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Wykaz skrétow, akroniméw i symboli

Skrot/akronim/symbol Termin w jezyku polskim Termin w jezyku angielskim

AA Kwas akrylowy Acrylic acid

AM Akrylamid Acrylamide

cC Chlorek choliny Choline chloride

CMC Karboksymetylochitozan Carboxymethyl chitosan

CRF Nawozy o kontrolowanym Controlled Release Fertilizers
uwalnianiu

CS Chitozan Chitosan

DA Stopien acetylacji Degree of acetylation

DD Stopien deacetylacji Degree of deacetylation

DES Rozpuszczalniki gigboko Deep eutectic solvents
eutektyczne

DS Stopien podstawienia Degree of substitution

DQ Stopien czwartorzgdowania Degree of quaternization

GA Aldehyd glutarowy Glutaraldehyde

GE Glikol etylenowy Ethylene glycol

GIcN D-glukozamina D-glucosamine

GIcNAc N-acetylo-D-glukozamina N-acetyl-D-glucosamine

GPC/SEC Chromatografia Gel Permeation
zelowa/Chromatografia Chromatography/Size Exclusion
wykluczania Chromatography

GTMAC Chlorek Glycidyltrimethylammonium
glicydylotrimetyloamoniowy chloride
(Chlorek 2,3-epoksypropylo- ((2,3-epoxypropyl)trimethyl-
trimetyloamoniowy) ammonium chloride)

HACC 2-hydroksypropylo-3- 2-hydroxypropyltrimethyl
trimetyloamoniowy chlorek ammonium chloride chitosan
chitozanu

HBA Akceptor wigzan wodorowych Hydrogen bond acceptor

HBD Donor wigzan wodorowych Hydrogen bond donor

MBA N,N’-metylenobisakrylamid N,N’-methelenebisacrylamide

Mw Masa molowa Molecular weight

PVA Alkohol poliwinylowy Polyvinyl alcohol

RSD Wzgledne odchylenie standardowe  Relative standard deviation

SD Odchylenie standardowe Standard deviation

SRF Nawozy o powolnym uwalnianiu Slow release fertilizers

TPP Tripolifosforan sodu Sodium tripolyphosphate

U Mocznik Urea




CELIZAKRES PRACY

Grupa Azoty Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A. jest znaczacym producentem granulowanych
nawozow saletrzanych. Nawozy wytwarzane w Grupie Azoty Zaklady Azotowe Kedzierzyn S.A.
charakteryzuja si¢ bardzo wysoka jakos$cia i cieszg si¢ duzym uznaniem na rynku krajowym, a takze na
rynkach zagranicznych. Mimo jednoznacznie pozytywnej oceny obecnego stanu technologii
wytwarzania granulowanych nawozow saletrzanych w Grupie Azoty Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A.
konieczne sg dalsze dzialania zmierzajace do usprawnienia procesow produkcyjnych oraz poprawy

jakosci produktow.

Zwickszone zapotrzebowanie na zywnos$¢ zwigzane z rosnagcym globalnym zaludnieniem
wymaga intensyfikacji ptodow rolnych. Zastosowanie duzych ilosci nawozow sztucznych
zawierajacych sktadniki odzywcze i pestycydoéw oraz systemow nawadniania zaowocowato znacznym
wzrostem produkcji zboz na $wiecie, jednak nadmierna chemizacja w rolnictwie przyczynia si¢ takze
do negatywnych zjawisk takich jak eutrofizacja, efekt cieplarniany czy wysalanie gleb. Przenawozenie
gleb przyczynia si¢ do przedostawania sktadnikow pokarmowych do wod gruntowych rzek i zbiornikow
wodnych. W celu ztagodzenia tych probleméw, we wspotczesnym rolnictwie wprowadza si¢ nawozy
0 kontrolowanym i spowolnionym uwalnianiu — CRF i SRF (ang. Controlled Release Fertilizers i Slow
Release Fertilizers). Nawozy te produkowane sa w celu zwigkszenia efektywnosci wykorzystania
sktadnikow odzywczych, pozwalaja ograniczy¢ dawkowanie, nazywane sa roOwniez ,,przyjaznym dla
srodowiska nawozem” ze wzgledu na to, ze w znacznym stopniu przyczyniaja si¢ do ograniczenia

potencjalnych zanieczyszczen.

Jednym ze sposobow wytwarzania CRF jest otoczkowanie nawozow. Polega to gldwnie na
natryskiwaniu warstwy lub kilku warstw materiatu otoczkujacego na powierzchni¢ granuli nawozu,
w celu utworzenia otoczki o niskiej przepuszczalnosci. Komercyjne CRF z powlokami polimerowymi
wykorzystujace materialy syntetyczne moga by¢ trudne do degradacji, co przyczynia si¢ do ich
gromadzenia w glebie. Poza tym wigkszo$¢ polimeréw wymaga rozpuszczalnika organicznego takiego
jak dichlorometan, N,N-dimetyloformamid czy chloroform, ktére sg szkodliwe dla srodowiska. Ponadto
w Unii Europejskiej, w celu rozwigzania problemow nawozow i zréwnowazonego nawozenia,
opracowano Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/1009 z dn. 5.06.2019 r.
Rozporzadzenie to ustanawia przepisy dotyczace udostgpniania na rynku produktow nawozowych
w Unii Europejskiej, ktore obowigzujg od 16.07.2022 r. Wprowadzajg one zasady, ze wszystkie nawozy
1 komponenty nawozowe muszg spetnia¢ odpowiednie wymagania jakoSciowe, a co najwazniejsze, od
07.2026 r. materialy skladowe jakimi sg powloki organiczne powinny wykazywa¢ si¢ wysoka
biodegradowalnoscia. W celu stworzenia optymalnych i nowoczesnych nawozéw, niezbgdne jest
opracowanie biodegradowalnej otoczki, z materiatow przyjaznych dla srodowiska i bezpieczniejszych,

ktore moga zapewni¢ lepsza wydajnos¢ w kontrolowaniu szybkosci uwalniania. W takich



zastosowaniach zainteresowanie wzbudzit chitozan i1 jego pochodne, ktore wykazuja dobrg
biodegradacje. Ponadto chitozan ma wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i moze by¢ komercyjnie
produkowany z naturalnie regenerujacych si¢ zasobow, takich jak odpady muszli z owocow morza.
Celem zréwnowazonego rolnictwa jest zwickszenie produktywno$ci, przy jednoczesnym jak
najmniejszym niszczeniu $rodowiska. Obecnie rosngce zainteresowanie ochrong $rodowiska
spowodowato wzrost zainteresowania polimerami pochodzenia naturalnego, a przynajmniej

wzbogacaniem materiatow syntetycznych w naturalne, biodegradowalne sktadniki.

W zwiazku z tym badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej koncentrowaty

si¢ wobec biopolimeru — chitozanu i obejmowaly realizacj¢ nast¢pujacych etapow:

1) Ocena surowca — okreslenie wtasciwosci chitozanu: stopnia deacetylacji, masy molowej oraz
lepkosci.

2) Synteza pochodnych chitozanu i wykorzystanie ich w przygotowaniu koacerwatow.

3) Opracowanie metod otrzymywania folii chitozanowych z dodatkiem mieszanin gleboko
eutektycznych, badania rozpuszczalnosci folii.

4) Opracowanie metody otoczkowania nawozu na bazie azotanu(V) amonu dostgpnego w Grupie
Azoty Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A. — Salmagu za pomocg zsyntezowanych pochodnych
chitozanu oraz roztworéw chitozanu z dodatkiem mieszanin gteboko eutektycznych.

5) Charakterystyka otoczkowanych nawozow na bazie azotanu(V) amonu.

6) Badanie szybkosci wymywania sktadnikow odzywczych z otoczkowanych nawozow na bazie

azotanu(V) amonu.

Praca doktorska zostata podzielona na dwie czg$ci: czgs$¢ jawna oraz cze$¢ tajng. Czg$¢ jawna pracy
doktorskiej obejmuje opis realizacji etapéw 1-3, natomiast czg$¢ tajna pracy doktorskiej obejmuje opis
realizacji etapow 4-6 oraz analiz¢ rynkowa otoczkowanych nawozoéw mineralnych o kontrolowanym

i spowolnionym dziataniu.

Ponadto temat pracy doktorskiej jest roOwniez przewidziany w Planie Prac Badawczych

i Rozwojowych Grupy Azoty Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A.



PRZEGLAD LITERATURY

1. Nawozy o kontrolowanym 1 spowolnionym uwalnianiu

Przewiduje si¢, ze do 2050 roku $wiatowa populacja wzrosnie o ponad jedng trzecia, czyli
0 2,3 miliarda (High Level Expert Forum (HLEF), raport ,,Global agriculture towards 2050”"). W miar¢
wzrostu populacji oczekuje si¢ rowniez wzrostu popytu na zywnos¢. Jednym z gldéwnych wyzwan
obecnego rolnictwa jest poszukiwanie nowych metod zwickszania plonow i jakosci upraw przez
zrownowazone rolnictwo. Stosowanie nawozow rolniczych jest jedng z metod, ktéra pomoze
w zaspokojeniu tego zapotrzebowania. Nawozy dostarczaja roslinom sktadnikow odzywczych,
poprawiaja plony, co skutkuje wyktadniczym wzrostem zuzycia nawozoéw na calym $wiecie. Azot (N)
jest najistotniejszy dla wzrostu roslin — to podstawowy skladnik odzywczy, ktéry decyduje o wzroscie
ro$lin i plonéw wigkszosci upraw. Wiekszos¢ azotu jest jednak tracona do $rodowiska w wyniku
denitryfikacji, immobilizacji, wymywania i ulatniania si¢ [1]. Straty te powodujg zanieczyszczenie
srodowiska, a takze niekorzystne konsekwencje gospodarcze. Zlozono§¢ przemian azotu w glebie
prowadzi ostatecznie do produkcji azotanow(V), ktore jesli nie zostang wchtonigte przez rosliny, sa

tatwo wyplukiwane przez glebe i zanieczyszczajg podziemne warstwy wodonosne [2], [3].

Terminy CRF i SRF sg uzywane do opisu nawozoéw nowej generacji. Oba dostarczajg
sktadnikow odzywczych przez pewien czas, ale sg zupelnie innymi produktami. SRF, w przeciwienstwie
do CRF, nie s3 otoczkowane. Obejmujg one nawozy roslinne, nawozy zwierzece 1 kompost, ktore musza
zosta¢ roztozone przez aktywno$¢ drobnoustrojow, zanim zostang uwolnione sktadniki odzywcze. Do
SRF zalicza si¢ rowniez nawozy niepowlekane na bazie azotu — produkty kondensacji mocznika
z aldehydami. Najwigksze praktyczne znaczenie maja nawo6z mocznikowo-formaldehydowy,
izobutylidenodimocznik i krotolidenodimocznik. W przypadku SRF uwalnianie azotu zachodzi gtéwnie
przy udziale mikroorganizméw glebowych, dlatego jest silnie uzaleznione od aktywnosci
mikrobiologicznej gleby i w zwiazku z tym czas uwalniania nie moze by¢ kontrolowany. Skutecznos¢
mikroorganizmow zalezy od innych czynnikow, takich jak rodzaj gleby, poziom jej wilgotnosci czy tez
temperatury [4], [5], [6]. Z kolei CRF rdznia si¢ zasadniczo od SRF zaré6wno pod wzgledem technologii,
jak i sposobu uwalniania sktadnikow odzywczych. CRF sa nawozami otoczkowanymi, gdzie uwalnianie
substancji odzywczych kontrolowane jest przez barier¢ fizyczng. Ze wzgledu na materialy uzyte do
wytworzenia otoczki nawozy te dzieli si¢ na otoczkowane a) siarka, b) siarka i polimerami
organicznymi, tj. poliolefinami (polietylen i polipropylen) lub zywicami (alkidowe i poliuretanowe),
c) polimerami organicznymi. Sktadniki odzywcze sa uwalniane z CRF w przewidywalnym i trwalym
tempie. Otoczka na nawozach dziata jak selektywnie przepuszczalna lub pétprzepuszczalna membrana.
Po umieszczeniu CRF na odpowiednio wilgotnym podtozu uprawowym nastepuje jednokierunkowe
przejscie wody przez powloke do wnetrza granuli. Zjawisko to nazywa si¢ osmozg. Wchionigta woda

czgsciowo rozpuszcza mineralne sktadniki odzywcze wewnatrz granuli, tworzac wysoko stezony
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roztwor. Zwigksza to ci$nienie hydrostatyczne w otoczkowanym nawozie. Nawoz dostaje si¢ do podioza
uprawowego dzieki dyfuzji (ruch czasteczek z cieczy o wyzszym stezeniu do cieczy o nizszym
stezeniu). Kiedy ro$liny sg podlewane, ci$nienia hydrostatyczne staja si¢ nierdwne wewnatrz i na
zewnatrz granulki, a niewielka ilo$¢ rozpuszczonego sktadnika odzywczego przemieszcza si¢, poprzez
dyfuzje, przez mikropory w strukturze otoczki, do podloza uprawowego. Szybko$¢ uwalniania
sktadnikow odzywczych z CRF jest w wiekszosci przypadkow zwigzana z temperaturg. Jej wzrost
powoduje, ze mikropory rozszerzaja si¢, umozliwiajac dyfuzj¢ wiekszej ilosci sktadnikéw odzywczych.
Sktadniki odzywcze sg nastepnie rozpraszane w podtozu uprawowym. Czas uwalniania sktadnikéw

odzywczych zalezy rowniez od grubosci otoczki [7], [8], [9].

