperaturze 80°C przez 30 minut. Nastepnie mieszanina zostata schlodzona do
temperatury pokojowej po czym dodano 6 mL roztworu 1:3 (obj/obj) propanol:metanol. Mieszanine
reakcyjna ogrzewano pod chlodnica zwrotng w temperaturze 80°C przez 20 godzin. Po tym czasie
mieszanine schtodzono do temperatury pokojowej. Z uzyskanej mieszaniny odparowano rozpuszczalnik na
wyparce obrotowej. Uzyskany bialy proszek przemyto trzykrotnie eterem dietylowym i wysuszono pod
proznia.
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Rysunek 2. 8 Reakcja syntezy QAC 3

Wyniki zleconych badaii NMR 'H oraz *C przedstawiono ponizej:

QAC 3: 'H NMR: (400 MHz, CHLOROFORM-D) &: 0.84-0.88 (3H, t, J = 6,8 Hz), 1.27-1.35 (24H, tt, J =
7.0 Hz), 1.53-1.60 (2H, tt, J = 7.2 Hz), 1.66-1.73 (4H, tt, J = 7.0 Hz), 3.35 (6 H, t, J = 7 Hz), 3.44-3.51 (4H,
t, J= 6.8 Hz), 3.63-3.66 (2H, t, J = 6.8 Hz); >*C NMR: § 14.1 (1C, s), 22.6 (1C, s), 22.8 (2C, s), 25.7 (1C,
s), 26.2 (2C, s), 29.2 (7C, s), 31.7 (1C, s), 32.7 (1C, s), 51.3 (2C, s), 62.8 (1C, s), 63.1 (2C, s); Masa molowa:
408,50 g/mol

2.4.2 Produkcja membran nieporowatych z octanu celulozy

Do produkcji membran z octanu celulozy wybrano metode "solvent casting method". Pierwszym krokiem
bylo rozpuszczenie 0,25 g octanu celulozy w 15 mL acetonu. Starannie przeprowadzone mieszanie
skladnikow trwato przez jedna godzine pod przykryciem, z zastosowaniem mieszadla magnetycznego przy

500 obr./min, majac na celu uzyskanie jednorodnego roztworu.

Nastepnie, homogeniczny roztwér zostal ostroznie wylany na powierzchnie szalki Petriego, i poddany
procesowi suszenia w temperaturze pokojowej. Okres suszenia trwat 24 godziny i odbywal sie pod

przykryciem, z niewielkimi otworami, celem umozliwienia kontrolowanego odparowania rozpuszczalnika.

Uzyskane membrany z octanu celulozy, po zakonczonym procesie produkcji, bylty gotowe do dalszej

obrébki oraz wykorzystania w konteks$cie planowanych eksperymentéw i analiz.
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2.4.3 Produkcja membran nieporowatych ze skrobi i chitozanu

Proces przygotowywania blendu skrobiowo-chitozanowego rozpoczyna sie od utworzenia roztworu
chitozanu poprzez rozpuszczenie 1 g chitozanu w 100 mL 2% (mas./obj.) roztworu kwasu octowego.
Roztwor nastepnie nalezy miesza¢ az do uzyskania jednorodnego roztworu. R6wnocze$nie, w oddzielnej
zlewce, 1 g skrobi ziemniaczanej miesza sie z 100 mL. wody destylowanej, a nastepnie podgrzewa do
temperatury 90°C przy cigglym mieszaniu. Po osiagnieciu tej temperatury podgrzewanie trwa przez 10

minut, a nastepnie roztwor schladzany jest do temperatury pokojowej.

Kolejnym etapem jest potaczenie obu faz: roztworu chitozanu i roztworu skrobiowego. W trakcie tego
procesu dodawana jest gliceryna w ilosci 25% (w/w) wzgledem substancji statych obecnych w roztworze.
Gliceryna peli funkcje plastyfikatora poprawiajacego elastyczno$¢ i przetwarzalno$¢ blendu. Cata
mieszanina jest ponownie dokladnie mieszana, aby zapewni¢ jednolitg konsystencje. Po polaczeniu faz
i dodaniu gliceryny, roztwor poddawany jest procesowi odpowietrzania w tazni ultradzwiekowej, co

pomaga usuna¢ ewentualne pecherzyki powietrza i zapewnia homogeniczno$¢ materiatu.

Uzyskany blend zostaje nastepnie ostroznie wylany do formy z polipropylenu o wymiarach 20,5 X 12 cm
oraz mniejsza 0 wymiarach 14,1 x 6,3 cm. Ostrozno$¢ wylewania blendu do formy wynika z checi
unikniecia ponownego napowietrzenia mieszaniny. Do wiekszej formy wylano 125 mL mieszaniny zas do
mniejszej 45 mL. W konsekwencji objetos¢ wylanego blendu na jednostke powierzchni wynosila
0,51 mL/cm?. Po wylaniu upewniono sie, ze na powierzchni nie ma pecherzykéw powietrza. Ewentualne
pecherze usuwano mechanicznie poprzez naklucie metalowa szpatutka. Formy z blendem umieszczono
w suszarce rozgrzanej do 70°C, gdzie zawarto$¢ byta suszona przez 24 godziny. Parametry suszenia oraz
proporcje fazy chitozanowej, oraz skrobiowej byly dobrane na podstawie wstepnych eksperymentéw,
ktérych celem bylo uzyskanie filmow, ktore beda elastyczne oraz mozliwe bedzie tatwe oddzielenie ich od

formy polipropylenowe;.

2.4.4 Procedura szczepienia nadkrytycznego

Procedura szczepienia w fazie nadkrytycznej byla zainspirowana procedurg opracowang przez Xu i in.
[101]. Badacze przedstawili metode otrzymywania zmodyfikowanego drewna swierkowego przy pomocy
szczepienia nadkrytycznego. Zsyntezowane czwartorzedowe zwiazki amoniowe zgodnie z procedura
Yagci i in. [103] przylaczono w dwuetapowej reakcji do grup hydroksylowych drewna poprzez acznik
diizocyjanian heksametylenu. W obu etapach reakcja zachodzita w 100°C i 41,4 MPa przez 20 godzin.
W pierwszym etapie przereagowano grupy hydroksylowe drewna lgcznikiem diizocyjanianowym,
natomiast w drugim etapie przytaczono czwartorzedowe zwiazki amoniowe do tacznika poprzez wiazanie

uretanowo-karbaminianowe.

Zaadaptowang procedure szczepienia nadkrytycznego dla czesSci eksperymentalnej pracy doktorskiej

opisano w nastepujacy sposob. Do naczynia wysokocisnieniowego o objeto$ci 25 mL umieszczono osobno
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w szklanych naczyniach 1,4 mL diizocyjanianu heksametylenu (HDI) oraz 0,2 mL dilaurynianu
dibutylocyny (DBD). DBD byl stosowany jako katalizator reakcji. Nad szklanymi naczyniem z substancja
aktywna umieszczono materiat przeznaczony do modyfikacji. Sposéb ulozenia reagentow
i modyfikowanego polimeru przestawiono na Rysunku 2.9. W pracy modyfikowano octan celulozy
w postaci granulek i wytworzonych filméw lub filmy z blendéw ze skrobi i chitozanu. Kazdorazowo 0,6 g
polimeru bylo zabezpieczane poprzez umieszczenie w filtrze papierowym w celu ochrony przed
ochlapaniem substancja aktywna. Filtr papierowym by} dodatkowo zabezpieczany przed otwarciem
metalowa siatkg. W pracy starano sie uzywac jak najmniejszej iloSci filtru papierowego, majac na uwadze,

ze on sam podlegal modyfikacji z racji obecnosci grup hydroksylowych.

@ Modyfikowany polim

HDI

DBD

A

x nk002

Rysunek 2. 9 Umiejscowienie reagentow i polimeréw zabezpieczonych filtrem papierowym w reaktorze
wysokocisnieniowym o pojemnosci 25 mL.
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Rysunek 2. 10 Schemat dwustopniowej nadkrytycznej reakcji szczepienia materiatu z grupami hydroksylowymi

Nastepnie umieszczono polimer i reagenty w reaktorze wysokocisnieniowym o pojemnosci 25 mL, ktory
zamknieto szczelnie. Wpuszczono CO; az do wyréwnania ci$nienia z ci$nieniem w butli CO,. Reaktor
termostatowano do osiagniecia temperatury roboczej réownej 70°C. Po osiaggnieciu temperatury roboczej
zwiekszono ci$nienie przy pomocy kompresora wysokocisnieniowego do uzyskania cisnienia roboczego
wynoszacego 300 bar. W pracy badano potrzebny minimalny czas reakcji potrzebny na przereagowanie
hydroksylowych grup funkcyjnych octanu celulozy lub skrobi i chitozanu. Dla octanu celulozy zbadano
czasy 4, 6 i 20 godzin. Dla blendéw polimerowych zbadano zakresy 2-6 godzin. Uzyskane prébki
wyczyszczono recznikiem papierowym oraz przemyto trzykrotnie etanolem w celu usuniecia

nieprzereagowanego HDI z powierzchni materiatu.

W drugim etapie modyfikowana prébka z przytaczona grupa diizocyjanianowa zabezpieczona przy pomocy
filtru papierowego byla umieszczona obok 0,6 g jednego z czwartorzedowych zwiazkow amoniowych
(QAC). Ulozenie reagentéw wykonano analogicznie do przedstawionego na Rysunku 2.9. W tym
przypadku zaszczepiony polimer wozono na naczyniu z QAC. Po zamknieciu reaktora wpuszczono do
wnetrza CO; az do wyréwnania ci$nienia z ci$nieniem butli CO,. Reaktor termostatowano do osiagniecia
temperatury roboczej 70°C. Uzyskawszy temperature procesu, zwiekszono ci$nienie do warto$ci roboczej
30 MPa. W pracy badano 4, 6 i 20 godzin reakcji dla szczepienia QAC do octanu celulozy oraz zakres 2-6

godzin dla blendéw polimerowych.

Schemat reakcji obu etapéw przedstawiono na Rysunku 2.10.
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Uzyskane probki przemyto trzykrotnie etanolem oraz oczyszczono recznikiem papierowym w celu

usuniecia QAC z powierzchni materiatu.

Zmiane masy po kazdym z etapéw mierzono przy pomocy wagi analitycznej zas wydajno$¢ szczepienia
(Y) ze wzoru:

Y = % 100% (2.3)

0

Gdzie W to masa zmodyfikowanego polimeru, Wy to masa polimeru przed modyfikacja. W trakcie pracy

wykorzystywano wage analityczng posiadajacg certyfikowana doktadnos$é¢ do 0,0001 g.

2.4.5 Badania mikrobiologiczne

2.4.5.1 Badanie wlasciwosci antybiofilmowych

Badania zostaly przeprowadzone na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci na Uniwersytecie
Przyrodniczym we Wroctawiu z uzyciem szczepow bakterii: Bacillus (B.) cereus ATCC 11778, odporne
na metycyline Staphylococcus (S.) aureus, (MRSA) ATCC43300, S. aureus ATCC 29213,
Listeria (L.) monocytogenes ATCC 13932, E. coli ATCC 10536, Salmonella (S.) Enteritidis (Salmonella
enterica subspecies entericaserovar Enteritidis) ATCC 13076 (Microbiologics, St.Cloud, MN, USA).

W pierwszej kolejnosci wszystkie szczepy zostaty przebadane pod katem zdolno$ci produkcji biofilmu
i bazujac na uzyskanych badaniach wstepnych, zostaly one skategoryzowane jako szczepy o silnej
zdolnosci do tworzenia biofilmu z wyjatkiem szczepu L. monocytogenes ATCC 13932, ktory zostat

zakwalifikowany jako szczep o umiarkowanej zdolnosci do tworzenia biofilmu.

Wybor szczepdéw byt podyktowany ich znaczeniowosci dla wyzwan wspotczesnej medycyny, jak i réwniez
przemystu spozywczego i wodnego. W pracy wykorzystano wczeSniejsze testy opisujace adhezje

mikrobow do polimeréow [14], [100].

Zmodyfikowano je do wykorzystania ptytek do mikromiareczkowania z 96 ptaskodennymi dotkami
(neoCulture Cell and Tissue Culture Plates W96, nr C-8206, neoL.ab Migge GmbH, Heidelberg, Niemcy).
Przed badaniem szczepy hodowano przez 24 godziny w bulionie Mueller Hinton z dodatkiem kationéw
(CAMHB, Becton Dickinson, Heidelberg, Niemcy) z dodatkiem 1% glukozy (Merck, KGaA, Darmstadt,
Niemcy) w celu stymulacji produkcji egzopolisacharydow waznych dla organizmu do adhezji

i wytwarzania biofilmu [14].

Polimerowe kulki z octanu celulozy sterylizowano w autoklawie w temperaturze 121 °C i ci$nieniu
120 kPa. Dolki plytek do mikromiareczkowania napelniono 100 pL bulionu Tryptone Soya Broth
(CMO0129, Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Wielka Brytania) i umieszczono w nich kulki polimerowe
kazdego rodzaju (CA, CA-HDI-QAC 1, CA-HDI-QAC 2). Kazda kulka polimeru miata pole powierzchni
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okoto 18 mm?, totez kulki pogrupowano w grupy po 3 (tj. jedna prébka skladata sie z 3 kulek) w celu

zwiekszenia pola powierzchni umozliwiajacego ewentualng adhezje.

Przygotowano poczatkowe inokulum bakteryjne o stezeniu 1-2-10° CFU/mL (OD600 0,08-0,1,
Spectrofotometer Genesys 10-S, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone),
rozciefczono do 1-2:10° CFU/mL, i do badanych dolkéw zaszczepiono 10 pL tejze zawiesiny (koficowa
inkolum 1-2-10° CFU/mL). Inkubacje prowadzono w temperaturze 37 °C przez 24 godziny. Nastepnie
kulki polimerowe usunieto aseptycznie, doktadnie przemyto sterylnym roztworem Ringera (112 mM NaCl,
Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy; 6 mM KCI, Chempur, Piekary Slqskie, Polska; 2 mM CaCl,, Eurochem
BGD, Tarnéw, Polska; 1M NaHCOs; Eurochem BGD, Tarnéw, Polska) w celu usuniecia komoérek
planktonowych z powierzchni, a nastepnie umieszczono w sterylnych 50 mL probéwkach typu eppendorf
(Eppendorf Tubes® BioBased) z zakretkami, z 10 mL roztworu Ringera i poddano dziataniu ultradzwiekow
w lazni ultradZzwiekowej (37 000 Hz, Elmasonic S60, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Niemcy) przez
5 sekund/minute, przez caltkowity czas 5min. Po zakonczeniu sonikacji probéwke, w ktérej
przeprowadzono sonikacje, uznano za rozcieficzong w stopniu 10™. Z tego roztworu wykonano dalsze
rozcieniczenia od 102 do 107. Z kazdego rozcieficzenia zaszczepiono 100 pL odpowiedniej pozywki
w trzech powtorzeniach: L.monocytogenes na 5% agarze z krwiq baranig (Becton Dickinson, Heidelberg,
Niemcy), E.coli i Salmonella spp., na agarze MacConkeya (Becton Dickinson, Niemcy), Heidelberg,
Niemcy), B. cereus, MRSA i S.aureus na agarze sojowym Trypton (Tryptone Soya Broth, CM0129, Oxoid
Ltd., Basingstoke, Hampshire, Wielka Brytania, 1,2% Agar Bakteriologiczny (Agar nr 1, LP0011, Oxoid
Ltd.), Basingstoke, Hampshire, Wielka Brytania). Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 48—
72 godzin. Cale doswiadczenie powtorzono w trzech niezaleznych powtérzeniach. Protokét zliczania

i przeliczania catkowitej liczby CFU/mL przeprowadzono zgodnie z norme ISO 7218 [134].

Stosowano wyltacznie plytki, na ktérych wyrosto co najmniej 15 i co najwyzej 300 kolonii. Przeliczenie
liczby CFU/mL otrzymanej w rozcieficzeniach na catkowitg liczbe CFU/mm? polimeru, od ktérego
oddzielono bakterie od polimeru metodq ultradzwiekéw, wykonano ze wzoru:

__ NCFUV
TP

NP

(2.4)

Gdzie: NCFU oznacza catkowita liczbe oddzielonych bakterii od polimeru (wczesniej opisywane jako
CFU/mL), V to objetosc¢ roztworu Ringera w probowkach, w ktorych przeprowadzono oddzielanie bakterii

przy pomocy ultradZzwiekéw, P oznacza catkowitg powierzchnie polimeru wyrazong w mm®.

2.4.5.2 Badanie dziatania antybakteryjnego polimerow w hodowli bulionowej (wptyw na
namnazanie i redukcje ogolnej liczby bakterii)

W tej czesci badania zastosowano wszystkie materialy i procedury opisane w Rozdziale 2.4.5.1. Po

inkubacji plytek mikrotitracyjnych z polimerami i badanymi szczepami, kulki polimeru usunieto,
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a pozostate hodowle bulionowe rozcieficzono seryjnie od 10" do 108, Zaszczepianie i obliczanie catkowitej

liczby bakterii (CFU/mL) przeprowadzono w spos6b opisany w rozdziale 2.4.5.1.

2.4.5.3 Utrwalanie prébek do testow mikroskopowych SEM

Utrwalanie szczepow bakterii przylaczonych do powierzchni polimeru poddanego obrobce w bulionie
sojowym Tryptone zostalo przeprowadzone zgodnie z wczesniej opisana procedura [135]. Polimery
trzymano przez 30 minut w 2,5 molowym aldehydzie glutarowym (Fluka Chemie GmbH, Buchs,
Szwajcaria), ktory uprzednio rozpuszczono w 0,5 M buforze kakodylanu sodu (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Niemcy), a nastepnie zanurzono na 15 minut w roztworze etanol-woda w kolejnych stezeniach (tj.
objetosciowo: 30/70, 50/50, 70/30, 90/10, 100, Avantor Performance Materials Poland S.A. (dawniej
POCH S.A.), Gliwice, Polska), a na koniec przez 30 sekund w Heksametylodisilazanie (99%) (Sigma-
Aldrich, Darmstadt , Niemcy).

2.5 Charakteryzacja

W niniejszym rozdziale zostana oméwione wykorzystane metody charakteryzacji materiatow.

Potwierdzenie obecnosci substancji aktywnej na powierzchni materiatu uzyskano za pomoca spektroskopii
fourierowskiej w podczerwieni (FTIR, ang. Fourier-transform infrared). Widma FTIR dla membran
zaimpregnowanych oraz niezmodyfikowanych zostaly zarejestrowane przy uzyciu spektrometru Nicolet
iS50 (Thermo Fisher SCIENTIFIC, Waltham, MA, USA) w trybie pracy ATR o rozdzielczosci 4 cm™
i zakresie fal 500-4000 cm™. Poréwnanie obu (przed i po modyfikacji) widm oraz analiza ich rdznic
umozliwia identyfikacje nowych, charakterystycznych pikéw wskazujacych na obecno$¢ substancji

aktywnej.

Aby oceni¢ hydrofilno$¢ zmodyfikowanego i niezmodyfikowanego filmu polimerowego, postuzono sie
goniometrem model OCA 15EC (DataPhysics, Filderstadt, Niemcy) do pomiaru kata zwilzania woda.
Dozowanie kropli wody o objetosci do 30 pikolitréw byto mozliwe dzieki systemowi dozowania pikolitréw
firmy DataPhysics (PDDS). Obserwacja kropli wody odbywala sie za pomocq kamery, a kat zwilzania
zostal zmierzony w momencie kontaktu oraz po 3, 6, 9 i 12 sekundach od kontaktu. Wykonanie zdje¢
i pomiar kata zwilzania bylo mozliwe dzieki oprogramowaniu SCA20 dostarczonemu przez producenta

goniometru.

Badania wlasciwosci  strukturalnych materiatéw przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu
dwuwiazkowego SEM/Ga-FIB FEI Helios NanoLab TM 600i, wyprodukowanego przez FEI (Thermo
Fisher Scientific, Eindhoven, Holandia). Uzyty mikroskop }aczy w sobie mozliwosci mikroskopii

elektronowej i jonowej o ultrawysokiej rozdzielczosci. Skupiona wigzka jonow galu utatwiata precyzyjne
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usuwanie materiatu z probek, pozwalajac na tworzenie przekrojéw poprzecznych membran. Przed analiza

probki poddano procesowi powlekania ztotem.

Do okreslenia rozkladu wielkosci por6w membran zastosowano Coulter® Porometer II, od firmy Coulter

Electronics Ltd. (Luton Bedfordshire, UK), wyposazony w Porofil jako ciecz zwilzajaca.

Potencjat Zeta powierzchni membran okreslono za pomoca analizatora potencjalu zeta firmy Anton Paar
(Graz, Austria) model SurPASS 3. Analize przeprowadzono w 1 mM roztworze KCl o pH 6,3
w temperaturze 25°C. Kazda membrana zostala poddana pieciokrotnemu procesowi pomiaru w celu

zapewnienia dokladno$ci i powtarzalnosci.

Wilasciwosci mechaniczne zmodyfikowanych i niezmodyfikowanych kulek z octanu celulozy byty badane
za pomocq pomiaru sity $ciskania, ktéra spowodowala deformacje kulek. Do tego celu uzyto przyrzadu
IMADA Force Gauge ze stojakiem MX2-500N (IMADA. CO. LTD, Japonia). Dla kazdego rodzaju prébki
przeprowadzono pie¢ pomiar6éw, a wyniki sily zostaly przedstawione jako $rednia warto$¢ wraz

z odchyleniem standardowym.

Przeprowadzono analize roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) w réznicowym kalorymetrze
skaningowym (Q10, TA Instruments, New Castle, DE, USA). Metoda byta oparta na metodzie Milanovic
i in. [136], ktérej zrodto jest w pracy Obradovic i in. [137]. Probka byta podgrzana z szybkoscig 10°C/min
od temperatury pokojowej 25°C do 300°C w atmosferze azotu z przeptywem azotu o wartosci 50 mL/min,
aby unikna¢ reakcji utleniania. Probki (o masie poczatkowej 10 mg) byly umieszczone w hermetycznie
zamknietej aluminiowej tacy i poddawane trzem pomiarom. Metoda DSC uzyskano temperature desorpcji
(Tq), temperature zeszklenia (T,) oraz temperature topnienia (Twm). Stopien krystalicznosci obliczono jako
stosunek entalpii topnienia badanego materialu (AHm) do odpowiedniej wartosci dla catkowicie

krystalicznego materiatlu octanu celulozy (AH®y) za pomoca wzoru:

AH.
xc=-—r
AH,

- 100% (2.5)

gdzie AH®y, jest rowny 58,8 J/g, zgodnie z propozycja Cerqueiry i in. [138] oraz Sousa i in. [139].

Widma spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego 1D (1H, 13C,) zarejestrowano stosujac NMR
Bruker Avance 600 MHz z magnesem UltraShield Plus (Billerica, Massachusetts, USA). Probki
przygotowano w nastepujacy sposob: 20 mg substancji rozpuszczono w 700 pL rozpuszczalnika (CDCls).

Przesuniecia chemiczne 1H i 13C odniesiono do tetrametylosilanu (TMS; 0,0 ppm).
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3 Rezultaty i wnioski

Wyniki przedstawione w ponizszym rozdziale dotyczq proceséw impregnacji nadkrytycznej karwakrolem
octanu celulozy oraz poliamidu, oraz szczepienia nadkrytycznego octanu celulozy, oraz blendéw
skrobiowo-chitozanowych. Rozdzial 3.1 dotyczy wynikdw impregnacji nadkrytycznej membran
poliamidowych (Rozdziat 3.1.1) oraz z octanu celulozy (Rozdziat 3.1.2). W rozdziatach tych przedstawiono
charakteryzacje otrzymanych materiatéw, wptyw zaladunku karwakrolu na strukture modyfikowanej
membrany oraz opisuja dalsza ich aplikacje. Rozdziat 3.1.3 przedstawia wnioski dotyczace wynikow
odnoszacych sie do impregnacji nadkrytycznej. Wyniki dotyczace impregnacji nadkrytycznej zostaty
opublikowane w dwdch artykutach [140], [141]. Rozdziat 3.2 opisuje wyniki zwigzane z eksperymentami
szczepienia nadkrytycznego membran z octanu celulozy oraz z blendéw skrobiowo-chitozanowych.
W rozdziale tym zawarto wyniki syntezy czwartorzedowych zwigzkow amoniowych (Rozdziat 3.2.1) oraz
ich dalsze szczepienie (Rozdziat 3.2.2) do octanu celulozy (Rozdzial 3.2.3) i blendéw skrobiowo-
chitozanowych (Rozdziat 3.2.4). W Rozdziale 3.2.3.2 opisano wyniki analizy mikrobiologicznej, w ktorej
zbadano potencjalne wiasciwosci antybiofilmowe, jak i potencjalne wiasciwosci antybakteryjne
zaszczepionego octanu celulozy. W Rozdziale 3.2.5 przedstawiono wnioski dotyczace wynikéw
odnoszacych sie do szczepienia nadkrytycznego. Wyniki dotyczace szczepienia nadkrytycznego octany

celulozy zostalty opublikowane [135].

3.1 Impregnacja nadkrytyczna membran z poliamidu i octanu celulozy

Eksperymenty impregnacji nadkrytycznej (SSI) membran poliamidowych karwakrolem przeprowadzono
w nastepujacych warunkach procesowych: temperatura 40°C, cisnienie: 10, 15i 20 MPa, czas impregnacji:
1, 2, 3, 41 6 godzin. Kazdy wariant eksperymentu przeprowadzono co najmniej trzykrotnie i za kazdym
razem impregnowano cztery membrany. Wydajnos¢ impregnacji (zatadowanie) oraz odchylenie
standardowe wyliczono w sposéb przedstawiony w rozdziale 2.3.1. Wyniki [141] zaprezentowane na
Rysunku 3.1 wykazuja szybki zaladunek karwakrolem przy wykorzystaniu cisnien 15 i 20 MPa. Juz po
jednej godzinie uzyskano kolejno 17,9% i 22%. Po szesciu godzinach SSI w naszym badaniu uzyskano
$rednie zatadunki karwakrolu wynoszace 25,4%, 37,0% i 41,3% odpowiednio przy 10, 15 i 20 MPa.
Maksymalnie mozliwe zaladowanie wyniosto 54% przy dhluzszym czasie i 20 MPa, jednakze efekt

pecznienia uszkodzit membrane.
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Rysunek 3. 1 Kinetyka impregnacji membran poliamidowych karwakrolem przy 40°C wraz z odchyleniem
standardowym.

Eksperymenty SSI membran z octanu celulozy karwakrolem [140] przeprowadzono w nastepujacych
warunkach procesowych: temperatura 40°C, cisnienie: 15 i 20 MPa, czas impregnacji: 0,5, 1, 1,5, 21 3
godziny. Podobne jak w przypadku membran poliamidowych, kazdy wariant eksperymentu
przeprowadzono co najmniej trzykrotnie i za kazdym razem impregnowano cztery membrany. Wydajno$¢
impregnacji (zatadowanie) oraz odchylenie standardowe wyliczono w sposéb przedstawiony w rozdziale

2.3.1.
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Rysunek 3. 2 Kinetyka impregnacji membran z octanu celulozy karwakrolem przy 40°C wraz z odchyleniem
standardowym
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Zaladunek karwakrolu do membrany z octanu celulozy uzyskany w eksperymencie SSI przedstawiono na
Rysunku 3.2. Zaladowanie karwakrolu po 30 minutach wynosito odpowiednio 19,6% i 13,2% dla 20 MPa
i 15 MPa. W probkach zawierajacych powyzej 30% wag. karwakrolu zaobserwowano niewielkie
zmarszczki membrany wskazujace na zjawisko pecznienia. W zwiagzku z tym nie zdecydowano sie na

dhuzsza impregnacje membran z octanu celulozy.

Metoda SSI zostata wykorzystana przez zespét Milanovic i in. do impregnacji octanu celulozy przy pomocy
karwakrolu [81]. Eksperymenty prowadzono w 50°C, badajac cisnienia 10, 21 i 30 MPa oraz badajac
przedzial czasowy impregnacji 2-18 godzin. W czasie 2 godzin impregnacji dla cisnien 10, 21 i 30 MPa
uzyskano kolejno 6,0%, 19,7% i 36,7%. W zaprezentowanych wynikach na Rysunku 3.2 po 2 godzinach
przy ci$nieniu 20 MPa uzyskano zaladunek okolo 30%. W przytoczonym badaniu [81] stwierdzono, ze
probka octanu celulozy zaimpregnowana w 30% karwakrolem nadal zachowywata strukture porowata
o submikronowej $rednicy poréow polimeru pierwotnego. W innej pracy [142] w warunkach
nadkrytycznych 50°C i 21 MPa przeprowadzono impregnacje octanu celulozy karwakrolem uzyskujac

2,5% po 30 minutach i 31,4% po 2 godzinach impregnacji.

W pracy Zizovic i in. zaimpregnowano poliamidowe membrany do mikrofiltracji wysokimi zatadunkami
tymolu [143]. Wykazano w niej zaladunek dochodzacy do 43% i szybka impregnacje w pierwszej godzinie
procesu. Juz po 30 minutach SSI uzyskano zatadunek wynoszacy 20, 27,5 i 29% mas. odpowiednio przy
10, 15 i 20 MPa. Po godzinie za$ otrzymali okoto 26, 30 i 35% odpowiednio przy 10, 15 i 20 MPa.
Zaprezentowane wyniki na Rysunku 3.1 wykazujq zatadunek karwakrolu do poliamidowych membran do

mikrofiltracji na poziomie 10, 17,9% i 22% odpowiednio przy 10, 15 i 20 MPa.

Zesp6t Milanovic i in. zaimpregnowat bawelniang gaze karwakrolem [77] i — jego izomerem — tymolem
[78]. W przypadku impregnacji karwakrolem, osiagniecie 14,4% zatadunku wymagato wysokiego ci$nienia
i temperatury, kolejno 30 MPa oraz 50°C jak i dtugiego czasu impregnacji, tj. 24 godzin. Zatadunek
tymolem nastepowal natomiast szybciej, gdyz po 2 godzinach i przy nizszej temperaturze i ci$nieniu,
kolejno 35°C i 15,5 MPa uzyskano 11% mas. Tymol zostal rowniez wykorzystany w impregnacji
poliamidowych nanowldkien. Badania [144] wskazaly szybko nastepujaca impregnacje w pierwszych 30
minutach procesu, co jest zgodne z obserwacja wykazang na Rysunku 3.1 i 3.2. Przy ci$nieniach 7, 10 i 20

MPa uzyskano zatadunek tymolu kolejno 6,5%, 23% i 32%.

Impregnacja obu materiatow wykazuje zalezno$¢, ze wieksze cisnienie przeklada sie na szybsza
impregnacje. W trakcie impregnacji octanu celulozy, przy cisnieniu 20 MPa osiaggniecie zatadunku okoto
30% karwakrolu zajelo dwie godziny. Jednak przy cisnieniu 15 MPa osiggniecie tego samego zaladowania
wymagalo trzech godzin. Impregnacja poliamidu wykazala, Ze osiagniecie zatadunku 25% przy 10 MPa
wymaga 6 godzin, natomiast przy 20 MPa wymagane sg tylko 2 godziny. Wskazuje to na dominujacy

wplyw rozpuszczalnosci karwakrolu w nkCO, podczas procesu. Ulamek molowy karwakrolu w nkCO-
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wzrést z 0,014 do 0,034 i 0,051, gdy cisnienie wzrosto do kolejno: 10 do 15 i 20 MPa [145]. Umozliwito

to w ten sposob szybsza impregnacje przy wyzszych cisnieniach.

Warto przypomnieé, ze karwakrol byt obecny podczas w procesu w nadmiarze, co umozliwito nasycenie
fazy nadkrytycznej karwakrolem w trakcie trwania impregnacji. Mechanizm ten niezbedny do uzyskania
wysokiego zatadunku karwakrolu do membrany zostal opisany przez Rojas i in. [146] Otéz obecno$¢
substancji aktywnej w nadmiarze sprawia, iz wzrost cisnienia (lub gestosci) ditlenku wegla prowadzi do
wzrostu stezenia rozpuszczonej substancji aktywnej w fazie nadkrytycznej. W przypadku prowadzenia
impregnacji z nienasycona faza nadkrytyczna tj. substancja aktywna nie jest w nadmiarze, wzrost ciSnienia
ditlenku wegla bedzie prowadzi¢ do rozcienczenia substancji aktywnej. Powodem tego jest stala masa
substancji aktywnej pozostajacej w uktadzie. W zwiazku z tym nizszy gradient stezenia substancji aktywnej
pomiedzy faza nadkrytyczng a impregnowanym materiatem bedzie skutkowa¢ nizszym zatadunkiem
substancji aktywnej do struktury materiatu. Kolejne zjawisko wplywajace na impregnacje to pecznienie
polimeru pod wpltywem nkCO,. Zjawisko to wplywa na przyspieszenie impregnacji karwakrolem.
Pecznienie jest proporcjonalne do ilo$ci zaabsorbowanego ditlenku wegla (CO,) [147], a w przypadku

wielu badanych polimeréw pétkrystalicznych cisnienie ma dodatni wptyw na to zjawisko [148].

Mozna zatem stwierdzi¢, ze efekt sorpcji i pecznienia przyczynit sie rowniez do szybszej impregnacji przy
wyzszych ciSnieniach. Badania Zizovici in. z wykorzystaniem SEM i mikroskopii jonowej [143] wykazaty,
Ze pecznienie poliamidu spowodowane ekspozycja na czysty nkCO, (bez impregnacji) bylo tymczasowe.
Polimer taki powraca do ostatniego stanu po ekspozycji, zachowujac strukture polimeru pierwotnego.
Réwniez w ten sam sposob zachowywala sie membrana po ekspozycji na nkCO, w tescie filtracji
w przeplywie krzyzowym [143]. W zalgczniku na Rysunku Z.1 przedstawiono widmo FTIR
niezmodyfikowanej membrany poliamidowej poddanej dziataniu nkCO,.w ktorej nie zaobserwowano

zadnych réznic.

Warto wyjasni¢ pewne czynniki w eksperymentach SSI, ktére moga mie¢ wptyw na dokladnos$¢ pomiaru.
Po pierwsze, SSI to proces, w ktorym zachodzi dwukierunkowy proces transportu masy. Obejmuje on
impregnacje polimeru, lecz takze usuwanie ekstrahowalnych zwiazkéw z polimeru. Drugi czynnik to czas
potrzebny na desorpcje CO». Ustalono, ze frakcja substancji ekstrahowalnych z membran wynosi okoto
0,3% wag. Oznaczatoby to, ze wartosci zatadowania karwakrolu zostaly zanizone o te sama wartosc.
Zaobserwowano, ze desorpcja CO, z membran byta procesem powolnym i do catkowitej desorpcji potrzeba
kilku dni. Pomiar probek pét godziny po dekompresji doprowadzit do przeszacowania zmierzonej wartosci
o okoto 0,44% wag. Ostatecznie otrzymane wartosci zostaly zawyzone o okoto 0,14%, co nie jest btedem

istotnym dla duzych tadunkéw i miesci sie w granicy btedu eksperymentalnego.

Uzyskanie wysokich zatadunkéw karwakrolu do struktury membrany poliamidowej i membrany z octanu
celulozy jest mozliwe dzieki powstajagcym wigzaniom wodorowym miedzy strukturg polimeru a substancja

czynng — karwakrolem [144], [146]. Zjawisko to zostato zaobserwowane dla modyfikowanych w tej pracy
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polimerdw, czyli octanu celulozy [81], [149] i poliamidu [143]. Jednakze tworzenie tych wigzan prowadzi
do ostabienia oddzialywan elektrostatycznych miedzy tancuchami polimerowymi impregnowanego
materialu. Powoduje to trwale pecznienie polimeru z wysokimi zatadunkami karwakrolu lub jego izomeru

— tymolu.