Nawozy azotowe o zwickszonej wydajnosci, takie jak nawozy SRF lub CRF, sg alternatywa dla
osiggnigcia wyzszej wydajnosci agronomicznej niz nawozy tradycyjne. Zapewniaja bezpieczniejszy,
bardziej ekonomiczny i wydajny sposob podawania sktadnikéw odzywczych, poniewaz sa one
udostgpniane w pozadanym tempie lub stezeniu, dzigki czemu dluzej utrzymuja sktadniki odzywcze
w glebie. Pomaga to poprawi¢ efektywno$¢ wykorzystania sktadnikow odzywczych przez rzadsze
dozowanie. Chociaz wymagana szybko$¢ uwalniania sktadnikow odzywczych z systeméw CRF/SRF
rozni si¢ dla kazdej rosliny w zalezno$ci od wymagan metabolicznych uprawy, Europejski Komitet
Normalizacyjny przedstawit zalecenia dotyczace kryteriow CRF/SRF: nie wigcej niz 15% sktadnikoéw
odzywczych uwalnianych w ciagu 24 godzin, nie wigcej niz 75% sktadnikéw odzywczych uwalnianych
w ciaggu 28 dni i co najmniej 75% sktadnikow odzywczych uwalnianych w podanym czasie uwalniania

[10].

Mimo zalet nawozow CRF 1 SRF nalezy pamigtac o problemach z ich stosowaniem. Pierwszym
czynnikiem ograniczajagcym uzycie tego typu nawozow jest ich cena — znacznie wyzsza od tradycyjnych
nawozow. Drugim czynnikiem ograniczajacym jest problem gromadzenia si¢ w glebie substanciji,
z ktorych wykonane zostaly otoczki polimerowe. Powlekane polimerem nawozy wykorzystujace
materialy syntetyczne moga by¢ trudne do degradacji, co przyczynia si¢ do zanieczyszczenia gleb.
Chociaz syntetyczne polimery mozna dostosowa¢ i modyfikowaé w celu uzyskania pozadanych

wiasciwosci CRF, polimery nieulegajace biodegradacji maja negatywny wplyw na srodowisko.
2. Polimery biodegradowalne do otoczkowania nawozow

Biodegradowalne polimery sa ekologicznymi produktami uzyskiwanymi z zasobow
odnawialnych. Ich zastosowanie jako powloki ma wiele zalet w stosunku do syntetycznych polimerow
ze wzgledu na ich tani, tatwy dostep oraz biodegradowalnosé. W zwigzku z tym preparaty na bazie
biopolimerdéw znajdujg sie w czotdéwce badan nad SRF/CRF [1], [11], [12]. Tabela 1 przedstawia zalety

i wady naturalnych biopolimerow, ktore sg najczesciej stosowane do otoczkowania nawozow.



Tabela 1. Zalety i wady polimeréw biodegradowalnych stosowanych do otoczkowania nawozow.

Material
stosowany do Zalety Wady Lit.
otoczkowania
Chitozan - otrzymywany z chityny - rozpuszczalny tylko [13], [14],
(drugiego najbardziej w rozcienczonych kwasach [15], [16]
rozpowszechnionego
polisacharydu na Ziemi)
- nietoksyczny
- degradowalny
- zdolny do tworzenia filméw
Skrobia - tania - ma stabg zdolno$¢ [13], [17]
- nietoksyczna btonotworcza i wodoodpornosé
- degradowalna - fatwo ulega degradacji
w glebie
Celuloza - najbardziej rozpowszechniony - ograniczona rozpuszczalno$é [18], [19],
polisacharyd na Ziemi - konieczna jest jej modyfikacja  [20], [21]
- nietoksyczna do odpowiednich pochodnych,
- degradowalna takich jak etery celulozy i estry
- zdolna to tworzenia filmoéw celulozy
Lignina - tania - jest nierozpuszczalna [20], [21],
- fatwo dostgpna w wodzie, czgsto rozpuszcza si¢  [22], [23]
- moze tworzy¢ kompleksy w rozpuszczalnikach
organicznych, takich jak
dioksan, dimetyloulfotlenek
(DSMO), tetrahydrofuran
(THF), co powoduje
niekorzystne skutki dla
srodowiska
Alginian sodu - fagodnie Zeluje z dodatkiem - wrazliwy na pH [24], [25]

Ca®* w roztworze wodnym
- nietoksyczny
- degradowalny

- ma stabg wytrzymatos$¢
mechaniczna/ jest nietrwaty

Polimery naturalne s powszechnie stosowane z innymi materiatami do tworzenia kompozytow,
poniewaz same polimery naturalne nie maja odpowiedniej wytrzymato$ci mechanicznej i innych
wiasciwosci idealnych dla CRF. W zwiazku z tym najczgséciej przygotowywano typ nawozu, ktory
posiada strukturg tréjwarstwowa, gdzie rdzeniem jest nawodz, powloka wewngtrzng biopolimer,
a powloka zewngtrzna polimer syntetyczny. Oprocz powolnego uwalniania azotu nawozy te mialy tez
zdolnos¢ zatrzymywania wody, co poprawia efektywno$¢ wykorzystania nawozow i zasobéw wodnych
w tym samym czasie. Jako polimery syntetyczne najczesciej wykorzystuje si¢ do tych celow:
kopolimery kwas akrylowy (AA) — akrylamid (AM) [26], [27], [28], PAA [29], [30], [31], [32], alkohol
poliwinylowy (PVA) [33] czy PAA i PVA [34].

3. Techniki powlekania nawozow

Metody powlekania nawozoéw o kontrolowanym uwalnianiu mozna podzieli¢ na metody

fizyczne (powlekanie natryskowe przy uzyciu bebna obrotowego, granulatora talerzowego, technologii
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ztoza fluidalnego, topnienia i wytlaczania) lub metody chemiczne (polimeryzacja w roztworze,
odwrdcona polimeryzacja suspensyjna i promieniowanie mikrofalowe) [7], [35], [36], co przedstawia
Tabela 2.

Techniki powlekania natryskowego sa dobrze znane, rozwini¢te i wdrazane komercyjnie. Sg to
procesy ciagle o niskich kosztach operacyjnych, tatwo skalowalne, co czyni je atrakcyjnymi dla
procesow na skale przemystowa [37], [38]. Z drugiej strony techniki te majg rowniez wady. Powtoki
natryskiwane tworza bardziej porowate membrany, co moze sprawi¢, ze ich struktura jest trudna do
przewidzenia. Powlekanie w bgbnie obrotowym jest jedng z najpowszechniejszych technik stosowanych
do komercyjnego wytwarzania CRF ze wzgledu na swoja prostote. Technika ta wykorzystuje obracajacy
si¢ beben, ktory zawiera granulki nawozu i jest spryskiwany roztworem polimeru za pomocg dysz.
Zastosowanie cieptego powietrza (przedmuchanie mokrej powloki) pozwala na skrocenie czasu
schnigcia. Powlekanie w bebnie obrotowym wymaga duzej ilosci surowcow, aby uzyskac jednorodng
powloke — proces ten ma niska skuteczno$¢ powlekania, w wyniku czego marnuje si¢ duzo materiatu
powlekajacego, aby uzyska¢ dobra powtoke na powierzchni granulek. Co za tym idzie — zwigksza si¢
koszt surowcow. Z drugiej strony, w przypadku powlekania w granulatorze talerzowym, roztwor
powlekajacy jest natryskiwany na granule nawozowe w wysokiej temperaturze powietrza w celu
wysuszenia, a co za tym idzie, skutkuje to czesto staba jakoscia powtoki z powodu ztego utrzymania
wilgotnosci podczas produkcji. Technologia natryskiwania w ztozu fluidalnym zapewnia bardziej
jednorodne powtoki dzigki zastosowaniu stopionych lub ciektych materiatow powtokowych. Pozwala
roOwniez na szerszy wybor materiatow powlokowych, zarowno bezrozpuszczalnikowych,
rozpuszczalnikowych, hydrofilowych jak i hydrofobowych [39], [40], [41]. Proces jest kontrolowany
poprzez regulacje wielu zmiennych, takich jak szybko$¢ natryskiwania, cykl powlekania i temperatura
[42]. Wadami technologii natryskiwania w ztozu fluidalnym sg drogi sprzet, dtugi czas powlekania,
podatnos¢ na blokowanie filtra, wigksze ryzyko eksplozji rozpuszczalnika i staba wydajnos¢ dla
granulek o wigkszym rozmiarze. Problematyczne moze by¢ tez uzywanie rozpuszczalnikow
organicznych w celu rozpuszczenia polimeroéw i kontrolowania szybkoS$ci parowania i lepko$ci powtoki,
co wplywa na przyczepno$¢ i trwato$¢ powtoki. Réwniez parowanie rozpuszczalnika organicznego
stanowi zagrozenie dla zdrowia cztowieka i srodowiska. Jednakze powlekanie w ztozu fluidalnym moze
pomoc zminimalizowaé straty roztworu i sprawié, ze metoda powlekania fizycznego bedzie bardziej
przystepna cenowo. Takie podejscie wigze si¢ z wysokimi kosztami inwestycyjnymi, ale nie jest idealne

w przypadku granulek o coraz wigkszych rozmiarach.

Do przygotowania nawozéw CRF wykorzystano rowniez przyjazne dla srodowiska techniki,
takie jak topnienie i wyttaczanie przy uzyciu wyttaczarek jedno- lub dwuslimakowych — metoda ta jest
tatwa, tania i nie wymaga wysokich ci$nien [21], [43], [44]. Do wad tego rozwigzania mozemy

natomiast zaliczy¢ ceng sprz¢tu (drogi) oraz uzywanie topliwych klejow.



Procesy chemiczne z kolei obejmuja polimeryzacje w roztworze, odwrocong polimeryzacjg
suspensyjng oraz promieniowanie mikrofalowe [7], [35]. Polimeryzacje w rozworze przeprowadza si¢
przez zmieszanie monomeru i inicjatora, ktére musza by¢ rozpuszczalne w wybranym rozpuszczalniku.
Zastosowany rozpuszczalnik zmniejsza lepko$¢ mieszaniny reakcyjnej, jednak trudno jest go odzyskac.
Mozliwo$¢ ponownego uzycia rozpuszczalnika to wazny aspekt kosztow syntezy. Odwrocona
polimeryzacja suspensyjna wykorzystuje hydrofilowe monomery i inicjatory zdyspergowane
jednorodnie w fazie weglowodorowej (woda w oleju) i wymaga ciaglego mieszania, poniewaz jest
niestabilna termodynamicznie [45]. W tej metodzie rozpuszczalnik mozna odzyskaé, co pozwala na
obnizenie kosztow. Z drugiej strony moze wystapi¢ zanieczyszczenie, co wymaga dalszych proceséw
jego oczyszczenia przed jego ponownym uzyciem. W wyniku promieniowania mikrofalowego

powstajg makrorodniki. Rekombinacja powstatych makrorodnikéw na réznych tancuchach prowadzi do

powstania wigzan kowalencyjnych i struktur usieciowanych [46], [47]. Zaletg tej metody jest to, ze nie

wymaga uzycia rozpuszczalnikdw organicznych.

Tabela 2. Podsumowanie technik powlekania nawozow.

Technika powlekania

. Zalety Wady
nawozow
Metody Beben obrotowy - proces ciagly - wymaga duzej ilosci
fizyczne - niskie koszty operacyjne materiatow powlekajacych
- mozliwo$¢ skalowania w celu uzyskania jednolitej
powloki
Granulator talerzowy - proces ciagly - wysoka temperatura powietrza
- niskie koszty operacyjne do suszenia
- mozliwo$¢ skalowania - zle utrzymanie poziomu
wilgotnos$ci
Ztoze fluidalne - proces ciagty - drogi sprzet
- niskie koszty operacyjne - dlugi czas otoczkowania
- bardziej jednolita powloka - podatny na blokowanie filtra
- szerszy wybor materiatow do - wicksza szansa wybuchu
natrysku (zalezne od rozpuszczalnika)
- nizsza wydajnos$¢ przy
wigkszym rozmiarze granulek
Topnienie i wytlaczanie - brak koniecznosci uzycia - konieczno$¢ uzycia topliwych
rozpuszczalnikow klejow
- drogi sprzet
Metody Polimeryzacja w roztworze/ - rozpuszczalnik zmniejsza - umiarkowana szybko$¢ reakcji
chemiczne sieciowanie lepkos¢ (tatwiejszy w i wydajno$é¢

obrobce)
- latwa modyfikacja materialu

- utrudniony odzysk
rozpuszczalnika

Odwrdcona polimeryzacja
suspensyjna

- latwa modyfikacja materialu
- wysoka wydajnos¢, dzigki
duzej szybkosci reakcji

- mozna odzyskaé
rozpuszczalnik, co zmniejsza
koszty

- nalezy oczys$ci¢
rozpuszczalnik przed
ponownym uzyciem

- nalezy przeprowadzi¢
separacje w celu oczyszczenia
polimeru

Promieniowanie
mikrofalowe

- nie wymaga uzycia
rozpuszczalnikow
organicznych

- nie jest szeroko stosowane
w przygotowywaniu CRF
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4.