Wzory strukturalne poliamidéw (Rysunek 3.3a) i karwakrolu (rysunek 3.3b) wskazuja na mozliwos¢
wystepowania wigzan wodorowych pomiedzy grupa karbonylowa poliamidu i wodorem z grupy
hydroksylowej karwakrolu oraz wodorem z grupy iminowej poliamidu i tlenem z grupy hydroksylowej
karwakrolu (Rysunek 3.3c). Ponadto nalezy podkresli¢, Zze w poliamidzie istnieje wigzanie wodorowe

pomiedzy grupami karbonylowa i iminowa, co zaznaczono na czerwono na Rysunku 3.3a.
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Rysunek 3. 3 Wzory strukturalne poliamidu z wigzaniami wodorowymi pomiedzy tancuchami polimeru pokazano na
czerwono (a) i karwakrolu (b); mozliwe wigzania wodorowe w poliamidzie zaimpregnowanym karwakrolem (c).[141]

W przypadku impregnacji nadkrytycznej karwakrolem octanu celulozy dochodzi do powstania wigzan
wodorowych miedzy grupa hydroksylowa karwakrolu a grupami funkcyjnymi octanu celulozy tj. grupami
hydroksylowymi i karbonylowymi. Wzory strukturalne octanu celulozy, karwakrolu i mozliwych wigzan

wodorowych miedzy polimerem a substancja aktywna zostaly zaprezentowane na Rysunku 3.4.
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zaimpregnowanym karwakrolem (c).
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3.1.1 Charakteryzacja i aplikacja membran poliamidowych

3.1.1.1 Analiza FTIR

Widma FTIR karwakrolu, niezaimpregnowanej membrany poliamidowej oraz membrany poliamidowej
z 20% zawartoscia karwakrolu przedstawiono na Rysunku 3.5. Dhugosci fal charakterystycznych pasm
podano w Tabeli 3.1. W widmie karwakrolu pasmo nalezace do drgan rozciagajacych —OH wykryto przy
3378 cm™, natomiast pasma przypisane drganiom rozciggajacym dla alifatycznych —CH, oraz —CHs
zarejestrowano przy 2958, 2926 i 2868 cm™ [150], [151], [152]. Pasmo 811 cm™ mozna przypisa¢ do drgan
pozaplaszczyznowych —C—H [151], [152]. Piki zwiazane z substytucja orto i 1:2:4 karwakrolu byly
widoczne odpowiednio przy 1115994 cm™ [150], [151], [152]. Wykryte kluczowe charakterystyczne piki

karwakrolu [150], przedstawiono w Tabeli 3.1.
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Rysunek 3. 5 Widma FTIR karwakrolu (a) oraz niezaimpregnowanej i zaimpregnowanej membrany poliamidowej (b)

Tabela 3. 1 Wykaz charakterystycznych pikow w widmach FTIR: karwakrolu, poliamidu, zaimpregnowanego
karwakrolem poliamidu wraz z ich dlugosciami falowymi

Poliamid+

Przypisanie Karwakrol Poliamid Zrodlo
Karwakrol
[150],
C-H pozaplaszczyznowe
811 cm™ - 810 cm™ [151],
drgania wachlarzowe
[152]
Charakterystyczny pik
864 cm™ - 867 cm™ [150]
karwakrolu
[150],
Karwakrol 1:2:4 substytucja 994 cm™! - 995 cm™! [151],
[152]
[150],
Karwakrol orto substytucja 1115 cm™ - 1118 cm™ [151],
[152]
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Poliamid+

Przypisanie Karwakrol Poliamid Zrodlo
Karwakrol
Charakterystyczny pik
. Y ky | P 1173 cm™ - 1178 cm™ [150]
arwakrolu
Charakterystyczny pik
. Y ky | P 1249 cm™ 1257 cm™ [150]
arwakrolu
Owertony z drganiami [150],
Alifatyczne —CH»/—CH3z 2958, 2926, and o CH (151]
- rozciggajacymi CH, w ,
drgania rozciagajace 2868 cm™*
poliamidzie [152]
Owertony z silnymi drganiami ~ [150],
—OH drgania rozciagajace 3378 cm™ - rozciagajacymi N—H w [151],
poliamidzie [152]
3299 and [153],
N-H drgania rozciagajace - 3298 and 3065 cm™
3076 cm™ [154]
[153],
CH, asymetryczne drgania
o - 2933 cm™ 2933 cm™ [154],
rozciagajace
[155]
[153],
CH, symetryczne drgania
o - 2859 cm™ 2859 cm™ [154],
rozciagajace
[155]
[153],
C=0 drgania rozciagajace
& y q% 1" - 1631 cm ™t 1630 cm ™t [154],
grupy amidowej
[155]
[153],
N-H drgania nozycowe
o - 1536 cm™ 1534 cm™ [154],
grupy amidowej
[155]
O=C-N drgania nozycowe - 689 cm™! 688 cm™! [155]

W widmie niezmodyfikowanej membrany poliamidowej mozna wyselekcjonowa¢ charakterystyczne

pasma dla poliamidu. Pasma przy 3299 i 3076 cm™ pochodzg z drgan rozciagajacych N-H [153], [154].
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Pasma przy 2933 i 2859 cm™ oznaczono jako asymetryczne i symetryczne drgania rozciagajace grupy
—CH,. Pasmo przy 1631 cm™ przypisano drganiom rozciggajacym grupy amidowej C=0, natomiast pasmo
przy 1536 cm’! odpowiadato drganiom nozycowym grupy amidowej N-H [153], [154], [155]. Pasmo przy
689 cm™ przypisano do drgan nozycowych grupy O=C—N [155]. W widmie zaimpregnowanej membrany
pojawily sie nowe pasma w zakresie od 800 do 1200 cm™, bedacym obszarem ,,odcisku palca” (ang.
fingerprint) dla zwigzkéw aromatycznych [152], [156]. Pasmo 810 cm™ przypisano do drgan
pozaplaszczyznowych grupy C—H [150], [152]. Kluczowym charakterystycznym pikiem karwakrolu byto
pasmo 865-870 cm™ [151], [152]. Pasmo przy 995 cm™ i pik przy 1114-1121 cm™ odpowiadaly
odpowiednio substytucji 1:2:4 i orto karwakrolu [150],[151],[152]. Charakterystyczne pasma obu widm

przedstawiono w Tabeli 3.1.

Analizujac widmo FTIR obecno$¢ wigzan wodorowych mozna wykry¢ jako przesuniecie pasma grupy
funkcyjnej w strone nizszej liczby falowej, czemu moze towarzyszy¢ pojawienie sie szerszego pasma [157],
[158]. Kaziran i Martirosyan [157] wykazali oddzialywania (wigzania wodorowe) pomiedzy grupa
karbonylowa poliwinylopirolidonu (PVP) a grupa hydroksylowa ibuprofenu za pomoca FTIR. Drgania
rozciaggajace odpowiadajace grupie C=0 PVP zostalo przesuniete w strone nizszej liczby falowej (od 1682
do 1636 cm™), co przypisano wigzaniom wodorowym. W przeciwiefistwie do PVP, w poliamidzie
pomiedzy tancuchami polimeru wystepujq silne wigzania wodorowe (Rysunek 3.3). Podczas SSI, obecnos¢
karwakrolu interferuje z juz istniejacymi wigzaniami pomiedzy tancuchami polimeru, tworzac wiasne
wigzania w tych samych miejscach, wiec zmiany beda mniej widoczne w widmach FTIR. Konsekwencja
tego zjawiska jest jednak mozliwos¢ wystepowania w polimerze duzych ladunkéw karwakrolu,
osiagalnych jedynie w przypadku wystepowania silnych oddzialywan pomiedzy polimerem a substancja
aktywna [146]. Zjawisko pecznienia polimeru jest kolejnym dowodem na istnienie odziatywan pomiedzy
polimerem a substancja aktywna. Zjawisko to bedzie dokladnie opisane w kolejnym rozdziale (Rozdziat

3.1.2.2).

Analizujac widma poprzez powiekszenie obszarow drgania rozciggajacego C=0, drgan nozycowych N-H
i drgan rozciagajacych N-H niezaimpregnowanego i zaimpregnowanego poliamidu ujawnilo lekko
przesuniete pasma w kierunku nizszej liczby falowej w impregnowanym polimerze. W obszarze drgan
rozciagajacych C=0 w impregnowanej probce wykryto szersze pasmo rozciggajace C=0, z niewielkim
przesunieciem piku od 1631 do 1630 cm™. W tym samym widmie zauwazono takze pojawienie si¢ nowego
stabego pasma przy 1590 cm™. Nowe pasmo mozna przypisa¢ drganiom rozciggajacym aromatycznej
grupy C=C [159] w karwakrolu. Najbardziej znaczace przesuniecie wykryto dla drgan rozciagajacych N—
H z 3076 do 3065 cm™. Zaobserwowane przesuniecia nie byly tak duze jak dla PVP, poniewaz
w impregnowanym poliamidzie jedne wigzania wodorowe zostaly zastapione przez inne. Powiekszenia
obszaréw drgania rozciggajacego C=0, drgania nozycowego N-H oraz drgania rozciagajacego NH

przedstawiono w zalaczniku na Rysunku Z.2.
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Efekt przesuniecia pikdw zostal sprawdzony przy zastosowaniu jeszcze wiekszego zatadunku karwakrolu:
40% oraz 54%. Uzyskano podobne rezultaty wzgledem ukazanych powyzej. Wyniki przedstawiono

w zalaczniku na Rysunku Z.3.

3.1.1.2 Wplyw impregnacji karwakrolem na strukture membrany poliamidowej

W Rozdziale 3.1.1 przedstawiono, ze wyzsze zatadunki karwakrolu (jak i jego izomeru — tymolu) sg
mozliwe dzieki powstaniu wigzan wodorowych miedzy grupami funkcyjnymi polimeru a grupa
hydroksylowa substancji aktywnej. Jednak wigzanie wodorowe z karwakrolem ostabia oddzialywania
elektrostatyczne miedzy samymi tancuchami polimerowymi, prowadzac tym samym do trwalego
pecznienia polimeru. Koniecznym jest zbadanie efektu pecznienia na mikrostrukture i wydajno$¢ membran.
Efekty te zostaty zbadane przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) i wiazki jonéw oraz

testow filtracji krzyzowej.

W badaniu Zizovic i in. [143] efekt pecznienia byt nieznacznie widoczny w membranach poliamidowych
z 20% tymolem i wyraznie widoczny w probkach z 35% zaladunkiem tymolu. Ponizej przedstawiono
obrazy SEM powierzchni niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych membran poliamidowych z okoto
30% mas. zatadunkiem karwakrolu (Rysunek 3.6). Na zdjeciu SEM z podziatka 3 pm nie mozna dostrzec
zadnych zmian w wygladzie powierzchni membrany (Rysunek 3.6a, b). Jednak przy podzialce 500 nm
(Rysunek 3.6c, d) ujawnito mniej widoczng strukture przypominajacq guzki w prébce z 30% zatadunkiem

karwakrolu, co wskazuje na zjawisko pecznienia polimeru.

='s. T

d) PA+30% karw.

Rysunek 3. 6 Zdjecia SEM powierzchni niezaimpregnowanej membrany poliamidowej (PA) i membrany poliamidowej
z 30% wag. karwakrolu (PA 30% karw.). Podziatka = 3 um na mikrografiach (a,b); Podziatka = 500 nm na
mikrografiach (c,d).
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Potaczenie SEM i skupionej energii wiazki jonéw galu pozwolito na wykonanie przekroju poprzecznego
podczas analiz SEM. Zdjecia SEM przekrojow poprzecznych niezmodyfikowanych i modyfikowanych
membran z 30% wag. karwakrolu przedstawiono na Rysunku 3.7. Przy podzialce 500 nm nie
zaobserwowano zadnych znaczacych zmian w strukturze membrany (Rysunek 3.7 a, b). Wieksze
powiekszenie ujawnito efekt pecznienia i mniej widoczng strukture polimerowa przypominajaca guzki w

probce zawierajacej 30% karwakrolu.

d) PA+3%larw.

Rysunek 3. 7 Zdjecia SEM przekrojow niezmodyfikowanej membrany poliamidowej (PA) i membrany poliamidowej z
30% mas. karwakrolu (PA 30% karw.). Na mikrografach (a-d) wartosci podziatki wynoszq odpowiednio 5 um, 4 um,
400 nm i 500 nm.

W celu zbadania wptywu pecznienia na wydajno$¢ filtracyjna membrany przeprowadzono dodatkowo testy
w systemie filtracji krzyzowej. Przeplyw strumienia wody destylowanej przez membrane mierzono dla
réznych  ciSnien  transmembranowych dla  niezmodyfikowanej =~ membrany poliamidowej
i zaimpregnowanych membran z zawartoscig karwakrolu w zakresie 20-43% wag. Membrany o zatadunku
ponizej 30% wykazywaly podobne zachowanie do tych niezaimpregnowanych. Jednakze membrany
z zatadunkiem karwakrolu w zakresie 30-43% wykazaly okolo 10% wyzsze natezenie przeplywu
strumienia permeatu dla cisnienia transmembranowego wynoszacego 20 kPa. Dane uzyskane dla
niezmodyfikowanej membrany poliamidowej i membran o zatadowaniu karwakrolem 20% i 30% pokazano
na Rysunku 3.8. W badaniu Zizovic i in. [143] uzyskano poré6wnywalne wyniki, w ktérych membrana
poliamidowa z 20% zatadunkiem tymolu miata natezenie przeptywu permeatu niezmodyfikowanej

membrany. To samo badanie wykazalo, jednakze iz membrana z 35% zatadunkiem tymolu wykazata
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niewielki wzrost strumienia permeatu. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze nie

nastgpita znaczqca zmiana w mikrostrukturze i funkcjonalnosci membrany z powodu efektu pecznienia.

0.6

|

0.5

-

0.4

0.3

0.2 I

Strumien permeatu [mL/s]

0 5 10 15 20 25

Cisnienie transmembranowe [kPa]

* PA PA20%k = PA30%k

Rysunek 3. 8 Strumien permeatu przez niezmodyfikowang membrang poliamidowg (PA) i membrany z 20% (PA20%k)
i 30% (PA30%k) karwakrolu.

Nalezy podkresli¢, Ze w membranach z tym samym }adunkiem karwakrolu, wytworzonych w réznych
warunkach procesowych SSI (tj.: cisnienie, czas impregnacji), nie zaobserwowano zadnych réznic w
analizach SEM i FTIR oraz testach filtracji krzyzowej. Obserwacja ta jest zgodna z wynikami
wczesniejszych badan poliamidu [143], [144] i octanu celulozy [160], [161] zmodyfikowanych metoda SSI
tymolem, gdzie wystepuje to samo zjawisko pojawienia sie wigzain wodorowych i wysokiego zatadunku
substancja aktywna. Dalsze badania potwierdzily, ze wiasciwosci fizyczne, kinetyka uwalniania
i aktywnos$¢ biologiczna konicowego materiatu zaleza tylko od zatadunku substancja czynna, a nie od

warunkéw procesowych SSI.

3.1.1.3 Uwalnianie karwakrolu w CO»

W Rozdziale 2.3.5 opisano potencjalne zastosowanie membrany zaimpregnowanej karwakrolem jako filtra
antybakteryjnego z substancjg aktywna w celu wdmuchiwania jej wraz z CO; do rany operacyjnej. W tym

celu nalezy okresli¢, czy karwakrol zaimpregnowany do struktury membrany bedzie uwalniany wraz
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z przeptywem CO,. Do eksperymentéw wybrano natezenie przeptywu CO; przez membrane wynoszace
5 L/min. Stalowy modut filtracyjny uzyty w eksperymentach do filtracji krzyZowej podtaczono do naczynia
wysokocisnieniowego napelionego CO», ktéry utrzymywatl stale cisnienie 2,5 MPa. Przeplyw CO»
regulowano zaworem, wykorzystujac znajdujacy sie za modutem filtracyjnym rotametr. Wyniki uwalniania
karwakrolu przedstawiono na Rysunku 3.9.
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Rysunek 3. 9 Zawartos¢ karwakrolu w membranie w funkcji czasu (natezenie przeplywu COz: 5 L/min, poczgtkowa
zawartos¢ karwakrolu: 37%)

Szybkos$¢ uwalniania karwakrolu byta bliska liniowosci po pierwszych 100 minutach, ze Srednim
zmniejszeniem tadunku karwakrolu o okoto 5% na godzine przeptywu CO» lub o okoto 5,5 mg na godzine.
W strumieniu CO» za membrang $rednie stezenie karwakrolu w CO, wynosi 18,3 g/L. Stezenie karwakrolu

w CO; w funkcji czasu pokazano na Rysunku 3.10.
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Rysunek 3. 10 Stezenie karwakrolu w ditlenku wegla w funkcji czasu (natezenie przeplywu CO>: 5 I/min, poczgtkowa
zawartoS¢ karwakrolu: 37%).

Zaprezentowane wartosci potwierdzono w doswiadczeniach na membranach o r6znym stezeniu karwakrolu
od 30 do 43% i czasie uwalniania wynoszacym 4 godziny. Jednakze mozliwe jest uwolnienie prawie calego
karwakrolu z membran poliamidowych, co ilustruje jego uwalnianie w powietrzu. Wyniki zaprezentowano
na Rysunku 3.11. Ze wzgledu na duza lotno$¢ karwakrolu, do przechowywania impregnowanych membran

zaleca sie szczelne opakowania.
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Rysunek 3. 11 Uwalnianie karwakrolu poprzez dyfuzje naturalng "na powietrzu" w sredniej temperaturze 25°C
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3.1.1.4 Wyniki zastosowania modelu klatki piersiowej

Model otwartej klatki piersiowej, podobny do tego stosowanego przez Perssona i van der Lindena [130],
zostal wykorzystany do poréwnania skazenia bakteriami unoszacymi sie w powietrzu podczas
wdmuchiwania przy uzyciu niezaimpregnowanej membrany poliamidowej oraz zaimpregnowanej
karwakrolem. Dla poréwnania przeprowadzono takze doswiadczenia bez wdmuchiwania CO,. Model
otwartej rany operacyjnej zawieral dwie standardowe agarowe ptytki z krwia o Srednicy 9 cm. Zestaw
eksperymentalny pokazano na Rysunku 2.5, a procedure opisano szczegdlowo w Rozdziale 2.3.5.
Eksperyment przeprowadzono w pieciu powtdrzeniach, kazdy trwajacy godzine. W badaniach
wykorzystano membrane o zawartosci karwakrolu od 30 do 34%. Srednie wartoéci wykrytego
zanieczyszczenia, reprezentujace liczbe kolonii (CFU), z maksymalnymi odchyleniami od S$redniej,

pokazano na Rysunku 3.12.

14

12 T

10

Bl

CFU

[

Grupa Czyste CO,
kontrolna CO, + karwakrol

Rysunek 3. 12 Poziomy skazenia wykryte bez wdmuchiwania CO; (czerwony), z wdmuchiwaniem przy uzyciu
niezmodyfikowanej membrany poliamidowej (niebieski) i wdmuchiwaniem przy uzyciu membrany wypetnionej
karwakrolem (zielony).

Jak wida¢, wdmuchiwanie CO; znaczaco zmniejszyla liczbe wykrytych kolonii bakterii. W rezultacie
liczba CFU spadia ze srednio 7,75 (bez przepltywu CO3) do 2,75 (z przeplywem czystego CO-). Wniosek
ten jest zgodny z Perssonem i van der Lindenem [130], Baumannem i Caterem [162] i pokazuje, Ze

usuwanie powietrza z otwartej jamy poprzez opadajacy, ciezszy CO, moze zapobiega¢ bezposredniemu
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zanieczyszczeniu z powietrza podczas operacji serca. Inne eksperymenty w naszym badaniu wykazaly, ze
zastosowanie membran zawierajacych karwakrol zamiast niezmodyfikowanych membran poliamidowych
pozwolito na dalsze zmniejszenie poziomu zanieczyszczenia o 27% (zmniejszenie Sredniego poziomu CFU
z 2,75 do 2). Tak znaczna redukcja zanieczyszczen uzasadnia potencjat struktur polimerowych
zaladowanych substancjami antybakteryjnymi do wdmuchiwania antybakteryjnych przy pomocy CO;

podczas operacji na otwartej jamie klatki piersiowej.

3.1.2 Charakteryzacja i aplikacja membran z octanu z octanu celulozy

3.1.2.1 Analiza FTIR

Przeprowadzona analiza FTIR shuzy wykazaniu obecnosci karwakrolu na zaimpregnowanej powierzchni
materialu. Widma FTIR dla niezaimpregnowanej membrany z octanu celulozy oraz zaimpregnowanej

karwakrolem zawierajacej 20% karwakrolu zaprezentowano na Rysunku 3.13.
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Rysunek 3. 13 Widma podczerwieni z transformacjq Fouriera (FTIR) niezmodyfikowanej i impregnowanej membrany
z 20% karwakrolem .

W widmie niezaimpregnowanej membrany widoczne sq charakterystyczne pasma dla octanu celulozy.
Szerokie pasmo okoto 3500 cm™* pochodzi z drgania rozciggajacego grupy hydroksylowej (-OH) [160],
[163], [164]. Pik 1741 cm™ jest przypisany do drgan rozciggajacych grupy —CO [160], [163], [165]. Piki
przy 1219, 1367 i 1433 cm™ przypisuje sie odpowiednio drganiom deformacyjnym: wachlarzowym,
wahadtowym i nozycowym —CH [160], [166], [167]. Pik w 901 cm™ jest charakterystyczny dla sacharydu,
a pik w 1036 cm™ pochodzi z jednostki glikozydowej C-O-C [156], [164], [168].

Widoczne sa nowe piki w widmie dla zaimpregnowanej karwakrolem membrany. Nowy pik jest widoczny
okoto 817 cm™ pochodzacy od pozaptaszczyznowych drgar deformacyjnych wachlarzowych grupy —CH.

Kluczowym, charakterystycznym dla karwakrolu pikiem widocznym w 875 cm™ [150] jest
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pozaplaszczyznowe drganie rozciggajace aromatycznego wigzania -CH [169]. Nowe pasma w zakresie

1400 — 1600 cm™ pochodza z aromatycznych nienasyconych piericieni w czasteczce karwakrolu,

szczegOlnie z drgan rozciagajacych wegiel-wegiel [151], [169], [169]. Nowe charakterystyczne dla

karwakrolu piki w 2961 i 2871 cm™ sg przypisane do drgan rozciggajacych dla grupy —CH;

charakterystycznej dla zwiazkéw alifatycznych [150], [151], [152]. Poréwnanie wystepujacych pasm

octanu celulozy, karwakrolu (zgodnie z Rysunkiem 3.5a i Tabelg 3.1) oraz zaimpregnowanego

karwakrolem octanu celulozy przedstawiono zbiorczo w Tabeli 3.2

Tabela 3. 2 Wykaz charakterystycznych pikow w widmach FTIR: karwakrolu, octanu celulozy, zaimpregnowanego
karwakrolem octanu celulozy wraz z ich diugosciami falowymi

Octan
Octan ;
Przypisanie Karwakrol celulozy+ Zrédlo
celulozy
Karwakrol
C—H pozaplaszczyznowe drgania [141],
poap Y & 811 cm™! 817 cm™
wachlarzowe [150], [152]
Charakterystyczny pik karwakrolu;
pozaplaszczyznowe drgania rozciagajace — 864 cm™! 875cm™  [150], [169]
CH
[164],
charakterystyczny pik dla sacharydu - 901 cm™ 901 cm™
[168], [170]
[150],
Karwakrol 1:2:4 substytucja 994 cm™! 995 cm™!
[151], [152]
jednostka glikozydowa [164],
- 1036 cm™ 1030 cm™
C-0-C [168], [170]
[160],
CH drgania wachlarzowe - 1219 cm™ 1219 cm™
[166], [167]
Charakterystyczny pik karwakrolu 1249 cm™ 1257 cm™! [150]
[166],
CH drgania wahadlowe - 1367 cm™
[167], [171]
[166],
CH drgania nozycowe - 1433 cm™

[167], [171]
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Octan
Octan

Przypisanie Karwakrol celulozy+ Zrodlo
celulozy
Karwakrol
[163],
C=0 drgania rozciagajace - 1741 cm™
[165], [171]
Alifatyczne —CH,/—CH3 drgania 2958, 2926, and 2871, 2961
rozciggajace 2868 cm™ cm™ [151], [152]
[163],
—OH drgania rozciagajace 3378 cm™ 3600 cm™

[164], [171]

3.1.2.2 Wplyw impregnacji karwakrolem na strukture membrany z octanu celulozy

W wyniku impregnacji nadkrytycznej karwakrolem dochodzi do powstania wiazain wodorowych miedzy
grupa hydroksylowa karwakrolu a grupami funkcyjnymi octanu celulozy (grupami hydroksylowymi
i karbonylowymi) [81], [149] (Rysunek 3.4). W konsekwencji prowadzi to do ostabienia struktury polimeru
i jego pecznienia. Na Rysunku 3.14 przedstawiono zdjecia SEM przekrojow niezmodyfikowanej
membrany z octanu celulozy oraz membran zaimpregnowanych w 15% i 30% karwakrolem. Zdjecia te
otrzymano za pomoca mikroskopii dwuwigzkowej SEM/FIB. Poréwnanie przekrojéw pozwala
zaobserwowac efekt pecznienia w probce z 30% zatadunkiem karwakrolu. Zastosowanie podziatki 500 nm

w szczegblnosci pozwala zaobserwowac efekt pecznienia, co ukazuje Rysunek 3.14f z podziatkgq 500 nm.
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Rysunek 3. 14 Zdjecia SEM/FIB przekrojow membran z octanu celulozy — (a) i (b) niezaimpregnowana membrana;
(¢c) i (d) membrana z 15% zawartoscig karwakrolu; (e) i (f) membrana z 30% zawartoscig karwakrolu.

Zaprezentowane w artykule [140] wyniki analizy porozymetrycznej ukazane na Rysunku 3.15 potwierdzaja
powyzsza obserwacje. Srednia warto$¢ $redniej $rednicy poréw, z kilku pomiaréw uzyskanych dla
membran zawierajacych 0—25% karwakrolu miescila sie w zakresie od 0,465 do 0,495 pm. W probce z 30%
karwakrolem zaobserwowano wieksza srednia Srednice por6w wynoszaca 0,535 pm. Wynik ten wskazuje

na deformacje membrany spowodowang jej pecznieniem.

str. 68



0.55

0.53 ®
0.51

0.49 °
047 °

0.45

0.43

0.41

0.39

0.37

0.35

P

Srednia srednica poréw [um]

0 5 10 15 20 25 30
Zatadowanie karwakrolu [%]

Rysunek 3. 15 Srednia srednica poréw w funkcji zawartosci karwakrolu (Srednia wartosé z 2 do 4 pomiaréw).

Wplyw impregnacji na funkcjonalno$¢ membran zbadano w jednostce filtracyjnej o przeplywie
krzyzowym. W eksperymencie mierzono strumien permeatu wody destylowanej dla réznych ci$nien
transmembranowych (ang. Transmembrane pressure, w skrocie TMP). Zalezno$¢ strumienia permeatu od

TMP byla liniowa dla kazdej membrany, co przedstawiono na Rysunku 3.16.
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Rysunek 3. 16 Strumien permeatu przez membrang z octanu celulozy w funkcji cisnienia transmembranowego

W naszej pracy [140] przedstawiono analize hydrodynamicznej permeacji (L;). Parametr L, okreSlajacy
nachylenie zaleznosci ukazanych na Rysunku 3.16, pokazano na Rysunku 3.17. Membrany z zawarto$cia
0-25% karwakrolu wykazujq wzrost L. Przy wyzszej zawarto$ci karwakrolu (30%), L, znacznie spada
w wyniku zjawiska pecznienia. Dlatego do dalszych badain wybrano membrany z zawarto$cig karwakrolu

0-25%.
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Rysunek 3. 17 Przenikanie hydrodynamiczne (Lp) w funkcji zawartosci karwakrolu.

Wyniki przedstawione na Rysunkach 3.15 i 3.17 wskazuja, Ze najwyzsza Srednia Srednica poréw
odpowiada najnizszej Lp. Ta zalezno$¢ moze wydawac sie paradoksalna, jednakze zgodnie z rownaniem
Hagena-Poiseuille'a oraz modelem kapilarnym membrany, ilos¢ ptynu przeplywajacego przez nig jest

proporcjonalna do sumy. (¥;N;r):

Q8 __ Ty Nt
J=4= P~ (ZiNr)Ap (3.1)
Lub
_J __m 4
Lp=5= %(Zi N;ri) 3.2)

Gdzie N; - liczba poréw o promieniu r; na jednostke powierzchni membrany, n - lepko$¢ piynu
przechodzacego przez membrane, 1o - dtugos¢ porédw, A - suma powierzchni wszystkich otwartych porow.
Korzystajac z wynikow uzyskanych z porozymetru Coultera, obliczono parametr Lpn (Coulter), ktéry jest

wprost proporcjonalny do (ZiNl-ri“).
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Obliczenia przedstawione w [140] potwierdzily obserwowang zalezno$¢, tzn. warto$¢ Lpn dla membrany
z zatadunkiem 30% karwakrolu (0,050 pm) byla znacznie nizsza niz dla membrany niezaimpregnowanej
(0,060 pm), podczas gdy dla membrany z zatadunkiem 25% karwakrolu uzyskaliSmy najwyzsza wartos¢
0,062 pm. Tak wiec jakoSciowo zmiany L,n (Coulter) przy zaimpregnowaniu karwakrolem odpowiadaja

zmianom L, pokazanym na Rysunku 3.17.

Nalezy nadmieni¢, ze oceniajac strumien permeatu wody przez membrane, powinno wzia¢ pod uwage, ze
lepkos¢ wody w porach membrany jest wyzsza niz wody destylowanej. Wartos¢ lepkoSci moze réwniez
zmienia¢ sie wraz ze zmiang zawartoscia karwakrolu (bardziej zorientowane na wode substancja

w poréwnaniu z wolnymi czasteczkami wody).

W naszym artykule [140] przedstawiono na Rysunku 3.18 wyniki pomiaréw potencjatu Zeta dla membran.
Wyniki wskazuja na wzrost ujemnego fadunku membrany przy wysokich zatadunkach karwakrolu (25%
i 30%) inajwyzszym ujemnym !adunku dla membrany zaladowanej w 30% karwakrolem. Jest to
prawdopodobnie konsekwencja obecnosci ujemnie natadowanych grup hydroksylowych karwakrolu na

powierzchni membrany w duzych stezeniach (widoczne dla 25% i 30% zawarto$ci karwakrolu).

25

- [ ¥
o 19, o

- Potencjat Zeta [mV]
w

0 5 10 15 20 25 30 35
Zatadowanie karwakrolu [%]

Rysunek 3. 18 Srednia wartosé¢ potencjatu Zeta z pieciu pomiaréw w funkcji zawartosci karwakrolu
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3.1.2.3 Analiza wynikéw cytometrii przeptywowej

Kazdy pomiar cytometrii przeptywowej wykrywat catkowita liczbe komérek (w tym zZywych i martwych
komorek) oddzielonych od membrany na 1 mL zawiesiny bakteryjnej. Dla kazdej zawartosci karwakrolu
przeprowadzono dwa niezalezne eksperymenty i sze$¢ pomiarow cytometrii przeptywowej tak jak opisano
w Rozdziale 2.3.5. Rysunek 3.19 pokazuje przeliczone wartosci S$redniej liczby bakterii (z szeSciu

pomiaréw) osadzonych na 1 cm” powierzchni membrany na 1 mL permeatu.

Jak wida¢, najwyzsza depozycja bakterii miala miejsce na niezaimpregnowanej membranie (catkowita
liczba wykrytych komérek 4,92:107/(cm?-mL); zywe komérki 2,82:107/(cm?mL); martwe komorki
6,66-10%(cm? mL)), a nastepnie na zaimpregnowanej w 15% karwakrolem membranie (catkowita liczba
wykrytych  komérek 2,71-10%(cm*mL); zywe komérki 2,27-10%(cm®mL); martwe komorki
3,55:10°/(cm*mL), zaimpregnowana w 25% karwakrolem membrana (catkowita liczba wykrytych
komorek 4,29-10°/(cm®-mL); zZywe komorki 1,28:10%/(cm*mL); martwe komérki 8,98-10*/(cm* mL))
i membrana zaladowana w 20% karwakrolem (calkowita liczba wykrytych komérek 3,65-10%/(cm?-mL);

zywe komorki 1,84-10°/(cm?-mL); martwe komorki 6,55-10%/(cm? mL)).
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= 2 5E+07
2 0E+07
1 5E+07

1.0E+07

5.0E+06

Liczba zdeponowanych komérek/(cm2-mL)

AN\

N ome

0% 15% 20% 25%
Zatadowanie karwakrolu

0.0E+00

® \Vszystkie bakterie ®Zywe mwMartwe
Rysunek 3. 19 Liczba bakterii osadzonych na membranie na cm? jej powierzchni i mL permeatu; membrany z
tadunkiem karwakrolu 0-25%.

Dla lepszej widoczno$ci przedstawiono logarytm uzyskanych warto$ci na Rysunku 3.20, wraz z procentem
martwych zabarwionych komérek. Mozna wywnioskowa¢, ze obecno$¢ karwakrolu znacznie zmniejszyta

depozycje bakterii na membranie podczas filtracji przepltywowej, z rzedu wielkosci 107/(cm*mL) do
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10°/(cm?*mL), przy zaobserwowaniu najwiekszego odsetka martwych komoérek na membranie z 25%

karwakrolem (42 %, Rysunek 3.20).
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Rysunek 3. 20 Logarytm liczby bakterii osadzonych na membranie na cm?’ jej powierzchni i mL permeatu; membrany
z tadunkiem karwakrolu 0-25%. Procent nad zottymi kolumnami pokazuje udzial bakterii martwych w ogolnej liczbie
bakterii.

Wszelkie zawilosci, zalety i potencjalne wady wybranej metody, cytometrii przeptywowej zostaty opisane
w opublikowanym artykule [141]. Opisano w nim przewagi wynikajace z wykorzystania tejze metody
wzgledem konwencjonalnych metod zliczania kolonii bakterii. Metoda cytometrii przeptywowej pozwala
na maksymalne zminimalizowanie mozliwych szumoéw, niepewnos$ci pomiarowych i btedéw, ktére moga

wplynac na wynik.

3.1.2.4 Analiza eksperymentow filtracji krzyzowej wraz z modelowaniem
matematycznym

Wplyw obecnosci substancji aktywnej o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych — karwakrolu — na
filtracje w przeplywie krzyzowym zbadano z uzyciem zawiesiny S. aureus ATCC 29213 o wartosci ok.
1-2:10° CFU / mL (co opisano w rozdziale 2.3.2). Eksperymenty przeprowadzono z membranami
zawierajacymi 0 — 25% karwakrolu. Spadek natezenia przeptywu permeatu z powodu fizycznego osadzania
sie bakterii podczas filtracji przedstawiono na Rysunku 3.21. Jak wida¢, membrany z octanu celulozy
z zatadunkiem 20% i 25% karwakrolu umozliwily uzyskanie najwyzszego strumienia permeatu. Wyniki
pokazane na Rysunku 3.21 sg zgodne z wynikami analizy cytometrii przeptywowej (Rysunek 3.19). Im
wieksze osadzanie sie bakterii na membranie, tym wiekszy spadek strumienia permeatu. Liczba komérek

osadzonych na niezaimpregnowanej membranie byla najwyzsza, co doprowadzito do najbardziej
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znaczacego spadku strumienia permeatu. Membrany z 20 i 25% karwakrolem wykazaly najnizsza

depozycje bakterii na powierzchni membrany, a zatem najwieksze strumienie permeatu w trakcie filtracji

krzyzowej.
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Rysunek 3. 21 Spadek strumienia permeatu w systemie filtracji krzyzowej zawiesiny S. aureus.

W naszej pracy [140] przedstawiono pomiary potencjatu Zeta przedstawione na Rysunku 3.18. Wyniki te
wykazaly najwyzszy ujemny !ladunek membran dla zaladunku 25 i 30% karwakrolem. Potencjat Zeta
szczepu S. aureus jest znany z literatury [172] i jest réwniez ujemny (— 35,6 mV). Dlatego zwiekszony
ladunek ujemny membrany z 25% zatadunkiem karwakrolu potwierdzat jego wlasciwosci antyadhezyjne.
Jednak membrana z 20% zaladunkiem karwakrolu rowniez wykazywala doskonale wilasciwosci
antyadhezyjne, chociaz jej }adunek ujemny by} najmniejszy sposréd badanych membran. Dlatego mozna
stwierdzi¢, ze wszystkie membrany wykazywaly tadunek ujemny wspierajacy ich dziatanie antyadhezyjne

i ze zaobserwowana réznica nie jest decydujaca dla aktywnosci antybiofilmowej.
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Wplyw cisnienia transmembranowego (TMP) na strumien permeatu przez niezmodyfikowang membrane
ze zdeponowanymi bakteriami (po 30 minutach filtracji krzyzowej) przeprowadzono w celu zbadania
Scisliwosci placka bakteryjnego. Wyniki przedstawione na Rysunku 3.22 dla membrany po 30 minutach
filtracji krzyzowej wykazaly liniowa zalezno$¢ pomiedzy strumieniem permeatu i TMP (linia prosta), co
sugeruje, ze opor placka bakteryjnego nie zmienia sie wraz ze zmiang TMP w badanym zakresie.