Badanie

szybkosci

z otoczkowanych nawozow

wymywania

sktadnikow

odzywczych

W celu zbadania szybko$ci uwalniania sktadnikéw odzywczych z otoczkowanych

nawozow wykorzystuje si¢ wode, glebe lub oba systemy (Tabela 3).

Tabela 3. Badanie szybkosci uwalniania sktadnikéw odzywezych z otoczkowanych nawozéw.

Rodzaj

otoczkowanego  Rodzaj otoczki Warur_1k|_ Metoda oznaczenia Fgezultat L Lit.

nawozu uwalniania (% uwolnienia)

NPK Chitozan Gleba Oznaczenie N, Pi K <15%/3 dni, [26]
(przyklejony do <75%/30 dni
granulek za pomoca
zywicy epoksydowej
rozpuszczonej
w acetonie)

) H2O0est Oznaczanie K 53-80%/6 dni

Hydrozel PVA,

KNOs PVA/chitozanowy  ~Gjeps Oznaczanie K 9-24%/8 dni [33]
i chitozanowy

KNOj; Hydrozel H2O0gest Pomiar przewodno$ci  80-95%/14 dni [13]
chitozanowo-
skrobiowy

KH2PO4 Guma gellan/ H2O0est Pomiar przewodnosci  100%/8 h [14]
chitozan

Mocznik Hydrozel H2O0gest Oznaczanie mocznika 58-92%/30 dni [16]
fibroina/zelatyna/
chitozan

NPK Superchtonny H2Oest Pomiar przewodnosci  250uS/4,5 h

(KH.PO, polimer _ _ _ _

i NH/NOs) (polimeryzacja AA  Gleba Oznaczanie N, PiK  <15%/3 dni_ [31]
i chitozanu) <75%/30 dni

KNO3 Glina H204est Oznaczenie K 100%/2 h [48]
montmorylonitowa/
chitozan

KNO3 Hydrozel H2Oest Pomiar przewodnosci ~ 25-35%/5 h [49]
chitozanowo-
skrobiowy

Mocznik Chitozan H2O0est Pomiar 80-95%/7 dni
sieciowany wspotczynnika [50]
geniping zalamania $wiatla

Mocznik Chitozan H2O gest Oznaczanie mocznika  75%/11 dni,
sieciowany 100%/34 dni [51]
aldehydem
salicylowym

NPK PVA, chitozan H2Oest Oznaczenie N, P i K 84%, 62%, 36% [52]
(warstwa (odpowiednio dla
wewnatrzna), AA N, P, K)/30 dni
i AM (warstwa
zewnetrzna)

(NHa4)sPO4 Kompozyty H204est Oznaczenie P 100%/16 h
chitozanowo-
gliniaste (powtoka
wewnetrzna), wosk , _ [53]
parafinowy Gleba Oznaczenie P <40%/30 dni
(powtoka
zewnetrzna)
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Wigkszo$¢ badaczy wybiera wode destylowang jako srodowisko do testow uwalniania. Nalezy
pamietac o tym, ze przebieg uwalniania w wodzie moze znaczaco r6zni¢ si¢ od tego w glebie. Wiaze si¢
to z duzymi réznicami wystepujacymi pod wzgledem wlasciwosci gleby 1 warunkéw klimatycznych.
Dlatego woda destylowana, ktora jest tatwo dostepnym S$rodowiskiem uwalniania, moze shuzy¢ do
wstepnego porodwnania wynikéw. Konwencjonalng metoda oznaczania wymywania substancji
odzywczych z otoczkowanych nawozéw jest proba statyczna (bez mieszania), w ktorej pewna ilos¢
nawozu umieszcza si¢ w odpowiedniej ilo§ci wody destylowanej. Badania uwalniania prowadzi sa tez
w warunkach dynamicznych (intensywne mieszanie na mieszadle magnetycznym) — PN-EN-13266
»Nawozy wolnodzialajace. Oznaczanie uwalniania sktadnikéw odzywczych. Metoda dla nawozow
otoczkowanych”. Wedlug wymienionej normy pomiary polegaja na umieszczeniu otoczkowanego
nawozu (10 g) w okreslonej ilosci wody destylowanej (500 ml), mieszaniu za pomocg mieszadta
magnetycznego (300 rpm/min), zdekantowaniu roztworu po okreSlonym czasie i jego analizie

chemiczne;j.

Metody okreslania szybko$ci uwalniania sktadnikéw odzywczych przez nawozy otoczkowane
zwykle opieraja si¢ na analizach chemicznych, ktore czesto sg czasochtonne i/lub drogie. Opublikowane
artykuty na ten temat ro6znig si¢ znacznie pod wzgledem stosowanych metod i aparatury. Pomiar
sktadnikow odzywczych jest nadal najwyzszym kosztem w ocenie szybko$ci uwalniania, pomimo
r6znych dostgpnych opcji analitycznych. Obecnie dostgpne opcje dla azotu (N) to metoda Kjeldahla,
metoda Dumasa, kolorymetryczne oznaczanie NHi" lub NOs, ubytek masy granul. Analiza

charakterystyki uwalniania CRF wymaga pomiarow w r6znym czasie i generuje duzg liczbe probek.

5. Chitozan — budowa, otrzymywanie, wlasciwosci 1 zastosowanie
w rolnictwie

Chitozan to biopolimer wytwarzany z chityny, drugiego najbardziej rozpowszechnionego
polisacharydu na Ziemi [54]. Chityna jest obecna w egzoszkieletach skorupiakoéw i migczakow
morskich, takich jak kraby, krewetki, homary oraz egzoszkieletach owadow, a takze w $cianach
komoérkowych niektorych grzybdw. Proces produkcji chityny z muszli krewetek i1 krabow obejmuje trzy
gtéwne etapy: demineralizacje, deproteinizacje i dekoloryzacje (Rysunek 1). Bialka usuwa si¢ ze
zmielonych skorup, traktujac je wodorotlenkiem sodu lub trawigc enzymami proteolitycznymi (papaina,
pepsyna czy trypsyna). Mineraly, takie jak weglan wapnia i fosforan wapnia, ekstrahuje si¢ kwasem
solnym. Pigmenty, takie jak melanina i karotenoidy sg eliminowane za pomoca rozcienczonego

roztworu nadmanganianu potasu, podchlorynu sodu lub nadtlenku wodoru [55], [56], [57], [58].
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Rysunek 1. Schemat ideowy otrzymywania chityny i chitozanu.

W wyniku chemicznej lub enzymatycznej deacetylacji chityny otrzymuje si¢ chitozan, ktory sktada sie
z dwoéch rodzajow podjednostek: D-glukozaminy i N-acetylo-D-glukozaminy potgczonych ze soba
wigzaniami [3-1,4-glikozydowymi (Rysunek 2). Okreslenie ,,chitozan” nie jest jednoznacznie zwigzane
z okreslonym zwiazkiem, ale z grupa dostepnych komercyjnie biopolimerow, ktore roznig si¢ pod

wzgledem stopnia deacetylacji, masy czasteczkowej, stopnia polimeryzacji czy lepkosci [58], [59].

CH3 CH
O:( o= 3
@ NH OH _|5|/_|
-0 O HO w O ®)
OH OH
OEN
CHj
CH
® oy °
NH, OH NH
o 0 HO 0 o
OH NH, OH

Rysunek 2. Struktura (a) chityny i (b) chitozanu.

Pozyskiwanie chityny i chitozanu jest ekonomicznie optacalne, poniewaz w przemysle spozywczym
muszle skorupiakow traktuje si¢ w zasadzie jako odpad. Oprocz taniego wytwarzania chitozan posiada
rowniez inne wilasciwosci, takie jak nietoksyczno$¢, biokompatybilnos¢ i biodegradowalnos¢, ktore

sprawiaja, ze chitozan jest przyjazny dla §rodowiska.

Chitozan jest szeroko stosowany w rolnictwie ze wzgledu na swoja aktywnos¢ biologiczng.
Wykazuje on wlasciwo$ci przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze i przeciwbakteryjne. Ponadto wywotuje
u roslin liczne reakcje obronne zwigzane ze stresem abiotycznym i biotycznym [60], [61]. Dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe chitozanu rézni si¢ w zalezno$ci od stopnia deacetylacji, masy molowej,
stezenia, pH roztworu, lepkosci i docelowego mikroorganizmu [62], [63]. Oprocz wykorzystania
dziatania przeciwdrobnoustrojowego chitozanu zastosowano go w glebie jako sktadnik odzywczy roslin

— wykazal wysoka skuteczno$¢ w potaczeniu z innymi nawozami, bez wptywu na mikroorganizmy

gleby [61].
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Rolnicze zastosowanie chitozanu moze by¢ zréznicowane, poczawszy od ochrony roslin przed
ré6znymi mikroorganizmami, stymulowania wzrostu roslin, do zwalczania szkodnikéw i zastosowan
pozbiorczych. Produkty chitozanowe mozna stosowaé na rozne sposoby, m. in. jako s$rodki do
zaprawiania nasion, uzyzniania gleby i oprysku dolistnego [61], [62], [64], [65]. Ze wzglgdu na
wielofunkcyjna rol¢ chitozanu coraz czgéciej uwazany jest za pozadany sktadnik matryc polimerowych
do zastosowan w zrownowazonym rolnictwie. Chitozan i jego pochodne sa zdolne do tworzenia filmow,
hydrozeli, wtokien oraz nanoczastek [62], [66], [67]. Wicle uwagi poswigca si¢ nanoformulacjom na

bazie chitozanu, ktore stanowig alternatywe dla konwencjonalnych srodkow agrochemicznych [68],
[691, [70], [71].

Od kilkunastu lat badana jest mozliwo$¢ zastosowania chitozanu do otoczkowania. Na
podstawie danych z bazy patentdéw Espacenet w latach 2000-2020 uzyskano 2109 patentow na
wytwarzanie otoczek chitozanowych (chitosan coating), gtéwnie w Chinach (990 patentéw), Stanach
Zjednoczonych (359 patentéw) i Korei (199 patentow). Zainteresowanie zastosowaniem chitozanu,
ktoéry odpowiadalby za kontrolowane uwalnianie sktadnikow odzywczych nawozéw jest stosunkowo
niewielkie, ale wzrasta. W bazie patentow Espacenet znaleziono 150 wynikéw (lata 2000-2020) pod
hastem otoczki chitozanowe i nawozy (chitosan coating and fertilizer). Wigkszo$¢ tych patentow
pochodzi z krajow azjatyckich. Rysunek 3 przedstawia liczbe patentéw przypadajacych na poszczegolne
lata. Glowny obszar badan koncentruje si¢ na zastosowaniu chitozanu jako otoczki do nawozow oraz
dodatku chitozanu do granuli nawozu jako sktadnika odzywczego, ktore moga poprawi¢ zyzno$é gleby

oraz wzrost roélin [72].
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Rysunek 3. Podzial patentow na lata, na podstawie bazy patentow Espacenet pod hastem 'otoczki
chitozanowe' oraz 'otoczki chitozanowe i nawozy' [72].
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Pomimo zalet chitozanu, staba rozpuszczalno$¢ w wodzie w srodowisku obojetnym zaweza
zakres jego aplikacji. Od wielu lat szeroko prowadzone badania skupiaja si¢ na modyfikacji chemicznej
chitozanu. Rozpuszczalno$¢ chitozanu jest ograniczona przy pH>6,5 gdzie zaczyna on traci¢ swoj
kationowy charakter. Problem ten jest prawdopodobnie gléwnym czynnikiem ograniczajacym
wykorzystanie chitozanu. Chitozan ma trzy rodzaje reaktywnych grup funkcyjnych: dwie grupy
hydroksylowe na C-3 i C-6 w kazdej powtarzajacej si¢ jednostce i jedng grupg aminowg na C-2 w kazdej
jednostce deacetylowanej. Grupy te pozwalaja na sprzgganie wielu podstawnikéw, w wyniku czego
powstaja nowe, zmodyfikowane pochodne (Tabela 4). Metody modyfikacji chitozanu obejmujg trzy
grupy metod: metody polegajace na wprowadzeniu grup bocznych do tancucha chitozanu w wyniku
reakcji podstawienia, metody prowadzace do wydhluzenia tancucha i/lub wzrostu $redniej masy
czasteczkowej oraz metody depolimeryzacji. Metody prowadzace do sieciowania chitozanu oméowiono

szczegotowo w rozdziale 6.

Tabela 4. Sposoby modyfikacji chitozanu.