W zwiazku z tym warstwe osadzonych bakterii mozna uznac za niescisliwa.
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Rysunek 3. 22 Strumien permeatu wody przez membrang z octanu celulozy (0% karwakrolu) przed i po 30 minutach
filtracji krzyzowej (TMP 55 kPa) w funkcji cisnienia transmembranowego (TMP)

Do modelowania spadku natezenia przeptywu permeatu zastosowano rownania dla réznych mechanizméw
blokujacych (Tabela 2.2). Réwnanie dla modelu filtracji plackowej (n = 0) zostalo rozwiazane
numerycznie. Aby poréwna¢ dopasowanie tych czterech przypadkéw do danych, wybrano wspétczynnik
determinacji R?, chociaz w przypadku modeli nieliniowych moze to by¢ czasami niewla$ciwa miara [173].
Jednak w naszym przypadku wszystkie modele zawieraja te sama liczbe parametréw dopasowania, tj. trzy.
Zatem jesli porownamy modele dla tej samej filtracji membranowej, to nie ma znaczenia, czy wybierzemy
R?, czy regresje sumy kwadratéw (SSR) ze wzgledu na ich zalezno$¢:

SSR

R2 —1_SSR (3.3)

TSS

gdzie TSS jest suma wszystkich kwadratéw (ang. Total sum of squares) zdefiniowanych jako:

TSS = Zi(]i,exp _]av,exp)z (3.4),

gdzie Jav,exp jest srednia arytmetyczng wszystkich Jiexp, ustalona eksperymentalnie.
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Podczas poréwnywania jednego modelu blokowania dla r6znych rodzajow filtracji membranowych moze
wystapi¢ problem z powodu mozliwych réznic w TSS. Jednakze w przypadku naszych danych
eksperymentalnych TSS nie rézni sie znaczaco (dla 0%, 15%, 20% i 25%, TSS-10° wynosi odpowiednio
0,98, 1,04, 1,18 i 1,18). Zatem wybor R? jako miary dopasowania jest uzasadniony. Rysunek 3.23

przedstawia R? dla czterech modeli blokowania i czterech zawartosci karwakrolu (0-25%).
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Rysunek 3. 23 R? dla wszystkich modeli blokujgcyeh i czterech typow membran.

Wyniki pokazuja, ze w przypadku najwiekszej depozycji bakterii, tj. w przypadku niezaimpregnowanej
membrany (catkowita liczba wykrytych komérek 4,92:107/(cm?-mL)) mechanizmem odpowiedzialnym za
blokowanie by} poérednie blokowanie (n = 1; R* = 0,9974) i filtracja plackowa (n = 0; R? = 0,9969). Model
posredniego blokowania zaklada, ze kazda czastka moze osadzi¢ sie na innej czastce juz osadzonej
i zablokowa¢ niektore pory lub bezposrednio zablokowa¢ niektére obszary membrany (Rysunek 1.1c).
Zjawisko filtracji plackowej zaktada, ze kazda czasteczka lokuje sie na innych, ktére juz byty zdeponowane
na powierzchni membrany i zablokowaly niektére pory (Rysunek 1.1d), wiec nie ma miejsca na
powierzchni membrany na depozycje dla nowych czastek bakterii [24]. Stwierdzenie wystepowania filtracji
plackowej potwierdzajq wyniki cytometrii przeptywowej, ktore wykazaty najwieksze osadzanie sie bakterii
na niezmodyfikowanej membranie. W membranie zawierajacej 15% karwakrolu (catkowita liczba
wykrytych komérek 2,71:10°%(cm*mL)) wyniki modelowania wskazaly na dominujacy mechanizm
posredniego blokowania membrany (n = 1; R* = 0,9981). Membrany z najmniejszaq zdeponowang iloscia
bakterii to zaimpregnowane w 20% karwakrolem (og6lna liczba wykrytych komérek 3,65-10°/(cm?-mL))
i 25% zatadunkiem karwakrolu (ogélna liczba wykrytych komoérek 4,29-10°/(cm” mL)). Modelowanie

matematyczne wykazato dla obu przypadkéw dominujacy mechanizm standardowego blokowania (n = 1,5;
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R?(20%) = 0,9967; R*(25%) = 0,9977) i catkowitego blokowania (n = 2; R%(25%) = 0,9977). Dla obu tych

membran zjawisko filtracji plackowej byto najmniej wyrazne.

Wyniki dopasowania R? funkcji przedstawionych w Tabeli 2.2 dla mechanizméw blokowania membrany:
catkowitego, standardowego i posredniego przy pomocy wtyczki Curve Fitter dostepnej

w oprogramowaniu Matlab R2023a przedstawiono w zataczniku na Rysunku Z.4.

Modelowanie w programie Matlab potwierdza wyniki uzyskane w programie Mathematica,
a przedstawione na Rysunku 3.23. W przypadku membrany niezaimpregnowanej rowniez jest widoczne
posrednie blokowanie membrany. Analogicznie blokowanie catkowite i standardowe jest dominujace dla

membran zaimpregnowanych w 20% i 25%.

Mechanizm catkowitego blokowania (n=2) — wykrywany jako dominujgcy mechanizm w membranie
o najwyzszej zawarto$ci karwakrolu (25%) — zaklada, ze kazda czastka docierajaca do membrany
uczestniczy w blokowaniu jakiego$ poru lub poréw bez zjawiska nakladania sie czastek, co pokazano na
Rysunku 1.1a. Standardowy model blokowania wskazuje na zjawisko osadzania czastek na scianach poréw
(Rysunek 1.1b) [24]. Wskazanie standardowego blokowania jako obecnego mechanizmu w membranach
zawierajacych 20% i 25% karwakrolu moze wynika¢ z duzego odsetka martwych komorek (odpowiednio
okoto 30% i42%). Mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem zawarto$ci karwakrolu w membranach
nastepuje zmiana mechanizmu blokowania z filtracji plackowej poprzez blokowanie posrednie w strone
blokowania catkowitego i standardowego. Wynik ten potwierdza analiza cytometrii przeptywowej, ktora
wykazata zmniejszenie liczby osadzajacych sie bakterii wraz ze wzrostem zawartoSci karwakrolu
w membranach. Ogoélnie rzecz biorac, biorac pod uwage wszystkie typy membran, zbiorczo najlepsze
wyniki dat posredni model blokowania (n = 1). Poréwnanie wynikéw eksperymentalnych i modelowych

z wykorzystaniem posredniego modelu blokowania (n = 1) pokazano na Rysunku 3.24.
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Rysunek 3. 24 Dopasowanie wynikow eksperymentalnych filtracji krzyzowej bulionu S. aureus do modelu blokowania
posredniego; SSR wyraza sie¢ w [10”° m?/s?]; (8 — wartosci doswiadczalne)

Wyniki dopasowania dla pozostatych modeli blokowania przedstawiono ponizej na Rysunku 3.25-27.
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Rysunek 3. 25 Dopasowanie wynikow eksperymentalnych filtracji krzyzowej bulionu S. aureus do modelu catkowitego
blokowania; SSR wyraza sie w [10” m?/s*]; (®—wartosci doswiadczalne)
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Rysunek 3. 26 Dopasowanie wynikow eksperymentalnych filtracji krzyzowej bulionu S. aureus do modelu
standardowego blokowania; SSR wyraza sie w [107° m?/s*]; (®—wartosci doswiadczalne)
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Rysunek 3. 27 Dopasowanie wynikow eksperymentalnych filtracji krzyzowej bulionu S. aureus do modelu filtracji
plackowej; SSR wyraza sie¢ w [107° m?/s’]; (8 —wartosci doswiadczalne)
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Dla modelu posredniego blokowania (n = 1) oszacowano wartosci Kipg dla kazdego badanego typu
membrany. Uzyskane wartosci Kipg w drodze modelowania matematycznego przedstawiono na Rysunku
3.28. Kipp jest wspotczynnikiem powierzchniowym opisujacym zablokowana powierzchnie membrany na
jednostke catkowitej objetoSci permeatu. Uzyskane warto$ci Kipp pozwalaja stwierdzi¢, zZe obecno$¢
karwakrolu w strukturze membrany zmniejszyta liczbe zablokowanych poréw. Najnizsze wartosci
parametru Kipg wyniosty 9,7 i 10,4 dla membran zawierajacych odpowiednio 20% i 25% karwakrolu.
Najwyzsza warto$¢ Kipg wyniosta 15,9 dla membrany niezaimpregnowanej, tj. niezawierajacej karwakrolu.
Dodatkowo nalezy podkredli¢, iz analiza Rysunku 3.25 ukazuje, ze J*, czyli strumient w stanie ustalonym
dla t - oo, nieznacznie wzrasta wraz z zawarto$cig karwakrolu. Wzrost ten widoczny jest dla membrany

niezaimpregnowanej do membrany zaimpregnowanej w 25% od kolejno 0,34 mm/s do 0,40 mm/s.
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Rysunek 3. 28 Wspoitczynnik powierzchniowy Kipp uzyskany poprzez modelowanie posredniego mechanizmu
blokujgcego dla roznych tadunkow karwakrolu w membranach.

Wartosci parametru Kpp zostaly uzyskane rowniez przy pomocy modelowania matematycznego
w programie Matlab R2023a wtyczka Curve Fitter. Wykres zaleznosci miedzy wartoScia wspdtczynnika
powierzchniowego Kpp a zaladunkiem karwakrolu dla mechanizmu blokowania posredniego
wykorzystujac wtyczke Curve Fitter przedstawiono w zalaczniku na Rysunku Z.5. Najwyzsza wartosc, tj.
14.2 zostala uzyskana dla membrany niezaimpregnowanej, za$ najnizsza 9,0 dla membrany

zaimpregnowanej w 25%. Zmiany wartosci dla obu wykreséw na Rysunkach 3.28 i Z.5 sa bardzo podobne,
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wiec dodatkowe modelowanie w programie Matlab potwierdzilo, ze obecno$¢ karwakrolu w strukturze

membrany zmniejszyla liczbe zablokowanych porow.

3.1.3 Wnhnioski z badan dotyczacych impregnacji nadkrytycznej

Wykazano mozliwos¢ modyfikacji komercyjnych membran mikrofiltracyjnych z poliamidu i z octanu
celulozy w procesie impregnacji nadkrytycznej karwakrolem. Modyfikacje prowadzono w 40°C oraz

w zakresie 10, 15 i 20 MPa dla membran z poliamidu oraz 15, 20 MPa dla membran z octanu celulozy.

Wyniki kinetyki impregnacji wskazuja, ze im wyzsze ci$nienie, tym wyzszy zaladunek karwakrolu.
Rezultaty dla obu materiatéw wykazuja, Ze najszybsza impregnacja nastepuje w pierwszych 30 minutach.
Zatadunek do poliamidu wynoszacy 41,3% uzyskano po 6 godzinach przy ci$nieniu 20 MPa. Uzyskanie
25% zaladunku karwakrolu do octanu celulozy i poliamidu mozliwe jest juz po 2 godzinach przy 40°C
i 20 MPa. Zaladunek do octanu celulozy wynoszacy 30,7% uzyskano po 2 godzinach przy cisnieniu
20 MPa. Wyzszy zaladunek karwakrolu jest mozliwy przez wydluzenie czasu impregnacji, lecz skutkuje

on pecznieniem struktury octanu celulozy.

Zdjecia powierzchni i przekrojéw, dzieki metodzie SEM/FIB $wiadczg, iz zmodyfikowane membrany
zachowaly porowatg strukture materialu po impregnacji karwakrolem. Pecznienie bylo obserwowalne

w probce z 30% zatadunkiem do membran z octanu celulozy i poliamidu.

Eksperymenty filtracji krzyzowej membrany poliamidowej wskazywaly, Ze pomimo pecznienia
spowodowanego impregnacja, wiasciwoséci funkcjonalne membrany nie zostaly znaczaco naruszone.
Membrana poliamidowa zaimpregnowana w 43% nadal zachowywata funkcjonalnos¢ w modelu klatki

piersiowej.

Wykorzystanie zaimpregnowanej karwakrolem membrany poliamidowej jako filtra antybakteryjnego
w modelu klatki piersiowej pozwolilo na obnizenie zanieczyszczenia bakteryjnego o kolejne 27%

wzgledem standardowej procedury wdmuchiwania ditlenku wegla.

Eksperymenty filtracji krzyZzowej udowodnity, Ze membrana z octanu celulozy zaimpregnowana w 20%

i 25% karwakrolem wykazywata najwyzszy strumien permeatu w testach filtracji krzyzowej.

Badanie cytometrii przeptywowej wykazalo, Zze obecnos¢ karwakrolu w membranie z octanu celulozy
znaczaco obniza liczbe osadzonych bakterii wzgledem membrany niezaimpregnowanej. Membrana
niezaimpregnowana po 30 min filtracji krzyzowej miata najwieksza liczbe wykrytych komérek bakterii
(ogdlna liczba wykrytych komorek 4,92:107/(cm* mLpemeat) za$ membrany zawierajace 20% karwakrolu
miaty catkowita liczbe wykrytych komérek 3,65-10°/(cm? mLpemea, Natomiast membrana zawierajgca 25%
karwakrolu wykazata catkowitg liczbe wykrytych komérek 4,29-10%(cm? mLpermea. Membrany z octanu

celulozy zaimpregnowane w 20% i 25% wykazaly najwiekszy odsetek martwych bakterii, odpowiednio
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30% i 42%. Jednocze$nie membrany zaimpregnowane w 20% i 25% wykazywaly najmniejszy spadek

strumienia permeatu w testach filtracji krzyzowe;j.

Modelowanie matematyczne wykazalo zmiane sposobu zdeponowania bakterii w procesie filtracji
krzyzowej z uzyciem zmodyfikowanych membran z octanu celulozy. Zmiana nastepowata od modelu
filtracji plackowej dla niezmodyfikowanej membrany po — wraz ze wzrostem zatadunku karwakrolu —
model blokowania bezposredniego, standardowego i catkowitego, ktéry wykluczal depozycje czastek na
innych czastkach. Wyniki te udowadniaja, Ze zmiana modelu blokowania jest zalezna od zatadunku

substancji aktywnej.

Metoda impregnacji nadkrytycznej pozwala na produkcje zmodyfikowanych membran przy braku
produkcji odpadéw. W procesie tym nie wykorzystywano niebezpiecznych substancji organicznych. Po
skoniczonym procesie impregnacji nadkrytycznej otrzymuje sie gotowy produkt, a dalsze procesy obrobki

nie sg potrzebne.

Ze wzgledu na duza lotnos$¢ karwakrolu i jego uwalnianie ze struktury membrany zaleca sie przechowywac

zaimpregnowany produkt w szczelnych opakowaniach, jak np. jednorazowe chusteczki do okularéw.

3.2 Szczepienie w fazie nadkrytycznej

3.2.1 Synteza czwartorzedowych zwigzkow amoniowych

Zsyntetyzowano trzy czwartorzedowe zwigzki amoniowe (ang. quaternary ammonium compounds, w
skrécie QAC), ktére scharakteryzowano z wykorzystaniem metod NMR i FTIR. Wzory strukturalne
uzyskanych zwigzkoéw zostaly przedstawione w Tabeli 2.4. Wedlug naszej wiedzy jedyne doniesienie
literaturowe na temat syntezy tych zwiazkow przedstawia zesp6t Xu i in.[101] W dostepnej literaturze brak
jest danych na temat aktywnosci biologicznej tych konkretnych QAC lub ich zastosowania w
projektowaniu materiatow. Procedura syntezy trzech QAC zostala opisana w Rozdziale 2.4.1. Zawarto w

nim opis wynikéw badart NMR 'H oraz "*C otrzymanych zwigzkéw chemicznych.

QAC 1 zsyntetyzowano z wydajnoscia 80,8%. Xu i in.[101] podali wydajnos¢ na poziomie 57,7%. Widma
NMR C, 'Hi FTIR QAC 1 przedstawiono odpowiednio na Rysunku Z.68 w zalaczniku.

QAC 2 zsyntetyzowano z wydajnoscia 99,0%. Xu i in. [101] podali wydajno$¢ na poziomie 95%. Widma
NMR *C, 'H i FTIR QAC 2 przedstawiono odpowiednio na Rysunku Z.911w zalaczniku.

QAC 3 zsyntezowano z wydajnoscig 97,9%. Xu i in. [101] podali wydajno$¢ na poziomie 98.7%. Widma
NMR "°C, 'H i FTIR QAC 3 przedstawiono odpowiednio na Rysunku Z.12-14 w zalaczniku.
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3.2.2 Szczepienie w fazie nadkrytycznej

Reakcje szczepienia w fazie nadkrytycznej przeprowadzono w warunkach ci$nienia 30 MPa oraz
temperatury 70°C. Warunki te zastosowano dla obu materiatow (octanu celulozy oraz blendu skrobiowo-
chitozanowego), jak i obu krokéw modyfikacji, tj.: pierwszy jako reakcji przylaczenia tacznika - ,linkera”
diizocyjanianu heksametylenu (HDI) do grup hydroksylowych materiatu, drugi jako przytaczenie QAC do

grupy funkcyjnej linkera. Schemat reakcji szczepienia nadkrytycznego ukazano na Rysunku 2.10.

Rysunek 3.29 przedstawia wzor strukturalny materiatu uzyskanego po pierwszym kroku modyfikacji.

Materiat [~ H 0
S
N

c

O
Rysunek 3. 29 Materiat (octan celulozy lub blend skrobiowo-chitozanowy) z zaszczepionym linkerem do grupy
hydroksylowej materiatu

Wzory strukturalne uzyskanych materiaty po zaszczepieniu QAC 1, QAC 2 i QAC 3 zaprezentowano na
Rysunku 3.30.