Modyfikacje chitozanu

Tworzenie sieci — wydluzanie

Podstawienie lancucha, wzrost masy Depolimeryzacja

czasteczkowej

- O-, N-karboksyalkilowanie - sieciowanie - fizyczna (promieniowanie UV,

- acylowanie - kopolimeryzacja szczepiona promieniowanie vy, ultradzwieki,

- sulfonowanie mikrofale)

- fosforylacja - chemiczna (kwasy, wolne rodniki)
- enzymatyczna (chitynaza, lipaza,
proteaza)

6. Zastosowanie hydrozeli chitozanowych w rolnictwie

Hydrozele to usieciowane zwiazki wielkoczasteczkowe z grupami hydrofilowymi, ktore sa
zdolne wchtong¢ duza ilo$¢ wody bez rozpuszczania si¢ w niej [45], [73], [74]. Hydrofilowe grupy
funkcyjne przylaczone do szkieletu polimeru umozliwiajg absorpcje wody, a usieciowania miedzy
tancuchami wywotujg odporno$¢ na rozpuszczanie. Niektore hydrozele mogg wchtania¢ nawet 1000
razy wiecej wody W stosunku do ich suchej masy, dlatego nazywane sg superabsorbentami [75], [76].
Idealny hydrozel do stosowania w przemysle rolniczym musi spetnia¢ szereg wymagan, co przedstawia
Rysunek 4. Hydrozele sa uwazane za polepszacze gleby i wzmacniacze plonéw, poniewaz sag w stanie
zatrzymac zaréwno wode, jak i sktadniki odzywcze, a nastepnie uwalniac je przez dtuzszy czas. Sg one
stosowane jako powloki do nawozow przyjaznych dla srodowiska, a takie powlekane nawozy moga
poprawi¢ zdolno$¢ gleby do zatrzymywania wody [1]. Hydrozele nawozowe o powolnym uwalnianiu
to rodzaj materiatu rolniczego, ktory taczy w sobie zdolno$ci hydrozelu i nawozu. Poprawiajg one jakos¢
gleby i zwigkszajg efektywnos¢ nawozow. Potaczenie superchtonnych hydrozeli i nawozow to rosnacy

trend regulacji wody i sktadnikéw odzywczych w jednym uktadzie [77].
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Rysunek 4. Wymagania dla idealnego hydrozelu do stosowania w przemysle rolniczym.

Wigkszos¢  superabsorbentow sktada si¢ z polimerow syntetycznych (zazwyczaj
poliakrylowych) ze wzgledu na ich doskonaty stosunek ceny do wydajnosci. Rozwaza si¢ jednak
czeSciowe lub catkowite zastgpienie materiatbw syntetycznych ,bardziej ekologicznymi”
alternatywami. Biopolimery, takie jak polisacharydy, sa przyjazng dla $rodowiska alternatywa dla
polimerow syntetycznych, poniewaz sg tanimi, tatwo dostgpnymi i odnawialnymi materiatami [78],
[79]. Ponadto ich naturalne pochodzenie sprawia, ze sg one z natury biokompatybilne, biodegradowalne
i nietoksyczne, dlatego coraz czgéciej stosuje sie¢ je w syntezie materiatow hydrozelowych
0 potencjalnych zastosowaniach w rolnictwie i ogrodnictwie [12], [80]. Polisacharydy sg szeroko
stosowane w syntezie hydrozeli ze wzgledu na obecno$¢ hydrofilowych grup funkcyjnych, ktére moga
wchtania¢ wode i ktore mozna tatwo modyfikowac [12], [76], [78]. Do najwazniejszych polisacharydow
stosowanych do produkcji hydrozeli o potencjalnym zastosowaniu w rolnictwie na duza skale naleza:

chitozan [66], [81], [82], celuloza [18], [83], skrobia [84], [85] oraz alginiany [86].

Chociaz opracowano metody syntezy hydrozeli na bazie chitozanu do réznych zastosowan
biomedycznych [87], [88], istnieje niewiele hydrozeli, ktore spelniajg wymagania rolnicze [89]
(Tabele 5-7). Istniejg doniesienia na temat hydrozeli na bazie chitozanu, w ktorych sieciowanie moze
by¢ chemiczne (kowalencyjne) lub fizyczne. Stosunkowo tatwiej jest kontrolowaé wiasciwosci
hydrozeli chitozanowych wytwarzanych przez kowalencyjne sieciowanie, poniewaz ich tworzenie oraz
stosowanie nie jest ograniczone przez pH. Z drugiej strony ich wytwarzanie jest pracochtonne,
a zanieczyszczenie toksycznymi odczynnikami jest problematyczne. Odczynniki stosowane w metodzie
chemicznego sieciowania sg czgsto toksyczne, dlatego wszelkie pozostatosci srodka sieciujacego musza
zosta¢ usunigte, zanim materiat zostanie wykorzystany do zastosowan rolniczych. Hydrozele na bazie
chitozanu moga by¢ przygotowywane przez fizyczne sieciowanie bez uzycia toksycznych odczynnikow
chemicznych — chitozan reaguje z ujemnie natadowanymi polimerami lub anionowymi $rodkami

sieciujagcymi (zelowanie jonotropowe i kompleksowanie polielektrolitow).
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Tabela 5. Hydrozele na bazie chitozanu do zastosowan rolniczych (lata 2010-2020) — Superchionne polimery na bazie kwasu akrylowego/akrylamidu zawierajgce chitozan [89].

Wiasciwosci
zastosowanego Charakterystyka hydrozelu Uwalnianie skladnikéow aktywnych
chitozanu
Mw DD . . Metoda Zdolnosé .
[g/mol] [%6] Matryce oparte na chitozanie sieciowania pulapkowania . Skladnik nawozu Stopien Lit
Retencja wody \ L
wody [%] (sposob uwolnienia/
[g H20/g pulapkowania)* Uwagi
matrycy]
6-10° 90 Trojwarstwowy hydrozel Sieciowanie 70 (H20) 25% po 10 Nawoz NPK Sktadniki odzywcze  [26]
chitozan/P(AA-co-AM) (MBA) dniach, 16% po uwolnione w glebie
20 dniach, 8% nie przekroczyty
po 30 dniach 75% w 30 dniu
b.d. >85 Hydrozel Sieciowanie 390 (H20) Odparowanie Nawo6z NPK Uwolnienie 75% N,  [31]
(chitozan/celuloza)/PAA (zywica 39,5 (0,9% NaCl)  wody w glebie 73%Pi73% K
tiomocznikowo- 42% i1 76% w 30 dniu.
formaldehydowa, odpowiednio Uwalnianie po 3
MBA) w 12 i 24 dniu dniach bylo ponizej
15% i nie
przekraczato 75%
po 30 dniach.
1-2:105 95 Trojwarstwowy hydrozel Sieciowanie (GA, 233 (H:0) b.d. Nawo6z NPK Uwalnianie 84% N,  [52]
PVA/chitozan/P(AA-co-AM) MBA) (podczas 63% P i 36% K do
sieciowania) wody po 30 dniach
srednia  75-85 Hydrozel chitozan/P(AA-co- Sieciowanie 75 (pH=2) Do 2 tygodni po  b.d. Zwigkszenie plonu [90]
AM) z dodatkiem zmielonej (MBA) 650 (pH=3) nawadnianiu baktazana (Solanum
skaty bazaltowej jako $rodka 525 (pH=6) melongena)
ulepszajacego glebe 575 (pH=8)
200 (pH=10)
wysoka 85 Hydrozel PAM/chitozan Sieciowanie 380 (H20) Ponad 35% po4 b.d. Istotny wplyw na [91]
Hydrozel wywolane 150 (1 mM NaCl)  dniach jakos¢ 1 liczebnosc
PAM/alginian/chitozan promieniowaniem 50 (1M NaCl) ro$lin kukurydzy ze
wzgledu na

stymulujacy wzrost
dziatania alginianu
i chitozanu

b.d. — brak danych, *jesli nie zaznaczono inaczej, putapkowanie przeprowadzono po syntezie hydrozelu
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Tabela 6. Hydrozele na bazie chitozanu do zastosowan rolniczych (lata 2010-2020) — Hydrozele na bazie chitozanu wytwarzane przez sieciowanie chemiczne [89].

Wiasciwosci
zastosowanego Charakterystyka hydrozelu Uwalnianie skladnikéw aktywnych
chitozanu Matryce oparte na
: - Metoda sieciowania Zdolnos¢ . Lit.
M DD chitozanie lapkowania  Retencja wod Skladnik nawozu g Jiot wwolnienia/
w pulapkow. ja wody i opien uwolnie
(sposob -
[g/mol] [90] wody [90] utapkowania)* Uwagi
[g H20/g matrycy] putap
wysoka b.d. Hydrozel chitozanowy Sieciowanie (GA) 0,7 (H20) 4% po 30 dniach KNO3 Uwalnianie K
(podczas sieciowania) ~ w glebie: 35% po 2,5
dniach; 63% po 30
dniach [33]
wysoka b.d. Hydrozel PV A/chitozan Sieciowanie (GA) 2,25 (H20) 10% po 30 dniach  KNOs Uwalnianie K
(podczas sieciowania)  w glebie: 22% po 2,5
dniach; 46% po 30
dniach
$rednia b.d. Mikrosfery chitozanowe Sieciowanie emulsji 1,64 (H20) b.d. Mocznik Uwalnianie mocznika  [50]
(genipina) (podczas sieciowania) ~ w wodzie: ok. 90% po
7 dniach
3,14-10° 87 Hydrozel chitozanowy Sieciowanie (aldehyd 68 (H20) Do 154% Mocznik Uwalnianie 45% [51]
salicylowy) (podczas sieciowania)  w ciagu pierwszych 5
h, 75% po 11 dniach
b.d. b.d. Hydrozel PV A/chitozan Sieciowanie (GA) 0,58 (PBS) 48% po 15 dniach  Nawodz NPK Wplyw na [92]
(podczas sieciowania)  kietkowanie nasion
okry (lepsze
kietkowanie i wzrost
miodych roslin)
2-10° b.d. Hydrozel chitozanowy Sieciowanie (GA) 3 (H20) b.d. Nanoczgstki Cu Pozytywny wptyw na  [93]
z nanoczastkami Cu wzrost, plon
pomidora
2-10° b.d. Hydrozel PVA/chitozan Sieciowanie (GA) b.d. b.d. Nanoczastki Cu Wplyw na arbuza [94]
z nanoczgstkami Cu (dtugosé¢ todygi,
korzenia)
b.d. b.d. Hydrozel chitozanowy Sieciowanie (glioksal) b.d. b.d. Inhibitor nitryfikacji Uwolnienie DCD do [95]
(DCD) (podczas gleby: 33% po 7
zelowania chitozanu)  dniach
1,4-10° 75 Hydrozel chitozanowy Kopolimeryzacja 23 (H20) b.d. Mocznik Uwalnianie mocznika [96]
szczepiony kwasem 10 (0,9% NaCl) do wody: 73% po 50 h
itakonowym <2,5 (pH=4)
3,5 (pH=2)

b.d. — brak danych, *jesli nie zaznaczono inaczej, putapkowanie przeprowadzono po syntezie hydrozelu
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Tabela 7. Hydrozele na bazie chitozanu do zastosowan rolniczych (lata 2010-2020) — Hydrozele na bazie chitozanu wytwarzane przez sieciowanie fizyczne [89].

Wiasciwosci
zastosowanego Charakterystyka hydrozelu Uwalnianie skladnikéw aktywnych
chitozanu
Matryce oparte na chitozanie Metoda sieciowania Zdolnosé Skladnik Lit.
Mw DD ulapkowania wod Retencja wody nawozu Stopien uwolnienia/
[g/mol]  [%] P HpO y y [%] (sposéb Uwagi
[9 H-Ofg matrycy] pulapkowania)*
$rednia 81 Makrosfery hydrozelowe Zelowanie jonotropowe 1,21-1,63 (H20) b.d. KNO3 Uwolnienie KNOs do wody: [13]
chitozanowe (TPP) 73% po 14 dniach
i chitozanowo/skrobiowe
4,8-10° 85 Hydrozel chitozan/guma gellan ~ Kompleksowanie 71-219 (H20) Czas catkowitej Nawé6z MPK Calkowite uwolnienie MKP [14]
polielektrolitowe utraty wody do wody po 8 h
w zelach - 9 h
b.d. b.d. Hydrozel fibroina Metoda odlewania 3,0-4,2 (H20) b.d. Mocznik Uwalnianie mocznika [16]
jedwabiu/zelatyna/chitozan solwentowego w wodzie: 80% po 13 dniach
1,8:10° 85 Mikrokapsutki hydrozelowe Zelowanie jonotropowe 1,2 (H20) b.d. KNO3z Catkowite uwolnienie KNOs [48]
chitozanowo/montmorylonitowe  (TPP) do wody po 2 dniach
1,9- 81 Makrosfery hydrozelowe Zelowanie jonotropowe 1,21-1,63 (H20) b.d. KNO3 Uwolnienie KNOs do wody: [49]
3,1-10° chitozanowe (TPP) 72-95% po 16 dniach
i chitozanowo/skrobiowe
$rednia 81 Makrosfery hydrozelowe Zelowanie jonotropowe 2,35 (H2Oudest) b.d. Bakterie Uwalnianie bakterii w glebie:  [97]
chitozanowo/skrobiowe (TPP) 1,43 (H20) stymulujace stezenie bakterii stopniowo
wzrost roslin wzrastato w ciaggu pierwszych
zaladowane do 20 dni, a nastgpnie zaczglo
makrosfer spada¢ po 24 dniach
b.d. 76-80 Hydrozel chitozanowy Zelowanie jonotropowe 570 (H20) b.d. Mocznik jako b.d. [98]
(EDTA-addukt 100 (0,1% NacCl) addukt z EDTA
mocznikowy) 40 (1% NaCl)
4,87-104 80 Hydrozel chitozanowy Zelowanie jonotropowe 1250 (H20) 25% po 1h Mocznik jako b.d. [99]
(addukt kwas cytrynowy- 210 (0,1% NaCl) (temp. 35°C) addukt z
mocznik) kwasem
cytrynowym
b.d. b.d. Hydrozel chitozanowy z Zelowanie alkaliczne 26-32 (H20) b.d. Kwas Uwalnianie kwasu [100]
dodatkiem drozdzy humusowy humusowego: 82,6% przy
pH=7po5h
niska 92 Hydrozel Zelowanie alkaliczne 11 (H20) 70% po 1 dniu Inulina Oporno$¢ na Phytophthora [101]
zelatyna/chitozan/PVA capsica w ro§linach chili
b.d. 74 Hydrozele chitozan/humus Zelowanie jonotropowe b.d. b.d. Mocznik Uwalnianie mocznika do [102]
(TPP) gleby: 70% po 7 dniach

b.d. — brak danych, *jesli nie zaznaczono inaczej, putapkowanie przeprowadzono po syntezie hydrozelu
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7. Mieszaniny gleboko eutektyczne, klasyfikacja, metody przygotowywania