\R
[e}
//\ZIK

b) c)

Rysunek 3. 30 Wzory strukturalne uzyskanych materiatéw po przylqczeniu do linkera HDI: a) QAC 1, b) QAC 2, ¢)
QAC 3
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Zespot Xu i in. modyfikowat w swej pracy suche drewno sosnowe o masie 1,40 g. W drugim etapie
modyfikowat 0,85 g zaszczepionego HDI drewna sosnowego. Warunki procesowe obu etapéw ichniej
reakcji to 100°C oraz 41,4 MPa, natomiast czas reakcji wynosit 20 godzin. W naszym przypadku
w typowym eksperymencie modyfikowano 0,6 g octanu celulozy lub 0,02 g blendu skrobiowo-
chitozanowego. Dla obu materialéw i dla obu etapéw reakcji warunki procesowe to 70°C oraz 30 MPa.
Czas reakcji obu etapow reakcji zalezat od modyfikowanego materiahy, tj.: 6 godzin dla modyfikacji octanu

celulozy oraz 4 godziny dla modyfikacji blendéw polimerowych.

3.2.3 Szczepienie w fazie nadkrytycznej octanu celulozy i charakteryzacja otrzymanych
materialow

Wykonano 19 eksperymentéw szczepienia nadkrytycznego octanu celulozy, ktére wykazaly, ze
przylaczenie linkera HDI zwieksza mase octanu celulozy w zakresie 10-13%. Badania przeprowadzone
przez Xu i in. wykazaly, ze szczepienie nadkrytyczne linkera HDI do drewna iglastego skutkowato

zwiekszeniem masy drewna o 30% [[101].

Pomiary kata zwilzania wykonano zgodnie z opisem w Rozdziale 2.5. Badania wykonano na membranach
z octanu celulozy wytwarzanych metoda ,,solvent casitng”. Procedura produkcji membran nieporowatych
z octanu celulozy zostala opisana w Rozdziale 2.4.2. Badaniu zwilzalnosci poddano réwniez membrany
zmodyfikowane metoda szczepienia nadkrytycznego linkerem HDI oraz QAC. Wyniki przedstawione na
Rysunku 3.31 wykazaly zwiekszong hydrofobowos¢é membran CA szczepionych linkerem w poréwnaniu
z niezmodyfikowang membrang z octanu celulozy. Niezmodyfikowana membrana z octanu celulozy
wykazata kat zwilzania z kropla wody $rednio 73,4°. Po zaszczepieniu linkerem HDI wartos¢ kata

zwilzania wzrosta do Srednio 96,8°.
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Rysunek 3. 31 Kqt zwilzania w funkcji czasu dla niezmodyfikowanej membrany z octanu celulozy (CA), membran CA
szczepionych linkerem (CA-HDI) i membran po szczepieniu czwartorzedowymi zwiqzkami amoniowymi (QAC) (CA-
QAC 1iCA-QAC 2).

Po drugim kroku - tj. szczepieniu QAC masa zaszczepionego octanu celulozy zmniejszyla sie o 2,8%.
W artykule Xu i in. [101] zaraportowano zmniejszenie masy o 1,18% po zaszczepieniu QAC do materiatu.
Zaszczepienie QAC do materialu spowodowalo wzrost kata zwilzania do srednio 107,7° (CA-QAC 1)
i 112,3° (CA-QAC 2). Pomiary kata zwilzania szczepionych QAC membran z octanu celulozy wykazaly
znaczny wzrost hydrofobowosci w poréwnaniu z niezmodyfikowana membrang CA oraz z CA
zaszczepiong linkerem HDI. Zdjecia kropli wody na powierzchni membran z octanu celulozy

niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych w czasie 12 sekund przedstawiono w Tabeli Z.1 w zalaczniku.

Aby potwierdzi¢ reakcje przylaczenia linkera HDI i QAC do zmodyfikowanego materiatu (jak pokazano
na Rysunku 2.10), zastosowano analize metoda FTIR. Na Rysunku 3.23 przedstawiono widma FTIR kulek
z octanu celulozy: niezmodyfikowanej powierzchni, powierzchni oraz wnetrza zaszczepionego linkerem
HDI. Schemat reakcji szczepienia linkera HDI do struktury materiatu zostat przedstawiony na Rysunku

2.10. Wzor strukturalny materiatu zaszczepionego linkerem HDI przedstawiono na Rysunku 3.29.
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Rysunek 3. 32 Widma FTIR niezmodyfikowanych (CA) i szczepionych linkerem (CA-HDI) kulek octanu celulozy.

W widmie niezmodyfikowanej kulki CA widoczne sa charakterystyczne piki octanu celulozy. Szerokie
pasmo przy 3460 cm™ pochodzi z drgan rozciggajacych grupy hydroksylowej OH [174], [175]. Pik przy
1732 cm™ przypisuje sie drganiom rozciagajacym grupy C=0 [171], [175]. Pasma przy 1433, 1367 i 1220
cm’ przypisuje sie odpowiednio drganiom nozycowym, wahadtowym i wachlarzowym grupy CH [171],
[167]. Pik przy 1032 cm™ jest przypisany grupie COC grupy glikozydowej, a pik przy 900 cm™ jest pasmem
charakterystycznym dla sacharydu [164], [170], [171].

Przedstawione na Rysunku 3.23 widma powierzchni i przekroju kulek CA szczepionych linkerem HDI sa
podobne, co wskazuje, ze reakcja szczepienia nadkrytycznego zachodzila w calej objetosci
modyfikowanego materialu. Jednym z dowodéw wystapienia reakcji chemicznej jest zanik grupy
hydroksylowej OH (3460 cm™) widocznego w widmie niezmodyfikowanego materialu i pojawienie sie
nowego pasma przy 3322cm™, ktére pochodzi od drgania rozciagajacego grupy NH [101].
Nieprzereagowane grupy hydroksylowe réwniez przynaleza do pasma przy 3322cm™ [101]. Nowe,
charakterystyczne pasmo przy 2266 cm™ $wiadczy o pojawieniu sie grupy izocyjanianowej, co dowodzi

o zaszczepieniu linkera diizocyjanianowego do struktury materiatu [101], [176].

Nowe pasma przy 1619 i 1563 cm™ pochodza od drgan nozycowych NH, natomiast pasmo przy 1354 cm™
przypisane jest drganiom rozciagajacym CN [176]. Pasma przy 2929 i 2856 cm™ nalezq do drgan
asymetrycznego i symetrycznego rozciagani grupy CH, natomiast pasmo obserwowane przy 1476 cm™

nalezy do drgan nozycowych CH w materiale szczepionym HDI [101], [176], [177].

Rysunek 3.33 przedstawia widma poréwnawcze octanu celulozy zaimpregnowanego linkerem HDI oraz
octanu celulozy zaszczepionego QAC 1 lub QAC 2. Schemat reakcji zaszczepienia QAC do struktury
materiatu z przylaczonym linkerem HDI przedstawiono na Rysunku 2.10. Wzory strukturalne materiatow

uzyskanych po przylaczeniu QAC 1 i QAC 2 przedstawiono kolejno na Rysunku 3.30a i 3.30b.
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Rysunek 3. 33 Widma FTIR octanu celulozy z poréwnaniem proébek zaszczepionych HDI i QAC 1 (a) oraz HDI i QAC
2 (b).
Widma wykazuja calkowite przereagowanie grupy izocyjanianowej (znikniecie piku przy 2266 cm™), co
Swiadczy o udanym drugim etapie szczepienia ukazanym w Rysunku 2.10. Ponownie, szczepienie

zachodzito w catej objetosci polimeru, co przedstawiono w Zalaczniku na Rysunku Z.15.

Badano 4, 6 i 20 godzin jako czasy szczepienia nadkrytycznego dla obu etapéw modyfikacji octanu
celulozy. Wykazano, ze minimalny czas potrzebny na przereagowanie grup hydroksylowych octanu
celulozy i pojawienie sie grupy izocyjanianowej Swiadczacej o sukcesie szczepienia w pierwszym kroku
modyfikacji to 6 godzin. Podobnie 6 godzin bylo potrzebnych, by zaszczepi¢c QAC do grupy
izocyjanianowej. Skrdcenie czasu reakcji do 4 godzin skutkowalo nieprzereagowaniem w catosci grup
hydroksylowych w pierwszym etapie, natomiast w drugim grupa izocyjanianowa nadal byta widoczna po

szczepieniu. Zdecydowano zatem prowadzi¢ wszystkie kolejne eksperymenty przez 6 godzin
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Zespo6t Zhou i in.[178] przeprowadzit proces szczepienia blendu octanu celulozy i poliwinylopirolidonu
(PVP), gdzie substancja aktywna byt chlorek epoksypropylodimetylododecyloamoniowy w roztworze
wodnym. Niestety autorzy nie przedstawili tej czeSci widma FTIR, w ktdrej spodziewane jest pasmo
absorpcji grupy hydroksylowej CA (okolo 3460 cm™). W zwiazku z tym nie przedstawiono réwniez
potencjalnego jego zaniku w wyniku udanego szczepienia. Biorac pod uwage odmienny charakter
chemiczny stosowanych QAC, widma z ich badan i naszych badan nie sa porownywalne. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze autorzy uzyskali po szczepieniu materiat bardziej hydrofilowy, gdy tymczasem w naszym

badaniu otrzymano, materiat bardziej hydrofobowy.

3.2.3.1 Wplyw szczepienia nadkrytycznego na strukture membran litych z octanu
celulozy

Wplyw szczepienia nadkrytycznego na strukture octanu celulozy zostat zbadany przy pomocy mikroskopii
elektronowej SEM-FIB. W ramach badan, poza badana powierzchniag materiatu przeprowadzono réwniez
badanie przekroju, stosujac skupiona energetycznie wiazke jonéw galu, co umozliwito wyciecie prébki
podczas badania SEM.

Zdjecia SEM powierzchni i przekroju niezmodyfikowanej kulki CA i kulki CA po przeszczepieniu tgcznika
zaprezentowano odpowiednio na Rysunku 3.34 i 3.35. Widoczna jest zmiana powierzchni badanej probki
po szczepieniu nadkrytycznym. Stala sie ona mniej gladka z przypominajacymi nitki wypustkami, co
przedstawiono na Rysunku 3.35b oraz 3.35c. Chropowato$¢ powierzchnia powstala prawdopodobnie
z braku wigzan wodorowych miedzy tancuchami polimerowymi. Grupy hydroksylowe struktury octanu
celulozy sq odpowiedzialne za miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe pomiedzy tafnicuchami polimeru.
Reakcja grup hydroksylowych w CA z linkerem (HDI) (Rysunek 2.10) spowodowata znaczne zmniejszenie
liczby grup hydroksylowych dostepnych dla zapewnienia tej interakcji pomiedzy }aficuchami polimeru

i przyczynita sie do zaobserwowanego zmiany wygladu powierzchni.

Zdjecie (Rysunek 3.35d) przekroju poprzecznego probki CA szczepionego linkerem HDI ujawnila, ze
probka zachowata swojq lita (zwartg) strukture, mimo ze - jak wykazano analiza FTIR na

Rysunku 3.32 - modyfikacja nastapita w calej jej objetosci.

str. 88



(a) Powierzchnia, bar=100 um

(c) Powierzchnia, bar=500 nm (d) Przekréj, bar=5 pm

Rysunek 3. 34 Zdjecia SEM-FIB niezmodyfikowanych kulek z octanu celulozy (CA): powierzchnia (a), (b) i (c);
przekrdj (d).

(a)

(c) Powierzchnia, bar=500 nm (d) Powierzchnia, bar=5 pym

Rysunek 3. 35 Zdjecia SEM-FIB kulek z octanu celulozy szczepionych linkerem (CA-HDI): powierzchnia (a), (b) i (c);
przekrdj (d).

Zaszczepienie QAC do grupy funkcyjnej linkera HDI w strukturze modyfikowanego materiatu
spowodowato dalsze zmiany na powierzchni probki. Zdjecia SEM obu wariantéw, tj. CA-QAC 1 i CA-
QAC 2 przedstawiono kolejno na Rysunkach 3.36 i 3.37. W obu przypadkach materialy zachowaty lita
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(zwartg) strukture. Jednakze oba warianty prowadza do réznego wygladu powierzchni modyfikowanych
kulek z octanu celulozy. Poréwnanie zdje¢ powierzchni wskazuja na wieksza chropowato$¢ w probce

zaszczepiona QAC 2 wzgledem QAC 1.

il it

(c) Powierzchnia, bar=500 nm

Rysunek 3. 36 Zdjecia SEM-FIB kulki z octanu celulozy szczepionej QAC 1 (CA-QAC 1): powierzchnia (a), (b) i (c);
przekrdj (d).

str. 90



(a) Powierzchnia, bar=100 p

Rysunek 3. 37 Zdjecia SEM-FIB kulki z octanu celulozy szczepionych QAC 2 (CA-HDI-QAC 2): powierzchnia (a), (b)
i (c); przekroj (d).

Zjawiska termiczne zachodzace w probkach zmodyfikowanych i niezmodyfikowanych, tj. (CA, CA-HDI,
CA-QAC 1i CA-QAC 2) zbadano za pomoca skaningowej kalorymetrii r6znicowej (DSC, ang. differential
scanning calorimetry). Uzyskane wyniki ukazano na Rysunku 3.38 oraz w Tabeli 3.3. W pierwszym etapie
wykryto dwie endotermy od temperatury pokojowej do okoto 150°C. Poczatkowe endotermy majg minima
temperatury desorpcji (Ta1) i zostaly przypisane odparowaniu kwasu octowego z biopolimeréw [179].
Drugie, szerokie endotermy (temperatury desorpcji Ta2) przypisano desorpcji wody ze struktury
polisacharydowej [139]. Wszystkie przedstawione krzywe maja wspo6lng ceche — obecno$¢ szerokiego
endotermicznego zjawiska pomiedzy temperaturami 150°C i 300°C. Przypisa¢ to mozna topnieniu
regionéw krystalicznych badanego polimeru (Temperatura topnienia, Tm). Wykazano ponadto w tym

regionie piki endotermiczne o niskiej intensywnosci odpowiadajace temperaturze zeszklenia (Ty).

Analiza DSC wykazala, ze proces szczepienia spowodowat nieznaczny spadek temperatury zeszklenia
w zakresie od 225°C do 223°C i wzrost temperatury topnienia w zakresie od 248°C do 278°C, co
przedstawiono w Tabeli 3.3 i Rysunku 3.38. Entalpia topnienia nieznacznie spadta po przytaczeniu tacznika
i zostala znacznie zmniejszona po zaszczepieniu QAC. Krystaliczno$¢ spadta z 15,5% i 15,0% po
pierwszym etapie szczepienia do 4,1% i 2,8% po przytaczeniu, odpowiednio, QAC 1 i QAC 2. Wyniki te
wskazuja na utrate wigzan wodorowych pomiedzy taficuchami polimeréw, ktére wystepowaly przed
modyfikacja w octanie celulozy. Badania DSC potwierdzity analize ATR-FTIR i badanie kata zwilzania,

wykazujac wyrazne rozréznienie pomiedzy zmodyfikowanym i niezmodyfikowanym CA.
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Rysunek 3. 38 Wyniki analizy DSC niezmodyfikowanych (CA) i szczepionych (CA-HDI, CA-HDI-QAC 1 i CA-HDI-

QAC 2) kulek z octanu celulozy

Tabela 3. 3 Wyniki analizy DSC niezmodyfikowanych i szczepionych kulek polimerowych.

Probka  Tai (°C) Ta2(°C) Tg(°C) Tm (°C) AHm (J/g) xe (%)

CA 60,8
CA-HDI 58,9
CA-QAC1 555
CA-QAC2 574

110,1
111,5
115,8
116,0

224,9
2233
223,1
222,9

247,8
278,3
282,0
277.8

9,1
8,8
2,4
1,7

15,5
15,0
4,1
2,8

Wyniki badan przedstawione w Tabeli 3.4 przedstawiaja wymagang site sciskania przytozong do prébki

w celu jej odksztalcenia. Wyniki te wykazaty, ze szczepienie linkerem HDI zwieksza odporno$¢ na

odksztalcenia wzgledem materialu pierwotnego. W drugim etapie modyfikacji szczepienie QAC

spowodowalo zmniejszenie odpornosci kulek na odksztalcenia w poréwnaniu z probka szczepiona

linkerem HDI.
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Tabela 3. 4 Odpornosé na odksztatcenia kulek niezmodyfikowanych (CA), zaszczepionych linkerem (CA-HDI),
zaszczepionych QAC (CA-QAC 1 oraz CA-QAC 2)

Probka Sila Sciskania [N]
CA 114,7 +5,3
CA-HDI 192,0 + 18,0
CA-QAC1 155,0 + 25,0
CA-QAC2 136,7 + 14,3

3.2.3.2 Analiza mikrobiologiczna

3.2.3.2.1 Analiza wlasciwosci antybiofilmowych

W ponizszej Tabeli 3.5 przedstawiono wyniki badan antybiofilmowych, ktérych metodyka zostala
przedstawiona w Rozdziale 2.4.5. W tabeli przedstawiono usrednione z trzech niezaleznych pomiaréw
wyniki dla probek octanu celulozy niezmodyfikowanej oraz zaszczepionego QAC 1 lub QAC 2.

Tabela 3. 5 Przytqczenie drobnoustrojéow do CA, CA-HDI-QAC 1 i CA-HDI-QAC 2 wyrazone jako catkowita liczba
jednostek tworzqcych kolonie na mm2 (CFU/mm?).