Mieszaniny gigboko eutektyczne lub inaczej rozpuszczalniki glgboko eutektyczne (DES, ang.
deep eutectic solvents) to jednorodne mieszaniny dwoch lub wigcej sktadnikow, ktore sg zdolne do
taczenia si¢ ze sobg poprzez oddziatywanie akceptora wigzan wodorowych (HBA) z donorem wigzan
wodorowych (HBD). Delokalizacja tadunku zachodzaca w wyniku tworzenia wigzan wodorowych
miedzy tymi skladnikami jest odpowiedzialna za obnizenie temperatury topnienia mieszaniny
W poréwnaniu z temperaturami topnienia jej pojedynczych sktadnikéw [103]. Tworzenie DES odbywa
w wyniku prostego mieszania dwoch lub wigcej sktadnikow w odpowiednim stosunku molowym pod

wplywem ciepta, a co wigcej proces ten nie wymaga dodatkowego etapu oczyszczania.

DES to jedno z najbardziej obiecujacych odkryé w $wiecie ,,zielonej chemii”. Sg one
postrzegane jako alternatywy dla konwencjonalnych rozpuszczalnikéw organicznych i maja wiele zalet,
takie jak: odnawialnos¢, mozliwo$¢ ponownego uzycia, biodegradowalno$¢, nietoksycznosc,
dostepnos¢ na duzg skale, bardzo niska preznos¢ par, niska palnos$¢ oraz tatwos¢ przygotowania. Poza
tym sktadniki, z ktorych otrzymuje si¢ DES sa tanie i bezpieczne. Chemikalia i substancje niebezpieczne
stosowane w procesach przemystowych majg negatywny wptyw na srodowisko. Obecnie tzw. ,,zielone
technologie” sg jednymi z kluczowych zagadnien w chemii i dziedzinach pokrewnych, majg one na celu
ochrone srodowiska i ograniczenie negatywnego wplywu dziatalnosci czlowieka. Zielona chemia
projektuje procesy, ktore eliminuja lub zmniejszaja wprowadzanie substancji niebezpiecznych
w procesach przemystowych. W tym celu jednym z najwazniejszych zagadnien skupionych wokoét
zielonej chemii jest odkrycie nowej generacji rozpuszczalnikow/plastyfikatorow, ktoére moglyby

zastgpi¢ tradycyjne chemikalia stosowane w procesach przemystowych.
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Rysunek 5. Klasyfikacja mieszanin gleboko eutektycznych.

W celu rozrdéznienia miedzy mozliwymi eutektykami, DES podzielono na cztery typy [104], co

przedstawia Rysunek 5. Przyklady eutektykow typu I obejmujg stopione  sole
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chloroglinianiu/imidazoliowe i  ciecze  jonowe utworzone z  soli  imidazoliowych
i r6znych halogenkow metali, w tym FeCl,, AgCl, CuCl, LiCl, CdCl,, CuCl,, SnCly, ZnCly, LaCls, YCl3
i SnCls. Dostepnosé nieuwodnionych halogenkow metali, ktore maja odpowiednio niska temperaturg
topnienia, aby utworzy¢ DES typu I jest ograniczony. Przyklady eutektykéw typu II obejmuja
uwodnione halogenki metali. Stosunkowo niski koszt wielu uwodnionych soli metali
w potaczeniu z ich naturalng niewrazliwo$cig na wilgo¢ sprawia, ze ich zastosowanie w procesach
przemystowych na duza skale jest oplacalne. Najczesciej badane w literaturze eutektyki typu III sa
oparte na HBA (najczesSciej na chlorku choliny — czwartorzedowym kationie amoniowym) i HBD.
Szeroka gama dostepnych HBA (Rysunek 6) oraz HBD (Rysunek 7) oznacza, ze ta klasa DES jest
szczegolnie elastyczna. Fizyczne wlasciwosci cieczy zalezg od donora wigzan wodorowych i mozna je
tatwo dostosowac do konkretnych zastosowan. DES typu IV dotyczy soli metali przejsciowych, glownie

ZnCl; lub AICIs, ktore tworza eutektyki z HBD [104], [105].

Typ III jest najczesciej stosowanym DES ze wzgledu na silne oddzialywanie wigzan
wodorowych migdzy HBA i HBD. Mechanizm wigzania wodorowego DES wplywa bezposrednio na
jego wlasciwosci — im wieksza interakcja sieci wigzan wodorowych, tym wigksze obnizenie temperatury

topnienia i bardziej lepka mieszanina [103].

Wiele zwigzkéw zostato z powodzeniem wykorzystanych do tworzenia DES [106]. HBA to
gtdwnie czwartorzedowe sole amoniowe lub fosfoniowe, natomiast HBD t0 najczgsciej amidy, alkohole
i kwasy karboksylowe. Rysunek 6 przedstawia struktury niektorych HBA stosowanych do wytwarzania
DES, natomiast Rysunek 7 przedstawia struktury niektorych HBD stosowanych do wytwarzania DES.
Z kolei Tabela 8 przedstawia najpopularniejsze uklady stosowane do wytwarzania DES.
O zastosowaniach DES decyduja ich wlasciwosci fizyczne, m.in. ggstos¢ oraz lepkosé
— w przemyS$le preferowane sa DES o nizszych gestosciach oraz lepkosciach. Wtasciwosci
fizykochemiczne DES zaleza od charakteru HBA i HBD, ktore tworza mieszaniny eutektyczne, dlatego
mozna je dostosowa¢ zmieniajagc stosunek molowy HBA:HBD. Ponadto obecno$¢ wody
w DES, nawet w niewielkich ilosciach, wptywa na wtasciwosci fizyczne DES. Zwigkszenie zawartos$ci
wody w mieszaninach DES obniza ich gestos¢ i lepkos¢ poprzez rozerwanie wigzan wodorowych

miedzy sktadnikami DES [107].
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Rysunek 6. Zwiqzki zawierajgce akceptory wigzan wodorowych (HBA) - przyktady.
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Tabela 8. Najpopularniejsze uktady HBA-HBD stosowane do wytwarzania DES.

Rodzaj DES (HBA-HBD) Stosunek molowy HBA:HBD
Chlorek choliny-tiomocznik 1:1,1:2

Chlorek choliny-mocznik 1:2

Chlorek choliny-glicerol 1:2,1:3,1:4

Chlorek choliny-kwas malonowy 1:1,1:2

Chlorek choliny-kwas mlekowy 1:1,1:2

Chlorek choliny-kwas lewulinowy  1:2

Chlorek choliny-glikol etylenowy  1:2

Chlorek choliny-kwas cytrynowy 1:1,1:2,2:1

Chlorek choliny-kwas bursztynowy 1:1

Betaina-mocznik 1:2

ZnCl,-glikol etylenowy 1:4

Przygotowanie DES jest fatwe, nie wymaga obecnosci rozpuszczalnika ani oczyszczania
produktu koncowego, poniewaz nie powstajg produkty uboczne. Istniejg rozne metody przygotowania
DES, takie jak metoda podgrzewania, metoda mielenia [108], metoda liofilizacji [109]. Metoda
podgrzewania polega na mieszaniu i ogrzewaniu zwigzkow, przy ciggtym mieszaniu, az do powstania
jednorodnej cieczy. Temperatura ogrzewania zwykle miesci si¢ w zakresie od 50 do 100°C. Drugg
popularng metoda jest mielenie, ktore polega na ucieraniu zwigzkéw w mozdzierzu za pomoca thuczka,
w temperaturze pokojowej, az do uzyskania klarownej cieczy. Do tworzenia DES wykorzystuje sig tez
metode odparowania wody [110], ktora polega na rozpuszczeniu sktadnikéw DES w wodzie, a nastepnie
odparowaniu w temperaturze 50°C oraz umieszczeniu otrzymanej cieczy w eksykatorze w obecnosci

zelu krzemionkowego.
7.1. Mieszaniny gteboko eutektyczne jako plastyfikatory folii chitozanowych

Plastyfikatory sa niezbedne do zmniejszenia kruchosci folii poprzez zmniejszenie sit
miedzyczasteczkowych miedzy lancuchami polimeru, zwigkszenie ich ruchliwosci, a tym samym
poprawe wlasciwosci mechanicznych. W zwiazku z tym zastosowano duza liczbe plastyfikatorow
w celu poprawy wlasciwosci mechanicznych i powierzchniowych folii chitozanowych. Do najczesciej
stosowanych plastyfikatorow dla filmow chitozanowych zalicza si¢ gliceryne, glikol etylenowy, glikol
polietylenowy i glikol propylenowy [111], [112]. Stwierdzono, ze glicerol i glikol polietylenowy sa
bardziej odpowiednie jako plastyfikatory chitozanu niz glikol etylenowy i glikol propylenowy ze
wzgledu na ich wydajno$¢ plastyfikacji i stabilno$¢ przechowywania. Stezenie plastyfikatora w ilosci
20% (dla glicerolu i glikolu polietylenowego) jest wystarczajagce do uzyskania elastycznej folii

chitozanowej o dobrej stabilnosci przez 5 miesi¢cy przechowywania [111].
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Obecnie obserwuje si¢ coraz wicksze zainteresowanie stosowaniem plastyfikatorow
pochodzenia naturalnego i w zwigzku z tym w ostatnich latach z powodzeniem przetestowano nowa
klase plastyfikatorow, tzw. DES jako plastyfikatorow folii na bazie chitozanu przygotowanych réznymi
metodami [103].

W zespole Galvis-Sanchez badano zastosowanie czterech DES opartych na chlorku choliny,
przygotowanych z kwasem jabtkowym, kwasem mlekowym, kwasem cytrynowym i glicerolem jako
plastyfikatorow dla folii chitozanowych, gdzie folie te zostaly wytworzone przez formowanie
termokompresyjne [113]. Badania przeprowadzono dla dwoch chitozandw o réznych stopniach
deacetylacji (DD = 76 i 81%). Chitozan uprzednio wysuszono w piecu w 60°C/24h, a nastepnie
mieszaniny chitozanu z DES przygotowano poprzez ucieranie zwigzkow w mozdzierzu za pomoca
thuczka przez 15 minut (stosunek chitozan/DES — 70/30 wag.). Nastepnie uzyskane mieszaniny
umieszczono w piecu 80°C/30 minut, po czym po wyjeciu dodano 3% kwas octowy i mieszano przez
15 minut. Otrzymane materiaty prasowano na goraco w prasie hydraulicznej (110°C). Folia chitozanowa
(DD = 76%) z dodatkiem DES na bazie chlorku choliny i kwasu jabtkowego (stosunek molowy 1:1)
wykazywata najwyzsza elastyczno$¢, podczas gdy folia chitozanowa (DD = 76%) z dodatkiem DES na
bazie chlorku choliny i kwasu cytrynowego (stosunek molowy 1:1) wykazywata wyzsze wartosci

wytrzymalos$ci na rozciaganie.

W innym badaniu przygotowano folie chitozanowe formowane termokompresyjne z dodatkiem
DES na bazie chlorku choliny i kwasu cytrynowego (stosunek molowy 1:1) [114]. Co ciekawe, chlorek
choliny i1 kwas cytrynowy dodawano do chitozanu oddzielnie (nie w postaci ptynnej mieszaniny),
nastepnie mieszaning ogrzewano w 70°C/30 minut, po czym dodano 3% kwas octowy. Uformowang
paste prasowano na goragco w 120°C. Otrzymane folie chitozanowe z dodatkiem DES wykazywaty
wyzszg zdolno$¢ sorpcji wody. Ponadto zaobserwowano nieznaczny wzrost wydluzenia przy zerwaniu

(wyzszg elastyczno$¢) oraz nizsza wytrzymato$¢ na rozcigganie

W kolejnej pracy badano folie chitozanowe z dodatkiem DES (30-80% wag.) na bazie chlorku
choliny i kwasu mlekowego [115]. Folie te przygotowano poprzez rozpuszczenie okreslonej ilosci
chitozanu w 2% kwasie octowym, a nastepnie dodanie znanej ilo§ci DES i mieszanie w temperaturze
pokojowej przez 5 godzin. W petni zhomogenizowane roztwory wylewano na szalki Petriego i suszono
w 25°C/7 dni. Wyniki potwierdzity dobre wtasciwosci plastyfikujace DES, a dodatek DES do folii
chitozanowej poprawit jej wlasciwosci fizykochemiczne i mechaniczne — przygotowane folie majg
potencjat do wykorzystania jako material opakowaniowy. Dodatek DES znaczaco poprawit
elastyczno$¢ filmow chitozanowych (wydtuzenie przy zerwaniu wzrosto o ok. 160% po wprowadzeniu
80% wag. DES), nieznacznie obnizyl wytrzymalo$¢ na rozcigganie, a takze poprawil wilasciwosci

antyoksydacyjne przy jednoczesnym zwigkszeniu przepuszczalnosci pary wodne;j.
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W innej pracy otrzymano folie chitozanowe zawierajace DES na bazie chlorku choliny i kwasu
malonowego (stosunek molowy 1:1), ktére z powodzeniem przygotowano metoda odlewania roztworu
przy uzyciu zawartosci DES 0-82% wag. [116]. Chitozan, chlorek choliny i kwas malonowy odwazono
1 umieszczono w naczyniu, po czym dodano odpowiednia ilo§¢ wody i1 prowadzono proces
rozpuszczania z mieszaniem w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Na tym etapie kwas malonowy
zapewnit kwasowe $rodowisko, ktore jest niezbgdne do rozpuszczenia chitozanu. Otrzymane roztwory
przesaczono w celu usunigcia nierozpuszczonej pozostatosci i odgazowano pod proznig. Folie
otrzymano przez wylewanie roztworé6w na szalki Petriego a nastgpnie suszenie w 25°C/6 dni.
Wydhuzenie folii przy zerwaniu wzrosto z 3 do 62% przy wzroscie zawartosci DES z 0 do 67% wag.,

natomiast dalszy wzrost zawarto$ci DES prowadzit do zmniejszenia maksymalnego wydtuzenia.

Przygotowano rowniez folie chitozanowe plastyfikowane roznymi formulacjami DES na bazie
chlorku choliny i kwasow organicznych (kwas acetylosalicylowy, malonowy, mlekowy) metoda
odlewania. Uzyskane folie chitozanowe z dodatkiem DES wykazaty doskonale wlasciwosci
antybakteryjne przeciwko Echerichia coli i Stabhylococcus aureus — przygotowane folie chitozanowe
z DES na bazie choliny, szczeg6lnie dla chlorku choliny i kwasu acetylosalicylowego, wykazaty

ogromny potencjal w zakresie pakowania zywnosci [117].
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OMOWIENIE WYNIKOW

1. Wprowadzenie

Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej koncentrowaly sie wobec
biopolimeru — chitozanu, ktéry mozna otrzyma¢ w wyniki deacetylacji chityny. Zaréwno chitozan jak
i chityna moga by¢ zamawiane przez odpowiedni departament zajmujacy si¢ zakupami surowcow
w Grupie Azoty Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A. W zwiazku z tym, ze zakupiony chitozan czy tez
chitozan zsyntezowany na miejscu w zaktadzie poprzez deacetylacj¢ chityny, moze si¢ rdéznic
wla$ciwos$ciami, potrzebne sg metody oznaczania jego wtasciwos$ci: stopnia deacetylacji, masy molowej
czy lepkosci roztworu. Konieczne bylo zatem opracowanie takich metod, czego podjeto sie na poczatku
pracy doktorskiej. W pracy podjeto nastepnie temat zastosowania koacerwatéw jako dodatkéw do
nawozow (otoczki/wsadu do granuli), wigc zsyntezowano najpierw odpowiednie pochodne chitozanu
(po dokonaniu przegladu literaturowego metod ich syntezy), a nastepnie je scharakteryzowano. Celem
pracy bylo réwniez opracowanie metod otrzymywania folii chitozanowych z dodatkiem mieszanin
gleboko eutektycznych (otoczki do nawozow), w zwiazku z czym wybrano odpowiednie mieszaniny

gleboko eutektyczne i podjeto sie¢ m.in. badan rozpuszczalnosci folii chitozanowych z ich dodatkiem.

2. Ocena wlasciwosci fizykochemicznych chitozanu
2.1 Oznaczanie stopnia deacetylacji chitozanu

Stopien deacetylacji (DD, ang. degree of deacetylation), jest jednym z glownych parametrow,

ktoéry charakteryzuje chitozan:

n
DD = GIlcN

= -100%
Ngien + NGienac

gdzie:
Naicn — Srednia liczba jednostek D-glukozaminy (GIcN)

Neicnac — Srednia liczba jednostek N-acetylo-D-glukozaminy (GICNAC)

W niektorych przypadkach stosuje si¢ stopien acetylacji chitozanu (DA, ang. degree of acetylation),

ktory mozna zdefiniowac jako:
DA =100-DD

DD okresla ilos¢ jednostek D-glukozaminy utworzonych z czg$ciowego rozerwania wigzan
N-acetylowych, wskazujgc procent deacetylowanych monomerow obecnych w ich tancuchach.
Determinuje on reaktywnos¢ i rozpuszczalno$¢ polimeru, a jego okreslenie jest jedng z rutynowych
analiz przeprowadzanych w celu kontroli jakosci chitozanéw produkowanych przemystowo.

DD chitozanu jest najwazniejszym parametrem wpltywajagcym na jego wilasciwosci biologiczne,
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fizykochemiczne i mechaniczne. Rozpuszczalno$é chitozanu wzrasta wraz ze wzrostem wolnej grupy

aminowej czyli wzrostem DD [118].

Do okreslenia DD opracowano wiele metod, takich jak: miareczkowanie potencjometryczne
[119], [120], [121], [122], [123], spektroskopia UV-VIS [124], [125], [126], [127], [128], spektroskopia
w podczerwieni [129], [130], [131], [132], spektroskopia Ramana [133], analiza elementarna [123],
[126], [134], [135], dyfrakcja  rentgenowska [136], spektroskopia H NMR
i *C NMR [137], [138], [139], [140] czy skaningowa kalorymetria roznicowa [141]. W ramach tej
samej metody zazwyczaj istnieje kilka procedur analitycznych do wykonywania pomiaréw i obliczen
oraz wiele sposobow interpretacji wynikow [118], [142]. Wybor techniki zalezy od kilku czynnikow,
takich jak rozpuszczalno$¢ probki czy dostepnos¢ sprzetu. Poszukiwane sa szybkie, przyjazne dla
uzytkownika, tanie i doktadne metody okreslania DD. Najlepszymi metodami dla Grupy Azoty ZAK
S.A. bedag metody/techniki analityczne, ktore sg aktualnie dostepne w zaktadzie — nie ma koniecznosci
zakupu nowych sprzetow pomiarowych/aparatury. W zwiazku z tym do okreslenia DD chitozanu
mozna zastosowa¢ nastepujace metody, dostepne w zaktadzie, takie jak miareczkowanie
potencjometryczne, spektroskopia UV-VIS czy analiza elementarna. Badania moga by¢ wykonywane
w Departamencie Rozwoju. Departament Rozwoju w ramach swojej dziatalnosci zajmuje si¢
prowadzeniem projektow badawczych i rozwojowych wpisujacych si¢ w strategie rozwoju 1 innowacji
Grupy Azoty ZAK S.A. Obecnie w Departamencie funkcjonuje siedem laboratoriow, a w ich ramach
trzynascie pojedynczych Laboratoriow — Zespotow. Szerokie zaplecze analityczne, jak rowniez wysoko

wykwalifikowana kadra pozwala na realizacje niestandardowych zlecen i zgtoszen.

Wyznaczenie DD chitozanu jest pozornie prostym problemem analitycznym, ale
w rzeczywisto$ci jest to do$¢ skomplikowane zagadnienie. W ciggu ostatnich kilkunastu lat
zaproponowano i dopracowano duza liczbe metod, ale wszystkie maja nieodtaczne wady
i ograniczenia. Do oznaczania DD chitozanu potrzebne sg tanie, proste, ale tez solidne oraz niezawodne
metody 1 procedury. W tym celu przetestowano i porownano — na tych samych zestawach probek
chitozanu — techniki analityczne dostgpne w Grupie Azoty ZAK S.A. Testy przeprowadzono na trzech
chitozanach o nominalnym DD w zakresie 83-96%. Oznaczono je jako: chitozan nr 1 — chitozan firmy
Acros Organics (Mw: 100 000 — 300 000), chitozan nr 2 — chitozan firmy Acros Organics (Mw: 600 000
— 800 000) oraz chitozan nr 3 — chitozan firmy Sigma Aldrich (Mw: 50 000 — 190 000). Zastosowano
w tym celu miareczkowanie potencjometryczne i trzy rézne metody obliczeniowe, dwie metody

spektroskopii UV-VIS oraz analiz¢ elementarng i dwie metody obliczeniowe.

2.1.1 Miareczkowanie potencjometryczne

W wyniku miareczkowania potencjometrycznego otrzymano wykresy wartosci pH w funkcji

objetosci dodawanego titranta (0,1 M NaOH) z dwoma punktami przegiecia Vi oraz V2 (Rysunek 8a).
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Okreslenie pierwszej pochodnej znacznie utatwia doktadny odczyt Vi oraz V., (Rysunek 8b). Pierwszy
punkt przegiecia (oznaczony jako V1) jest punktem rownowaznikowym miareczkowania nadmiaru HCI,
ktory zostat uzyty do rozpuszczenia probki chitozanu (chitozan rozpuszczony w wodnym roztworze
HCI staje si¢ polielektrolitem, dzieki protonowaniu grup aminowych). Drugi punkt przegigcia

(oznaczony jako V) jest punktem rownowaznikowym miareczkowania protonowanego chitozanu.

a) . L, b)

Wrykres zaleznosci pH roztworu od objetosci f(V) = /_\ijAV
dodanego titranta s
14.00 4
12.00 3.5
10,00 > 3
<25
z 8,00 z

6,00
<15
4,00 1
2.00 0.5
0,00 0
0,0 5,0 10,0 15,0 20.0 25,0 0,0 5.0 10,0 15.0 20,0 25,0
Viaon [cm’] Viaon [em’]

Rysunek 8. a) Przyktadowa krzywa miareczkowania dla probki chitozanu nr 1; b) Wyznaczenie
punktow Vi oraz V> metodg pierwszej pochodnej dla probki chitozanu nr 1.

DD chitozanu obliczono korzystajac z trzech wzordéw (wzory 1-3) opisanych w czesci eksperymentalne;,

w rozdziale 2.1.1. Uzyskane wyniki przedstawia Tabela 9.

Do okreslenia DD chitozanu za pomocg miareczkowania wybrano metode, dzigki ktorej
uzyskuje si¢ krzywg z dwoma punktami przegiecia. Ro6znica objetosci pomiedzy Vi i V2 odpowiada
kwasowi zuzywanemu przez grupy aminowe i pozwala obliczy¢ DD — korzystano do obliczen ze
wzoréw 1 oraz 2. Okreslenie pierwszej pochodnej pomaga w doktadnym odczycie punktéow Vi i Va.
Wykonano rowniez obliczenia na podstawie polozenia pierwszego punktu na krzywej miareczkowania

V1, a nie na podstawie roznicy — korzystano w tym przypadku do obliczen ze wzoru nr 3.

Metody okreslania stopnia deacetylacji za pomoca miareczkowania sg tanie i oparte na tatwo
dostepnych odczynnikach oraz aparaturze. Wada tej metody jest jednak stosunkowo diugi czas
przygotowywania probki oraz samego miareczkowania. Miareczkowanie potencjometryczne wydaje si¢

najprostszg i najsolidniejsza metoda oznaczania stopnia deacetylacji chitozanu.
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Tabela 9. DD chitozanu uzyskane za pomocq miareczkowania potencjometrycznego.