Szczep bakterii Sf);tliztvyvl;a CA | CA-QAC 1| Cohen’s d | CA-QAC 2| Cohen’s d
L. monocytogenes‘ X 14.75:10°]| 4,64-10* | 0.95 \M‘ 0.96
ATCC13932 |  sD  [49510°| 49410 | 7,70-10° ’
B. cereus ATCC ‘ X H 3,21-107 H 6,48-10° ‘ 0.88 \M‘ 1.09

11778 | sp 291107 2,00-10° | 1,61:10° ’
10536 | sD |536:10°) 7,2510° | 0 ’
S. Enteritidis ‘ X H 1,67-10° H 2,83-10° ‘ 1.03 M 1.24
ATCC13076 | sp  |1,35:10°] 50010° | 0 ’
S. aureus ATCC ‘ X H 5523'106“ 2,37-10° ‘ 1.10 M 1.15
29213 | sD |45310°] 9,67:10* | 0 ’
43300 | sD |[1,9310°| s512-10* || 0 ’

*MRSA - Gronkowiec zlocisty oporny na metycyline, MRSA (ang, methicyllin-resistant Staphylococcus aureus)
Stezenie bakterii w poczotkgwym inokulum byto réwne 1-10° CFU/mL,

X- Srednia warto$s¢ CFU/mL uzyskana w trzech niezaleznych eksperymentach;

SD - odchylenie standardowe;

Wielkos¢ efektu (d Cohena) obliczono poprzez poréwnanie catkowitej liczby CFU przytqczonej do CA-QAC 1 i CA-
QAC 2 z catkowitq liczbq CFU przylqczonej do CA,

Rysunek 3.39 jest graficzng interpretacja wynikéw polegajaca na zestawieniu wynikéw pomiaru foulingu
probki zmodyfikowanej do niezmodyfikowanej. Ukazana graficznie redukcja CFU pozwala na opis
wplywu szczepienia QAC na liczbe bakterii na powierzchni badanego materiatu. Dla lepszej czytelnoSci

wyniki przedstawiono w formie logarytmiczne;.
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MRSAATCC43300

Staphylococcus aureus ATCC 29213
Salmonella Enteritidis ATCC 13076
E.coli ATCC 10536

Bacillus cereus ATCC 11778

Il

Listeria monocytogenes ATCC 13932

000 100 200 3.00 400 500 6.00 7.00

¥ Log redukcja (CA — CA-QAC2) ® Log redukcja (CA — CA-QACI)

Rysunek 3. 39 Redukcja catkowitej liczby bakterii przylqczonych do CA-QAC 1 i CA-QAC 2 (obliczona dla 99,9%
redukcji dla CA-QAC 2) w poréwnaniu z CA, wyrazona jako log CFU,

Przedstawione wyniki w Tabeli 3.5 i graficzna reprezentacja tychze wynikéw na Rysunku 3.39 wykazuja
znaczacy wpltyw na zdolno$¢ badanych szczepéw do adhezji do prébek zaszczepionych wzgledem

niezmodyfikowanego CA.

Szczepy: E. coli ATCC 10536, S. Enteritidis ATCC 13076, S. aureus ATCC 29213 i MRSA ATCC 43300
nie byly zdolne do adhezji do powierzchni CA- QAC2 po 24 godzinach inkubacji w kazdym

z 3 niezaleznych eksperymentéw.

Szczep L. monocytogenes ATCC 13932 byt zdolny do adhezji w tacznej liczbie 4,75 x 10° CFU/mm? do
powierzchni CA, oraz w tacznej liczbie 4,64 x 10* CFU/mm? do powierzchni CA- QAC 1 (redukcja o 2,01
[logCFU] w stosunku do CA, R? =0,655, P = 0,0006) i w lacznej liczbie 4,44 x 10° CFU/mm? do
powierzchni CA-QAC 2 (redukcja o 3,03 [log CFU] w stosunku do CA, R? =0,655, P = 0,0007).

B. cereus ATCC 11778 byl szczepem, ktory wykazal najwieksza zdolnos¢ do adhezji do powierzchni
badanych materialéw. Liczbie komérek przytwierdzonych do powierzchni wyniosta 3,21x10” CFU/mm?
na powierzchni CA, 4,32x10° CFU/mm? na powierzchni CA-QAC 1 (redukcja o 0,87 [logCFU] w stosunku
do CA, R* =0,668, P = 0,0023) i w Iacznej liczbie 1,86x10° do powierzchni CA-QAC 2 (redukcja o 2,24
[logCFU] w stosunku do CA, P = 0,0003).

Szczep E. coli ATCC wykazatl adhezje do powierzchni CA-QAC 1 w niemal identycznej liczbie jak do CA
(statystycznie nieistotna redukcja 0,08 [log CFU], R? = 0,5489, P = 0,805, d Cohena 0,15).

Uzyskano redukcje liczby bakterii badanego szczepu S. aureus dla materialu CA-QAC 1 wzgledem
nieszczepionego CA (redukcja o 1,34 [logCFU], R?=0,7102, P = 0,0004, d Cohena 1,15).
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CA zaszczepione QAC 2 wykazywalo znaczny i wyrazny efekt przeciwadhezyjny. Widoczna zdolnos¢
B. cereus ATCC 11778 i L. monocytogenes ATCC 13932 do przezwyciezenia dzialania wiasciwosci
antyadhezyjnych CA-QAC 2 wskazuje na zdolnos¢ do szybkiej adaptacji tych szczepéw do niekorzystnych
warunkdw. Szczepy te jednak nie maja tak duzego znaczenia, jak szczep S.aureus w kontekscie zakazen
i zwigzanymi z nimi urzadzeniami medycznymi. Zglaszano, jednakze w Japoni bakteriemie (tzn., obecnos¢

bakterii we krwi) wywolywang przez gatunki Bacillus, ktorej Zrodtem byly wyroby medyczne [180].

Raportowano, ze B. cereus wytwarza specyficzny biosurfaktant, ktéry umozliwia mu latwiejsze
przyleganie i tworzenie biofilméw w warunkach, w ktérych ginag inne bakterie, nawet w obecnosci QAC
[181]. Donoszono, ze L. monocytogenes moze }atwo adaptowac sie, namnaza¢ i tworzy¢ biofilmy
w obecnoSci dawek QAC ponizej dawki Smiertelnej [182]. Wiasciwosci tychze szczepow przyczyniajg sie
do stosowania ich w wiekszosci badan biofilmu. Sq one w stanie tworzy¢ biofilm na powierzchniach, gdzie

inne bakterie nie sa w stanie przeprowadzi¢ adhezji [183].

Badanie SEM potwierdzitlo wyniki zaobserwowanych efektow przeciwadhezyjnych. Obrazy SEM
powierzchni niezmodyfikowanych CA oraz szczepionych CA-QAC 1 i CA-QAC 2 po ekspozycji na szczep
MRSA ATCC 43300 przedstawiono na Rysunku 3.40. Zdjecie powierzchni niezmodyfikowane]j prébki
pozwalala na wskazanie wielu kolonii na badanej powierzchni, co wykazano na Rysunku 3.40a. Analiza
powierzchni zmodyfikowanej QAC 1 wykazata brak widocznego biofilmu przy pojedynczych,
planktonicznych komérkach bakterii, ktoére zaznaczono zottymi prostokatami (Rysunek 3.40b).

Zaprezentowana na Rysunku 3.40c powierzchnia probki CA-QAC 2 byta wolna od bakterii.

(a) CA, bar=3um (b) CA-HDI-QAC 1, bar = 3um

(¢) CA-HDI-QAC 2, bar= 10 pm

Rysunek 3. 40 Powierzchnie polimerowe po ekspozycji na szczep MRSA ATCC 43300. Niezmodyfikowany CA (a), CA-
QAC 1 (b) i CA- QAC 2 (0),
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Wyprodukowanie materialu CA-QAC 2, ktéry uniemozliwia adhezje dwoch, szczegdlnie groznych
szczepow: S.aureus ATCC 29213 i opornego na metycyline S.aureus ATCC 43300 jest zdecydowanym
sukcesem. Szczepy te naturalnie zyja na skorze zdrowego czlowieka, totez niemozliwym jest zapobiec

przedostaniu sie go do budynkéw szpitalnych, lecznic itd [184].

W miejscach takich wdrazane sa rézne srodki ostroznoSci w zakresie aseptyki i antyseptyki
(promieniowanie UV, sterylizacja, zastosowanie srodkéw dezynfekcyjnych, rekawiczek chirurgicznych,
maseczek na twarz). Mimo wszystko zanieczyszczenie polimerowych wyrobow medycznych gronkowcami
podczas pracy jest nadal zjawiskiem codziennym, najczeSciej podczas zabiegéw chirurgicznych [133],

[184].

Gronkowce (Yac. Staphylococcus) wytwarzaja cate spektrum toksyn i czynnikow wirulencji, ktore to
odpowiadaja za niezwykla zdolnos$¢ przylegania do powierzchni polimeréw medycznych oraz wytwarzania
wysoce odpornych biofilméw. Prowadzi to w konsekwencji do ogromnej liczby powiktan u pacjentéw
z wszczepionymi $rodkami medycznymi [[133]. Wlasnie dlatego najwieksza liczba publikacji traktujaca
na ten temat dotyczy szczepow S.aureus. Wedlug naszej najlepszej wiedzy opublikowane badanie [135]
jest pierwszym dotyczacym szczepienia octanu celulozy biocydem przeciwko biofilmom szczepow

B.cereus, L. monocytogenes i S. Enteritidis.

3.2.3.2.2 Analiza wiasciwosci antybakteryjnych

Dalsza analiza zostala przeprowadzona w celu ustalenia, czy z zaszczepionego materialu nastepuje
uwalnianie substancji aktywnej QAC, co mialoby wplyw na namnazanie bakterii w bulionie. Brak wplywu
na namnazanie bakterii w bulionie swiadczytby o kowalencyjnym potaczeniu QAC ze struktura materiatu.
Wyniki wplywu polimeréw na namnazanie bakterii w pozywce plynnej przedstawiono w Tabeli 3.6. Na
Rysunku 3.41 przedstawiono graficznie redukcje CFU w bulionie, w ktérym umieszczono modyfikowany
material wzgledem liczby CFU w bulionie z niezmodyfikowang kulka z octanu celulozy. Dla lepszej

czytelnosci wyniki przedstawiono w formie logarytmicznej.

Obecnos¢ probki CA-QAC 2 wplynela na namnazanie prawie wszystkich badanych bakterii w poréwnaniu
z niezmodyfikowanym materiatem. Wyjatkiem byt badany szczep L. monocytogenes ATCC13932, wobec
ktorego nie stwierdzono wplywu szczepienia na liczbe bakterii w bulionie. Obecnos¢ CA-QAC 2
w bulionie spowodowala redukcje catkowitej liczby MRSA ATCC 43300 w poréwnaniu
z niezmodyfikowanym octanem celulozy w bulionie (redukcja o 1,90 [logCFU], R* = 0,816, P < 0,0001)
oraz staba redukcje w przypadku S, Enteritidis (redukcja o 0,47 [logCFU], R* = 0,92, P < 0,0001) i E, coli
ATCC 10536 (redukcja o 0,27 [logCFU], R* = 0,946, P < 0,0001),
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Tabela 3. 6 Catkowita liczba bakterii (CFU/mL) po 24 h inkubacji w bulionie sojowym Trypton z probkami: CA, CA-
HDI-QAC 1 i CA-HDI-QAC 2.

Staty
Szczep styka|| Grupa CA Cohen’s|| CA- |[Cohen’|| CA- | Cohen’s
bakterii opiso | kontrolna d QAC1 sd QAC2 d
wa
S. aureus  ||X 7,43-10"  ||14,76:107 3,82:10’ 1,98:10°
ATCC 2,56 3,47 6,94
29213 * SD 1,04-107 1,43-107 1,81:107 3,97-10°
'MRSA [k 7,11-107  ||5,21-107 2,28:107 8,96-10°
ATCC 0,91 2,31 3,35
43300 * SD  |[2,09-107 1,01-107 3,74-107 8,38:10°
S. Enteritidis (X 1,25-10%  |[1,24-108 7,60-107 4,28-107
ATCC 0,07 2,32 3,89
13076 * SD  |[2,12:107 ||1,57-10’ 2,14-107 7,44-10°
E. coli ATCC |X 3,85:107  ||4,165-107 071 3,785-107 0.15 2,06-107 413
10536 |sp  |4,33-10° |3,26:106 || 1,87-10° | 3,69-10° |
L. X 1,03-10  |3,23-10° 6,11-10° 1,02-10¢
monocytogene
-9,80 1,85 0,05
sATCC |isp  |225:10°  |[1,56:10° 1,51-10° 1,76:10°
13932 *
B. cereus |§ 1,70-10%  ||1,63-10® 1,29-10% 1,39-107
ATCC ; s 110,39 S |[2:41 5 19:23
11778 * SD  |[1,69-10 1,86-10 4,70-10 1,06-10

*MRSA - Gronkowiec ztocisty oporny na metycyline, MRSA (ang, methicyllin-resistant Staphylococcus aureus)
Stezenie bakterii w poczgtkowym inokulum byto réwne 1-10° CFU/mL,

X- Srednia wartos¢ CFU/mL uzyskana w trzech niezaleznych eksperymentach;
SD — odchylenie standardowe;
Wielkos¢ efektu (d Cohena) obliczono poprzez poréwnanie catkowitej liczby CFU przytqczonej do CA-QAC 1 i CA-
QAC 2 z catkowitq liczbq CFU przytqczonej do CA,
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B. cereus ATCC 11778 B

L. monocytogenes ATCC 13932 -.

E.coli ATCC 10536 |

S. Enteritidis ATCC 13076 ]

MRSA ATCC43300 B

S. aureus ATCC 292123 B

-0.50 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

M Log CFU redukcja (CA w relacji do grupy kontrolnej)
¥ Log CFU redukcja (CA-HDI-QAC 1 w relacji do grupy kontrolnej)
Log CFU redukcja (CA-HDI-QAC 2 w relacji do grupy kontrolnej)

Rysunek 3. 41 Redukcja catkowitej liczby bakterii w logCFU po 24 godzinnej inkubacji w bulionie sojowym Tryptone
z CA, CA-QAC 1i CA-QAC 2, Ujemna wartos¢ logCFU wskazuje na zwiekszony wzrost liczby bakterii w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (bez materiatu),

Szczepienie kulek z octanu celulozy przy pomocy QAC 1 rowniez mialo pozytywny wplyw na redukcje
liczby bakterii w bulionie wobec badanych szczepéw. Efekt ten, wzgledem probki szczepionej QAC 2, byt
mniejszy z wyjatkiem szczepu L. monocytogenes ATCC 13932. Wobec MRSA ATCC43300 nastapita
staba redukcja liczby bakterii w bulionie (redukcja 0,49 [log CFU], P < 0,0001), zas wobec S, aureus ATCC
29213 nastgpita redukcja 0,29 [log CFU], (P < 0,0001), wobec E. coli ATCC 10536 redukcja wyniosta 0,27
[log CFU] (P < 0,0001) i 0,23 log redukcji CFU w L. monocytogenes ATCC 13932 (P < 0,0001).

Roéwniez obecno$¢ niezmodyfikowanego CA miato wplyw na namnazanie bakterii. Zaobserwowano
niewielki, aczkolwiek statystycznie istotny, hamujacy namnazanie wplyw na szczepy S. aureus ATCC
29213 (redukcja 0 0,19 [logCFU], R* = 0,925, P < 0,0001, d Cohena 2,56) i MRSA ATCC43300 (redukcja
o 0,13 [logCFU], p < 0,0001, d Cohena 0,91). Niewielki, lecz statystycznie istotny, stymulujacy
namnazanie wplyw wystapil wzgledem szczepu L. monocytogenes ATCC 13932 (-0,50 [logCFU], R? =
0,841, P < 0,0001, d Cohena -9,80). Podobny, cho¢ statystycznie nieistotny efekt stymulacji namnazania
zaobserwowano takze dla szczepu E. coli ATCC 10536 (-0,03 [log CFU], P < 0,093, d Cohena -0,71).

Wyniki mikrobiologiczne wykazaty, ze obecno$¢ materiatéw posiadajacych wiasciwosci antybiofilmowe

nie wywarta istotnego wptywu na liczbe jednostek tworzacych kolonie (CFU) bakterii w bulionie. Chociaz
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obserwowana zmiana byla statystycznie istotna, to mikrobiologicznie miala ona marginalne znaczenie
[185]. Te wyniki sugeruja, ze zaobserwowane efekty wynikaty gtéwnie z kontaktu badanych szczepow
z powierzchnia antybiofilmowa, co wskazuje na kowalencyjne przytaczenie substancji aktywnej do

powierzchni materiatéw.

3.2.4 Szczepienie w fazie nadkrytycznej blendu skrobiowo-chitozanowego

Wykonano 20 eksperymentéw szczepienia nadkrytycznego blendéw skrobiowo-chitozanowych, ktére
wykazaly, ze przytaczenie linkera HDI zwiekszyto mase blendu srednio o 11,1%. Badania przeprowadzone
przez Xu i in. wykazaly, ze szczepienie nadkrytyczne linkera HDI do drewna iglastego skutkowato

zwiekszeniem masy drewna o 30% [[101].

Wyniki badania zwilzalno$ci membran skrobiowo-chitozanowych zostaty przedstawione na Rysunku 3.42.
Badania wykonano na membranach z blendéw polimerowych wytwarzanych metodq ,,solvent casitng”.
Procedura produkcji membran nieporowatych z blendéw polimerowych zostata opisana w Rozdziale 2.4.3.
Kat zwilzania niezmodyfikowanej membrany skrobiowo-chitozanowej wynidst w badanym czasie Srednio
70,6°. Pierwszy krok reakcji, tj. zaszczepienie linkerem HDI, zwiekszyt wartos¢ kata zwilzania do sredniej
wartosci 93,5°. Zaszczepienie przy pomocy QAC 3 zwiekszylo kat zwilzania do srednio 97,0°. Najwiekszy
wzrost obserwowany jest dla zaszczepienia QAC 2, ktéry zwiekszyt kat zwilzania do Srednio 103,6°.
Wyniki te wskazuja, Ze szczepienie przy pomocy QAC membran skrobiowo-chitozanowych znacznie
zwieksza hydrofobowos$¢ powierzchni membrany w poréwnaniu do membrany niezaszczepionej. Zdjecia
kropli wody na powierzchni membran skrobiowo-chitozanowych niezmodyfikowanych

i zmodyfikowanych w czasie 12 sekund przedstawiono w Tabeli Z.2 w zataczniku.

str. 99



110.0

105.0
100.0 A
95.0
90.0
85.0
80.0

kat zwilzania [°]

75.0

70.0

65.0

60.0

A A
¢ .
{ ([
3 6
czas [s]
@SC eSC-HDI mSC-QAC2 ASC-QAC3

* >

o>

12

Rysunek 3. 42 Kqt zwilzania w funkcji czasu dla niezmodyfikowanej membrany z blendéw skrobiowo-chitozanowych
(SC), membran SC szczepionych linkerem (SC-HDI) i membran po szczepieniu czwartorzedowymi zwiqzkami

amoniowymi (QAC) (SC-QAC 2 i SC-QAC 3).

Poréwnanie widm FTIR dla filméw skrobiowo-chitozanowych (SC) oraz SC zaszczepionych linkerem HDI

przedstawiono na Rysunku 3.43. Wzdr strukturalny materiatu zaszczepionego linkerem HDI przedstawiono

na Rysunku 3.29.

0461
o SC-HDI
042- S C

0.40-

0381

0.36-

0.34-

0.32-

0.30-

028!

0.26-

0.24-

022!