DD [%0]
N r Nawazka Vi V;  Obliczony wg (Ssrg)ima Obliczony wg (ssrg)ima Obliczony wg (Sglgglnla Deklaracja
probki [q] [mI] [ml] wzorunrl wzoru nr 2 wzoru nr 3 producenta
[%6] [%0] [%0]
1 0,1898 10 205 91,14 89,06 84,82
Chit 2 0,2004 95 20,5 90,55 90.58 88,35 83.39 84,33 g5 15
itozan , : :
ar 1 3 0,2046 95 20,5 89,04 (0,95) 86,54 (1.18) 82,61 (2,67) 90,00
4 0,2005 95 20,5 90,51 88,31 84,30
5 0,2064 85 20 91,66 89,69 89,69
1 0,208 75 20 97,41 96,73 96,73
Chit 2 0,1831 9 20 97,38 9721 96,7 96.49 96,70 96.49
itozan , : :
r 2 3 0,1921 85 20 97,11 (0.73) 96,37 (0,91) 96,37 (0,91) 95,60
4 0,1947 85 20 96,07 95,07 95,07
5 0,2062 75 20 98,09 97,58 97,58
1 0,1907 10,5 195 79,96 75,97 80,19
Chit 2 0,1912 12 21 79,77 79.20 75,75 2511 67,34 7964
itozan , : )
r 3 3 0,1926 11,5 205 79,29 (0,95) 75,21 (1.07) 71,03 (4.74) 83,00
4 0,203 11 205 79,39 75,33 71,36
5 0,2087 10,5 20 77,57 73,27 73,27

Chitozan nr 1 — Acros Organics (Mw: 100 000 — 300 000), chitozan nr 2 — Acros Organics (Mw: 600 000 — 800 000), chitozan nr 3 — Sigma Aldrich (Mw: 50 000 — 190 000)
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2.1.2  Metody spektroskopii UV-VIS

a) Metoda |

Oznaczanie DD przy uzyciu spektroskopii UV-VIS opiera si¢ na pomiarze intensywnosci
absorpcji odpowiadajacej grupie acetylowej w chitozanie. Wykreslajac warto$¢ pierwszej pochodne;j
UV przy réznych dlugosciach fali w funkcji stezen GIcNAc w celu przeprowadzenia analizy regresji
liniowej, najlepsza regresje liniowa uzyskano przy 199 nm — wartos$¢ pierwszej pochodnej przy 199 nm

zostata wybrana do pomiarow stopnia deacetylacji w tym badaniu (Rysunek 9).

Krzywa kalibracyjna GIcNAc

0 10 20 30 40 50 60

-0,02
-0,04
£ -0,06 y= -0,0(1){224=xl+ 0,0005
-0,08
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Absorbancja - pierwsza pochodna
przy 199

Stezenie GIcNAc [pg/ml]

Rysunek 9. Wykres zaleznosci pierwszej pochodnej przy 199 nm wobec stezenia GlcNAc.

Przy uzyciu krzywej kalibracyjnej dla GICNAc obliczono DD dla probek chitozanu. Korzystano ze
wzoru nr 4, ktory zostal opisany w czeSci eksperymentalnej, w rozdziale 2.1.2. Uzyskane wyniki

przedstawia Tabela 10.

Tabela 10. Wyznaczenie DD chitozanu za pomocq spektroskopii UV-VIS — metoda I.

Zawartos¢ GlcNAc

Nr wyznaczona DD Sr(g(:;')ia Deklaracja
probki iﬂgﬁlﬁvej [%6] [%] producenta
1 7,2289 88,78

Chitozannrl 2 7,3469 88,60 ?53,1625) 90,00
3 7,3649 88,56
1 2,6703 95,80

Chitozannr2 2 3,0452 95,21 3053415) 95,60
3 2,9701 95,34
1 16,2441 74,79

Chitozannr3 2 16,0070 75,15 Zéé9lf3) 83,00
3 16,0853 74,99

Chitozan nr 1 — Acros Organics (Mw: 100 000 — 300 000), chitozan nr 2 — Acros Organics (Mw: 600 000 — 800 000), chitozan
nr 3 — Sigma Aldrich (Mw: 50 000 — 190 000)
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Metoda ta zostala zasugerowana jako standardowa metoda rutynowego oznaczania DD
chitozanu [125]. Pomiar jest prosty i doktadny, nie wymaga drogiego sprzetu, mozna go wykonac

w stosunkowo krotkim czasie.

b) Metoda Il

Metoda Il wymaga przygotowania krzywych kalibracyjnych przy uzyciu GlcN oraz GlcNAc
przy roznych stosunkach molowych. GlcNAc oraz chlorowodorek GlcN we wspdlnym roztworze maja
maksimum przy 201 nm w 0,1M roztworze HCI. Rysunek 10 przedstawia liniowa zalezno$¢ stosunku
absorbancji do calkowitego stgzenia molowego powtarzajacych si¢ jednostek (A/C) od stopnia
acetylacji (DA) przy 201 nm. Relacja pomigdzy A/C i DA jest liniowa. Tabela 11 przedstawia
zestawienie DD okre$lone metoda II dla probek chitozanu. Korzystano ze wzoru nr 5, ktory zostat

opisany w czesci eksperymentalnej, w rozdziale 2.1.2.

Krzywa zaleznos$ci stosunku A/C od DA

(A=201 nm)
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Rysunek 10. Krzywa zaleznosci stosunku A/C od DA (201 nm).

Tabela 11. Wyznaczenie DD chitozanu za pomocg spektroskopii UV-VIS — metoda I1.

Srednia .
Nr . DD Deklaracja
probki Absorbancja [%] ([SO/E]) producenta
1 0,5463 77,54
Chitozannr1 2 0,5435 77,66 71,67 90,00
(0,15)
3 0,5398 77,83
1 0,3708 84,47
Chitozannr2 2 0,3682 84,59 ?04,1683; 95,60
3 0,3630 84,82 ’
1 0,7498 70,64
Chitozannr3 2 0,7469 70,77 70,68 83,00
(0,08)
3 0,7503 70,62

Chitozan nr 1 — Acros Organics (Mw: 100 000 — 300 000), chitozan nr 2 — Acros Organics (Mw: 600 000 — 800 000), chitozan
nr 3 — Sigma Aldrich (Mw:50 000 — 190 000)
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Metoda II, ktora jest nieco tatwiejsza do wykonania niz metoda I (nie ma potrzeby przeliczania widm

na pierwsze pochodne), data wyniki znacznie zanizone w poréwnaniu do deklaracji producenta.

2.1.3  Analiza elementarna

Metoda ta opiera si¢ na oznaczeniu zawartosci wegla (C) oraz azotu (N) w probkach chitozanu.
DD obliczono ze stosunku C/N. Stosunek C/N zmienia si¢ od 5,145 dla catkowicie
N-deacetylowanego chitozanu (GIcN, CsH1:04N jako jednostka powtarzalna) do 6,816 dla catkowicie
N-acetylowanego polimeru (GIcNAc, CsHi30sN jako jednostka powtarzalna) [134]. DD chitozanu
obliczono korzystajac z dwoch wzoréw (wzor nr 6 1 wzor nr 7) opisanych w czesci eksperymentalne;,
w rozdziale 2.1.3. Tabela 12 przedstawia wyniki zawarto$ci wegla i azotu w badanych probkach wraz

z obliczonymi DD.

Tabela 12. Zawartosé badanych pierwiastkéw w probkach oraz obliczony DD chitozanu.

DD [%]

Obliczony Srednia Obliczony Srednia

Nr C N Deklaracja
R o o wg wzoru (SD) wg wzoru (SD)
probki  [%0] [9%6] nr6 [%] nr 7 [%] producenta

Chitozan 1 41,325 7,814 91,50 9203 91,41 91.95 90.00
nrl 2 41,362 7,848 92,56 (0,75) 92,50 (0,77) ’
Chitozan 1 40,518 7,835 98,33 99.18 98,42 99.28 o5 60
nr2 2 40,631 7,901 100,02 (1,19) 100,15 (1,22) ’
Chitozan 1 41,496 7,671 84,45 82 39 84,17 82.07 83.00
nr3 2 41521 7577 8034  (2.90) 7996  (2.98)

Chitozan nr 1 — Acros Organics (Mw: 100 000 — 300 000), chitozan nr 2 — Acros Organics (Mw: 600 000 — 800 000), chitozan
nr 3 — Sigma Aldrich (Mw: 50 000 — 190 000)

2.1.4 Porownanie zastosowanych metod oznaczania stopnia deacetylacji chitozanu

Uzyskane wyniki podsumowano i poréwnano ze DD zadeklarowanym przez producenta —
Tabela 13. Do obliczen korzystano ze wzoréw (wzoér 1-7), ktore zostaly opisane w czesci

eksperymentalnej, w rozdziale 2.1.
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Tabela 13. Poréownanie DD chitozanu 0Znaczonego réznymi metodami.

DD chitozanu [%0]

(SD [%0])
Miareczkowanie Analiza
. UV-VIS .
potencjometryczne elementarna  Deklaracja
Wzor Wzor  Wzéor  Wzér  Wzor  Wzéor  Wzor  producenta™
nrl nr2 nr 3 nr4 nr5 nr 6 nr7
90,58 88,39 85,15 88,65 77,67 92,03 91,95
Chitozan nr 1 90,00

(0,95) (1,18) (2,67) (0,12) (0,15) (0,75 (0,77)

97,21 96,49 96,49 95,45 84,63 99,18 99,28

Chitzannr2 75 (0o1) (091) (031) (0.48) (119) (1.22) 95,60

79,20 75,11 72,64 74,98 70,68 82,41 82,08

Chitzannrd 950 (107 (474) (031) (0.08) (290) (2.98) 83,00

Chitozan nr 1 — Acros Organics (Mw:100 000 — 300 000), chitozan nr 2 — Acros Organics (Mw:600 000 — 800 000), chitozan
nr 3 — Sigma Aldrich (Mw:50 000 — 190 000)
* producent nie podaje jaka metoda wykonano oznaczenie

Mimo iz literatura podaje, ze technika 'H NMR powinna by¢ metodg referencyjng dla
oznaczania DD chitozanu [118], [142], to w te] technice niezbedny jest drogi aparat. Grupa Azoty
Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A. nie posiada spektrometru NMR. Poza tym metoda ta nie jest
odpowiednia do rutynowych pomiarow DD ze wzgledu na wysokie koszty (deuterowane
rozpuszczalniki, amortyzacja sprzetu, specjalistyczne kursy dla personelu) i czasochtonng procedure
przygotowania probki. Koszty i skomplikowane wzgledy techniczne utrudniajg zastosowanie
spektroskopii NMR jako rutynowej techniki na skale przemystowa oraz w niewyspecjalizowanych
laboratoriach. W zwigzku z tym nie zostaly przeprowadzone pomiary *H NMR do oznaczenia DD
chitozanow — laboratoria muszg pracowa¢ z wykorzystaniem prostszych, tanszych i1 mniej

zaawansowanych technik. Wybrana technika musi by¢ precyzyjna, doktadna, powtarzalna i niedroga.

DD za pomocg *H NMR zostal wyznaczony tylko dla chitozanu firmy Sigma (Mw:50 000 —
190 000). Chitozan ten poddano modyfikacji — reakcji czwartorzedowania, co opisano w rozdziale 3.
Wykonane widm *H NMR chitozanu, ktéry poddano reakcji czwartorzedowania i otrzymanej pochodne;
potwierdzity uzyskanie odpowiedniego produktu (czwartorzgdowanego chitozanu) oraz pozwolity na
okre$lenie stopnia czwartorzedowania. Korzystajac z tego, ze zostalo wykonane widmo H NMR,
0znaczono za pomoca tej techniki DD chitozanu, ktory wynosit 83,63% (wynik pokrywa si¢ z deklaracja
producenta 83,00%). Do obliczen korzystano ze wzoru nr 8, ktéry zamieszczono i opisano w czesci

eksperymentalnej, w rozdziale 2.4.1.

W celu okreslenia DD metoda miareczkowania wybrano jednakowa procedure przygotowania
probek oraz trzy, najczesciej uzywane w literaturze wzory do obliczen. Metoda okreslania stopnia

deacetylacji przez miareczkowanie jest tania, oparta na tatwo dostgpnych odczynnikach i aparaturze.
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Wada moze by¢ stosunkowo dlugi czas przygotowania probki, jak i samego miareczkowania. Dobra
zgodno$¢ uzyskanych wynikéw za pomoca miareczkowania potencjometrycznego z deklaracja
producenta sugeruje, ze metoda ta moze zosta¢ wykorzystywana jako prosta i dokladna metoda
w zastosowaniach przemystowych. Rowniez w pracy [142] wskazano, ze miareczkowanie
potencjometryczne, oparte na wybranych procedurach i standardowych roztworach analitycznych

o dobrze znanych stezeniach, jest najbardziej niezawodng metoda nie-NMR.

W poréwnaniu z *H NMR oznaczenia spektrofotometryczne UV-VIS majg mniejsze wymagania
sprzetowe. Zaletami oznaczen UV-VIS sag ogdlnie dostepny sprzet (spektrofotometr UV-VIS) oraz tatwe
pomiary. Do wad mozemy zaliczy¢ natomiast pracochlonng i czasochtonng procedure (krzywa
kalibracji, przygotowywanie probek). Problematyczna moze by¢ tez obecno$¢ zanieczyszczen
(pochtaniajacych ponizej 210 nm), ktéra moze wplywaé na widma, a tym samym na koncowe wyniki
[142].

Analiza elementarna postuzyta do okreslenia skladu pierwiastkowego chitozanu, a DD
obliczono na podstawie stosunku C/N. Obecnos$¢ zanieczyszczen w probee: materiatdw organicznych
lub polisacharydow w probce innych niz chityna i chitozan moze znaczgco zmieniaé stosunek
C/N [163]. Konieczna jest zatem eliminacja pozostatosci biatkowych obecnych w probkach chitozanu,

ktore moga zwigkszaé zawarto$¢ azotu, a tym samym zawyzac stopien deacetylacji.