0.20-

Absorbancja

0.18-
0.16-
014+
042+
0.10-
0.08+
0.06+
0.04-
0.02+

4000

000 — o

" 2058

2500

—~ /7 \

S e

1708

2000
Liczba falowa (cm)

7

1375

1000 500

Rysunek 3. 43 Widma FTIR niezmodyfikowanych (SC) i szczepionych linkerem (SC-HDI) blendéw skrobiowo-

chitozanowych.

W widmie FTIR blendu skrobiowo-chitozanowego szerokie pasmo widoczne przy 3270 cm™

przyporzadkowano grupie hydroksylowej OH [186]. Pik przy 2937 cm™ jest charakterystyczny dla drgan

rozciagajacych grupy C-H [186], [187]. Pik przy 1650 cm™ naleza do drgan rozciagajacych grupy

str. 100



amidowej C=0 [186], [188]. Pik przy 1555 cm™ przypisuje sie absorpcji amidu NH, i wskazuje on na
interakcje zachodzace miedzy grupami hydroksylowymi skrobi a grupami aminowymi chitozanu [189].

Interakcja ta zostata ukazana na Rysunku 3.44 przerywana czerwona linia.

OH

H:N
OH bH

HO
DHD 0
HO

Rysunek 3. 44 Wzor strukturalny blendu skrobiowo-chitozanowego. Potencjalne interakcje miedzy skrobiq
a chitozanem zaznaczono przerywanq, czerwongq liniq.

Zanik szerokiego pasma nalezacego do grupy hydroksylowej swiadczy o jego przereagowaniu. W jego
miejscu pojawily sie drgania rozciaggajace nalezace do grupy NH [101]. Swiadczy to o skutecznym procesie
szczepienia. Szczegdlnym pikiem charakterystycznym $wiadczacym o przytaczeniu linkera HDI jest
pojawienie sie grupy izocyjanianowej przy pa$mie 2268cm™ [176], [190]. Piki przy 2937 cm™ nalezg do
grup CH zaszczepionego HDI [101], [176], [177].

W drugim etapie reakcji szczepienia nadkrytycznego (Rysunek 2.10) przytaczono QAC 2 lub QAC 3 do
blendu skrobiowo-chitozanowego zaszczepionego HDI. Masa zaszczepionych blendéw polimerowych
zmniejszyla sie po przylaczeniu QAC Srednio o 3,5%. W artykule Xu i in. [101] zaraportowano
zmniejszenie masy o 1,18% po zaszczepieniu QAC do materiatu. Rysunek 3.45 ukazuje porownanie widm
zaszczepionego linkerem HDI blendu skrobiowo-chitozanowego (SC-HDI) oraz kolejno materiat
zaszczepiony QAC 2 i QAC 3. Schemat reakcji zaszczepienia QAC do struktury materiatu z przytaczonym
linkerem HDI przedstawiono na Rysunku 2.10. Wzory strukturalne materialtéw uzyskanych po
przylaczeniu QAC 2 i QAC 3 przedstawiono kolejno na Rysunku 3.30b i 3.30c. Por6wnywane widma sa
podobne z wyjatkiem zaniku grupy izocyjanianowej (2268 cm™), co $wiadczy o przereagowaniu tej grupy
przez QAC. Dla obu przypadkéw catkowite przereagowanie tej grupy Swiadczy o skutecznym

zaszczepieniu QAC do SC-HDLI.
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Rysunek 3. 45 Widma FTIR blendow skrobiowo-chitozanowych (SC) z poréwnaniem proébek zaszczepionych HDI
i QAC 2 (a) oraz HDI i QAC 3 (b).

Wykazano ponadto, ze minimalny czas potrzebny na przereagowanie grup hydroksylowych blendu

skrobiowo-chitozanowego i pojawienie sie grupy izocyjanianowej (Swiadczacej o sukcesie szczepienia)

w pierwszym etapie modyfikacji to 4 godziny. Podobnie 4 godziny byly wymagane, by zaszczepi¢ QAC

do grupy izocyjanianowej. Skrécenie czasu reakcji do 2 godzin skutkowato nieprzereagowaniem w catosci

grup hydroksylowych w pierwszym etapie, natomiast w drugim etapie grupa izocyjanianowa nadal byla

widoczna po szczepieniu. Sytuacja taka zostata przedstawiona na Rysunku 3.46.

str. 102



0z: SC+QAC 2 (2 godz.)

s SC+HDI (2 godz.) l

n,zs—f ; o
/ { f

0.26

992
z
=

1817
T

022

| /
0.20+ / A
-1 / / 3 fh g |/

0.184 \ /
0,16—5 q (l.\ \ ('f) \\ ’ Iy
1 g B / | A\ RN 1
[/ ‘fl iy f J it A

0.124 ) v/ ! Uf I ;’ \ ,.’ \\U ‘\\ il
’ | AT/ N V.

J\ / | ’ Jﬂ \ “\ L\q\ f / \» \ \J
\ /

|

/ W, W ’
YA e

A VA Rl

1
0.061 \\ ﬁ \\ \//
| AL ] A
| SN [, \ & / \/
! Vi ~J x.;_\ [ /
0.024 / e — A

2000 1500 1000 500

"1572

Absorbance

3316
-

Wavenumbers (cm-1)

Rysunek 3. 46 Widma FTIR blendu skrobiowo-chitozanowego zaszczepionego linkerem (SC-HDI) z poréwnaniem do
prébki  zaszczepionej QAC2 przez 2 godziny (SC-QAC2-2h). Widoczny pik przy 2269 cm™  swiadczy
0 nieprzereagowanej grupie izocyjanianowej.

3.2.5 Wnioski z badan dotyczacych szczepienia w fazie nadkrytycznej

Zsyntezowano trzy czwartorzedowe zwigzki amoniowe (QAC): bromek N-(2-hydroksyetylo)-N,N-
dimetyloundekano-1-aminy (QAC 1), bromek N-(11-hydroksyundekanylo-N,N-dimetylotetradekan-1-
aminy (QAC 2) oraz bromek N-(11-hydroksyundekanylo)-N,N-dimetylooktan-1-aminy (QAC 3).

QAC 1 i QAC 2 przylaczono do zaszczepionego linkerem octanu celulozy poprzez wiazanie
karbaminianowo-uretanowe. Reakcje prowadzano w nadkrytycznym ditlenku wegla w 70°C i 30 MPa.
Modyfikacja octanu celulozy wymagata minimum 6 godzin dla obu etapéw procesu na pojawienie lub

zaniku charakterystycznych pikéw w widmie FTIR swiadczacych o skutecznym przeprowadzeniu

szczepienia w fazie nadkrytycznej.

W charakterystyce szczepionego octanu celulozy wykazano, Ze przereagowanie grup hydroksylowych
odpowiedzialnych za oddzialywania miedzyczasteczkowe struktury polimerowej doprowadzilo do
zmniejszenia krystaliczno$ci polimeru oraz wystapienia chropowatej powierzchni materiatu. Zdjecia SEM
przekroju wykazaly zachowanie litej (zwartej) struktury polimeru. Por6wnanie widm FTIR powierzchni
zaszczepionych kulek z octanu celulozy oraz ich wnetrza wykazato, Ze reakcja szczepienia nastapita w calej
objetosci polimeru. Powierzchnia zmodyfikowanych filméw z octanu celulozy wykazaly wzrost
wiasciwosci hydrofobowych wzgledem niezmodyfikowanych probek ze stabilnym katem zwilzania

wynoszacym 107,7° 1 112,3° odpowiednio dla polimeru szczepionego QAC 1 i QAC 2.

Wszystkie badane szczepy wykazaly statystycznie i mikrobiologicznie istotne réznice w ich zdolnosci

adhezji do CA—QAC 2 i CA-QAC 1 w poréwnaniu z materialem niezaszczepionym.
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Badania mikrobiologiczne przeprowadzone na prébkach z octanu celulozy wykazaty, iz uzyskany materiat
CA-QAC 2 spowodowal catkowita niemoznos¢ przylaczenia S. aureus ATCC 29213 i MRSA ATCC
43300, co potwierdzono w trzech niezaleznych eksperymentach. Podobnie ani E. coli ATCC 10536, ani
S. Enteritidis ATCC 13076 nie byty w stanie zbudowa¢ biofilmu na powierzchni CA-QAC 2. Wobec
szczepow B. Cereus i L. monocytogenes uzyskano spadek LogCFU wynoszacy kolejno 2,24 i 3,03
wzgledem materialu niezaszczepionego. Wykazuje to, ze polimer CA-QAC 2 wykazywal doskonale
wiasciwosci antybiofilmowe w stosunku do testowanych szczepow. Uzyskany materiat CA-QAC 1
rowniez redukowal liczbe przylaczonych komorek bakterii do materiatu, lecz w mniejszym stopni
wzgledem CA-QAC 2. Przykladowo wzgledem szczepéw L. monocytogenes, MRSA i S. aureus uzyskano
redukcje LogCFU kolejno 2,01, 1,55 oraz 1,34.

QAC 2 i QAC 3 przylaczono do zaszczepionego linkerem blendu skrobiowo-chitozanowego poprzez
wigzanie karbaminianowo-uretanowe. Reakcje szczepienia prowadzano w nadkrytycznym ditlenku wegla
w 70°C i 30 MPa. Eksperymenty dotyczace blendéw polimerowych wymagaly minimum 4 godzin
szczepienia dla obu proceséw, by pojawily sie lub zanikly charakterystyczne piki w widmie FTIR

potwierdzajace zajscie reakcji szczepienia.

Pomiary zwilzalnosci filméw z blendéw skrobiowo-chitozanowych wykazaty wzrost hydrofobowosci
powierzchni ze stabilnym katem zwilzania wynoszacym srednio 103,6° i 97,0° odpowiednio dla blendéw

szczepionych QAC 2 oraz QAC 3.

Metoda szczepienia nadkrytycznego pozwala na uzyskanie nowych materialéw w procesie pozbawionym
produkcji sciekow wodnych i organicznych. W trakcie procesu nie wykorzystywano rozpuszczalnikéw
organicznych. Uzyskane materialty zyskaty dhugotrwate wlasciwosci antybiofilmowe ze wzgledu na

istniejace wigzania kowalencyjne miedzy struktura polimeru pierwotnego a zaszczepiong substancja

aktywna.

4 Podsumowanie

Praca ta opisuje metody wykorzystania ptynu nadkrytycznego w procesie modyfikacji materiatow
polimerowych celem otrzymania materiatéw o wilasciwoséciach antybakteryjnych i antybiofilmowych.
W ramach badan przeprowadzono szereg eksperymentéw, ktére dostarczyty informacji na temat wpltywu
parametréw procesowych, tj. temperatura, ciSnienie, czas, na proces otrzymywania nowatorskich
materiatdéw o pozadanych wlasciwosciach. W pracy podjeto sie modyfikacji octanu celulozy, poliamidu
oraz blendéw skrobiowo-chitozanowych. Membrany komercyjne z octanu celulozy oraz poliamidu
zmodyfikowano metodq impregnacji nadkrytycznej, natomiast membrany z octanu celulozy i z blendéw

polimerowych uzyskane metoda ,,solvent casting” zmodyfikowano metodq szczepienia nadkrytycznego.
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W pracy stosowano nadkrytyczny ditlenek wegla jako rozpuszczalnik, medium transportowe oraz —

dodatkowo w przypadku reakcji szczepienia — medium reakcji.

W procesie impregnacji nadkrytycznej zaimpregnowano karwakrolem membrany z octanu celulozy
i poliamidu. Dla obu materiatéow przedstawiono kinetyke impregnacji, ktéra wykazala, ze wraz ze wzrostem
ci$nienia nastepuje szybsza impregnacja substancji aktywnej do struktury materiatu. Badania wykazaty, ze
zaimpregnowane karwakrolem poliamidowe membrany zachowaly pierwotng strukture porowata,
natomiast zaimpregnowane w 20% i 25% membrany z octanu celulozy osiagaly najwiekszy strumien
permeatu w testach filtracji krzyzowej. Zastosowanie karwakrolu jako substancji aktywnej
zaimpregnowanej do struktury membrany z octanu celulozy obnizyto znaczaco liczbe zdeponowanych na
membranie bakterii szczepu S. aureus. Membrany poliamidowe zaimpregnowane karwakrolem obnizaly
liczbe zanieczyszczen bakteriami z powietrza w modelu klatki piersiowej symulujacej otwarta rane
chirurgiczng. Otrzymane materialy wykazywaly wlasciwosci antybakteryjne przy zachowaniu

funkcjonalno$ci membrany.

W ramach drugiej metody modyfikacji materiatéw polimerowych zsyntezowano trzy czwartorzedowe
zwiazki amoniowe, ktore przylaczono w reakcji nadkrytycznego szczepienia w obecnosci ditlenku wegla
do struktury octanu celulozy i blendéw skrobiowo-chitozanowych. Wykorzystano diizocyjanian
heksametylenu jako linker-tacznik do grup hydroksylowych modyfikowanego materiatu. W ramach badan
dobrano parametry procesowe reakcji szczepienia dla obu polimeréw. Zaszczepienie czwartorzedowych
zwigzkéw amoniowych do octanu celulozy i kompozytéw polimerowych spowodowalo wzrost
hydrofobowosci materiatéw. Materialy uzyskane ze szczepienia octanu celulozy wykazywaty wlasciwosci
antybiofilmowe w sposéb statystycznie istotny wzgledem badanych szczepéw. Na wyrdznienie zastuguje
materiat CA-QAC 2, do ktérego nie byly w stanie przylaczy¢ sie: S. aureus ATCC 29213, MRSA ATCC
43300, E. coli ATCC 10536 iS. Enteritidis ATCC 13076. Zracji przylaczenia czwartorzedowych
zwigzkéw amoniowych do struktury polimeru wigzaniem kowalencyjnym mozliwe jest uzyskanie

antybiofilmowych wlasciwosci materiatu.

Zastosowanie metody wysokoci$nieniowej z uzyciem nadkrytycznego ditlenku wegla pozwolitlo na
uzyskanie unikalnych materiatéw, ktérych produkcja i otrzymane wlasciwosci nie bylyby mozliwe przy
zastosowaniu metod konwencjonalnych. Wykazano mozliwos¢ modyfikacji polimeru w calej jego
objetosci, co bylo mozliwe ze wzgledu na brak napiecia powierzchniowego uzytego medium ptynu
nadkrytycznego. Otrzymany materiat w drodze impregnacji lub szczepienia nadkrytycznego nie zawierat
w sobie rozpuszczalnika organicznego, ktérego uzycie nie jest konieczne w procesach
wysokocisnieniowych w przeciwienstwie do metod konwencjonalnych. Z powodu tych czynnikéw, proces
modyfikacji materiatow metodq impregnacji i szczepienia nadkrytycznego nalezy klasyfikowac jako
bezpieczng alternatywe dla Srodowiska wzgledem metod konwencjonalnych oraz jako metody wpisujace

sie w trend tzw. zielonej chemii.
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Rysunek Z. 1 Widma FTIR membrany niezmodyfikowanej oraz niezmodyfikowanej, poddanej dziataniu scCO2 przy
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Rysunek Z. 2 Przesuniecie pasm w prébce po impregnacji: a) drgan rozciggajgcych C=0 (pik przy 1631 cm™) i (pik
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Rysunek Z. 3 Przesuniecie pasm w membranach poliamidowych przed i po impregnacji wyzszym zatadunkiem: a)
drgania rozciqgajqce C=0; b) Pasmo drgan nozycowych N-H; c) Pasma drgan rozciqgajqcych N—-H
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Rysunek Z. 4 R? dla modeléw catkowitego, standardowego i posredniego i czterech typéw membran.
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Rysunek Z. 5 Wspotczynnik powierzchniowy Kips uzyskany poprzez modelowanie w programie MatlabR2023a
posredniego mechanizmu blokujqcego dla réznych tadunkéw karwakrolu w membranach
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Tabela Z 1 Zdjecia kropel wody na powierzchni zmodyfikowanego i niezmodyfikowanego octanu celulozy w badaniu
zwilzalnosci wraz ze wskazaniem wartosci lewego i prawego kqta zwilzania kropli.

%as CA CA-HDI CA-QAC 1 CA-QAC 2
0 lewy: 73,7° lewy: 100,8° lewy: 110,0° lewy: 112,0°
prawy: 73,7° prawy: 100,8° prawy: 110,1° prawy: 110,0°
|/ ™
3 lewy: 73,0° lewy: 88,5° lewy: 108,8° lewy: 111,9°
prawy: 73,0° prawy: 88,5° prawy: 108,4° prawy: 111,9°
6 lewy: 73,4° lewy: 88,0° lewy: 107,3° lewy: 112,6°
prawy: 73,4° prawy: 88,0° prawy: 106,7° prawy: 110,7°
9 lewy: 73,5° lewy: 88,4° lewy: 106,8° lewy: 114,4°
prawy: 73,5° prawy: 88,4° prawy: 106,1° prawy: 114,4°
12 lewy: 74,2° lewy: 87,2° lewy: 107,0° lewy: 113,7°
prawy: 73,5° prawy: 87,2° prawy: 106,2° prawy: 111,8°
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Tabela Z 2 Zdjecia kropel wody na powierzchni zmodyfikowanego i niezmodyfikowanego blendu skrobiowo-
chitozanowego w badaniu zwilzalnosci wraz ze wskazaniem wartosci lewego i prawego kqta zwilzania kropli.

Czas

is] SC SC-HDI SC-QAC 2 SC-QAC 3

S

0 lewy: 73,0° lewy: 96,7° lewy: 108,2° lewy: 100,3°
prawy: 73,0° prawy: 96,7° prawy: 108,2° prawy: 100,3°

3 lewy: 69,9° lewy: 93,4° lewy: 103,3° lewy: 96,3°
prawy: 69,9° prawy: 93,4° prawy: 103,3° prawy: 96,3°

6 lewy: 69,7° lewy: 92,1° lewy: 102,8° lewy: 96,1°
prawy: 69,7° prawy: 92,1° prawy: 102,8° prawy: 96,1°

9 lewy: 69,2° lewy: 92,5° lewy: 101,8° lewy: 96,1°
prawy: 69,2° prawy: 92,5° prawy: 101,8° prawy: 96,1°
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12

lewy: 71,2°
prawy: 71,2°

lewy: 92,8°
prawy: 92,8

lewy: 101,7°
prawy: 101,7°

lewy: 96,0°
prawy: 96,0°
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