2.2 Oznaczenie masy molowej chitozanu

Zastosowania chitozanu sg nie tylko uzaleznione od DD, ale takze od masy molowej
polisacharydu (Mw). DD i Mw chitozanu sg najwazniejszymi parametrami wptywajacymi na jego
wlasciwosci biologiczne, fizykochemiczne, mechaniczne, a co za tym idzie na jego zastosowanie.
Chitozan jest naturalnym kationowym polisacharydem o duzym rozrzucie Mw. Badania nad chitozanem
wskazujg, ze chitozan o niskiej Mw ma znacznie zwigkszong aktywno$¢ biologiczng w poréwnaniu
z chitozanem o0 wysokiej Mw. Chitozan o niskiej Mw wykazuje silniejsze dziatania
przeciwdrobnoustrojowe i przeciwgrzybicze [63], [143]. Mw decyduje réwniez 0 podstawowych
wlasciwos$ciach chitozanu, m.in. o jego rozpuszczalnosci czy lepkosci [57], [144], [145]. Bardzo wysoka
Mw chitozanu, a co za tym idzie — wysoka lepkos¢ chitozanu moze wykluczaé jego zastosowanie.
Wysoka Mw moze tez skutkowaé niska rozpuszczalno$cig. Chitozan o wyzszej Mw pozwala na
uzyskiwanie folii, ktére wykazujg zwiekszong odporno$¢ na wode i whasciwosci mechaniczne [146],

ponadto lepko$¢ roztworow blonotworczych wzrasta znaczgco wraz ze wzrostem My chitozanu.

Mw chitozanu moze by¢ okreSlana za pomoca metod takich jak: chromatografia zelowa
(GPC/SEC), wiskozymetria czy tez spektroskopia rozpraszania $wiatta [56]. W zwiazku z tym, ze

Grupa Azoty Zaklady Azotowe Kedzierzyn S.A. posiada chromatograf zelowy, do oznaczen Mw
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chitozanu wybrano chromatografi¢ zelowa. Wysoka Mw chitozanu sprawia, ze chromatografia
GPC/SEC jest najcze$ciej stosowang technika chromatograficzng do analizy tych zwigzkow. W technice
tej podstawa rozdzielenia chromatograficznego sktadnikow mieszaniny jest oddziatywanie czasteczek,
roznigcych sie wielko$cia, z porowata struktura fazy stacjonarnej. Masy chitozanéw wyznacza si¢ przy
uzyciu wzorcow o znanych Mw, dla ktorych okresla si¢ zalezno$¢ objetosci retencji (Vr) od masy (M)
Vr = f(IgM).

GPC/SEC mozna stosowac jako narzedzie do kontroli jakosci chitozanu, do oznaczania sredniej
wagowej masy molowej (Mw), $redniej liczbowej masy molowej (M,) i polidyspersji (Mw/M).
Przeanalizowano 3 probki chitozanu: chitozan firmy Acros Organics (deklaracja producenta My =
100 000 — 300 000), chitozan firmy Acros Organics (deklaracja producenta My, = 600 000 — 800 000)
oraz chitozan firmy Sigma (deklaracja producenta My, =50 000 — 190 000). Tabela 14 przestawia wyniki
badan.

Tabela 14. Wyniki GPC dla probek chitozanu.

Wyniki oznaczen

Deklaracja
producenta
Mw [g/mol]
Chitozannr1 100 000-300000 32813 3,1 15333 3,6 2,14 0,9

My, RSD Y/ RSD M./M RSD
[gmol]  [%] [g/moll  [6] " [%]

Chitozannr2 600 000 —800 000 90 293 1,2 41617 2,2 2,17 1,2

Chitozannr3 50000-190000 128187 1,2 47 577 3,5 2,70 2,7

Chitozan nr 1 — Acros Organics (Mw: 100 000 — 300 000), chitozan nr 2 — Acros Organics (Mw: 600 000 — 800 000), chitozan
nr 3 — Sigma Aldrich (Mw:50 000 — 190 000)

Jak wida¢ w powyzszej tabeli, dwa sposréd trzech badanych chitozanéw nie spelniaja
deklarowanych przez producentow parametrow. W przypadku chitozanu nr 1 — firma Acros Organics
deklarowata Mw w przedziale 100 000 — 300 000, gdzie wynik oznaczenia Mw ~ 33 000. Dla chitozanu
nr 2 — firma Acros Organics deklarowata Mw w przedziale 600 000 — 800 000, gdzie wynik oznaczenia
Mw = 90 000. Jedynie chitozan nr 3 — firmy Sigma Aldrich miesci si¢ w deklarowanym przedziale mas
50 000 — 190 000 i wynosi Mw ~ 128 000. Ma to rowniez odzwierciedlenie w lepkos$ciach roztworow
chitozanowych, poniewaz zgodnie z doniesieniami literaturowymi, im wigksza Mw chitozanu, tym
wicksza lepkos$¢ jego roztworu. Badania lepkosci opisane w kolejnym rozdziale (Rozdziat 2.3)
potwierdzaja taka prawidlowo$¢. Jak wida¢ konieczna jest ocena wiasciwosci fizykochemicznych,

w tym okreslenie Mw, przed przystapieniem do dalszej pracy z chitozanem.

35



2.3  Badania rozpuszczalno$ci chitozanu, okreslenie lepkosci przygotowanych
roztworow

Przetestowano i poréwnano, na tym samym zestawie probek chitozanu, ich rozpuszczalno$é
w trzech najczgséciej uzywanych rozpuszczalnikach: kwasie octowym (rozpuszczalnik A), kwasie
mréwkowym (rozpuszczalnik B) oraz kwasie mlekowym (rozpuszczalnik C) - Tabela 15. Stezenie
wodnych roztworé6w kwaséw stosowanych w badaniach rozpuszczalno$ci wynosito w kazdym
przypadku 1%. Dla przygotowanych roztworéw, w ktérych chitozan catkowicie sie rozpuscit (dobra

rozpuszczalno$¢ probek) zmierzono lepkos¢ dynamiczng [mPa-s] w 25°C.

Tabela 15. Sprawdzenie rozpuszczalnosci chitozanu w wytypowanych rozpuszczalnikach, okreslenie
lepkosci przygotowanych roztworow.

Lepkos$é dynamiczna chitozanu [mPa-s] w 25°C

Chitozan nr 1 Chitozan nr 2 Chitozan nr 3
?gt;;;eﬁne r-ru chitozanu A B C A B c A B C
0,010 72 79 7,7 256 229 223 340 33,9 35,0
0,015 85 10,0 93 571 449 440 89,7 86,1 93,6
0,020 11,4 14,0 124 1139 845 850 3562 3465 3721
0,025 124 20,3 139 2510 1810 177,0 10089 996,9 1004,8
0,030 - 26,7 - 436,2 248,7 - - 21615 -
0,035 - 36,1 - - 488,7 - - - -
0,040 - 379 - - 7486 - - - =

Chitozan nr 1 — Acros Organics (Mw: 100 000 — 300 000 wg deklaracji producenta, Mw oznaczona w GA ZAK: 32 813),
chitozan nr 2 — Acros Organics (Mw:600 000 — 800 000 wg deklaracji producenta, Mw oznaczona w GA ZAK: 90 293),
chitozan nr 3 — Sigma Aldrich (Mw: 50 000 — 190 000 wg deklaracji producenta, Mw oznaczona w GA ZAK: 128 187)

A — 1% kwas octowy, B — 1% kwas mréwkowy, C — 1% kwas mlekowy
znak ,,-" w tabeli oznacza, ze nie uzyskano roztworu o danym stezeniu (brak catkowitego rozpuszczenia chitozanu)

Tabela 15 przestawia wyniki, ktore sg zgodne z doniesieniami literaturowymi — im wigksza Mw
chitozanu, tym wieksza lepkos$¢ jego roztworu. Chitozan nr 1, dla ktérego zbadana My byta najmniejsza
(My = 33 000) ma najmniejszg lepko$¢ dynamiczng sposréd wszystkich trzech badanych probek
chitozanu, po rozpuszczeniu w trzech réznych rozpuszczalnikach. Z kolei chitozan nr 3 dla ktorego
zbadana Mw byta najwieksza (Mw =~ 128 000) ma najwickszg lepkos¢ dynamiczng spo$rod wszystkich

trzech badanych probek chitozanu, po rozpuszczeniu w trzech réznych rozpuszczalnikach.
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3. Modyfikacja chitozanu - reakcje czwartorzgdowania

Czwartorzgdowe sole amoniowe chitozanu maja dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz wysoka
zdolno$¢ zatrzymywania wilgoci, ponadto poprawiaja dziatanie przeciwdrobnoustrojowe [147], [148],
[149]. Wprowadzenie czwartorzedowych soli amoniowych do szkieletu chitozanu jest jedna
Z najlepszych metod zwigkszenia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, a takze rozpuszczalno$ci
w wodzie w catym zakresie pH. Jeden ze sposobow przeprowadzenia czwartorzgdowania chitozanu
polega na alkilowaniu grupy aminowej. Najprostsza pochodng tego typu, N,N,N-trimetylochitozan
(Rysunek 11) mozna otrzymaé poprzez traktowanie chitozanu jodkiem metylu w $rodowisku

alkalicznym [147].
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Rysunek 11. N,N,N-trimetylochitozan.

Inny sposdb czwartorzedowania chitozanu polega na alkilowaniu grupy aminowej
z jednoczesnym wprowadzeniem czwartorzedowej reszty amoniowej. W tym przypadku
czwartorzedowg amoniowa pochodng chitozanu uzyska¢ mozna poprzez reakcj¢ z chlorkiem
glicydylotrimetyloamoniowym (GTMAC). Stopien czwartorzedowania chitozanu (DQ, ang. degree of
guaternization), zalezy od warunkéw reakcji, takich jak zastosowany rozpuszczalnik, czas reakcji,
temperatura reakcji czy stosunek molowy GTMAC:chitozan (Tabela 16). W zaleznosci od srodowiska
reakcji mozna zsyntezowaé¢ N-podstawione czwartorzedowe pochodne chitozanu lub N,O-podstawione

czwartorzedowe pochodne chitozanu, co przedstawia Rysunek 12.
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Rysunek 12. Czwartorzedowe pochodne chitozanu a) N-podstawiona i b) N,O-podstawiona.
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Tabela 16. Metody otrzymywania czwartorzedowych pochodnych chitozanu w wyniku reakcji z GTMAC.

Wilasciwosci chitozanu

Stosunek molowy ! ) . Czas reakcji  Temperatura . L DQ .
[|\9/1|/Wm " [DOZ] GTMAC-CS Srodowisko reakcji [h] [C] Rodzaj podstawienia [%] Lit.
7,8-10° 89 4:1-6:1 woda 2-6 70-90 N- 46-66 [150]
4,5-10° 92 6:1 izopropanol 6 80 N- 96
4,5-10° 92 6:1 promieniowanie mikrofalowe 0,8 b.d. N- 89 [151]
5,0-10° 90 8:1 kwasowe (kwas nadchlorowy) 8 80 N- 87 [152]
b.d. 91 5:1 izopropanol 24 85 N,O- 130 [153]
1,3-10° 85 b.d. izopropanol i woda 8 85 N- 100-127 [154]
$rednia 72 1:1-6:1 kwasowe(1% kwas octowy) 24 70 N- 30-68
$rednia 72 1:1-6:1 woda 4 80 N- 30-68 [155]
srednia 72 2:1-4:1 zasadowe(1% NaOH) 24 70 N,O- 95
niska 72 31 kwasowe (kwas octowy) 18 55 N- 72 [156]
niska 97 31 woda 10 85 N- 100 [157]
4-10° 90 1:1-4:1 kwasowe (1% kwas octowy) 2-8 60-95 N- 32-92 [158]
5,3-10* 79 0,6:1-1,8:1 woda 6 85 N- 12,4-43,7 [159]
2,2:10% 92 3:1-6:1 kwasowe (kwas octowy) 18 50-60 N- 56-74 [160]
5-10% 90 7:1 kwasowe (kwas octowy) 18 50 N- 63 [161]
2,7-10° 87 2:1-8:1 woda 24 60-80 N- min. 60 [162]
b.d. 85 1:1-6:1 woda 15 60 N- 38-95 [163]

b.d. — brak danych
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W niniejszej pracy doktorskiej skupiono si¢ na syntezie pochodnej z uzyciem GTMAC, ze
wzgledu na wigksza szanse¢ na lepsze oddzialtywanie z anionowym polimerem (oddalenie
czwartorzedowej grupy amoniowej od szkieletu chitozanu). Czwartorzedowa s6l amoniowg chitozanu
przygotowano na podstawie przepisu He i wspotpr. [153] z niewielkimi modyfikacjami. Reakcji
poddano chitozan firmy Sigma (Mw: 50 000 — 190 000, DD=83%). Stosunek molowy GTMAC do
chitozanu wynosit 5:1. Jako $rodowisko reakcji zastosowano izopropanol. Reakcje prowadzono przez
24 godziny, w 85°C. Schemat reakcji przedstawia Rysunek 13. Zastosowano dwie metody oczyszczenia
produktu. Pierwsza metoda polegata na dializie i liofilizacji. Druga metoda polegata na ekstrakcji
Soxhleta. Otrzymano 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowy chlorek chitozanu (HACC)

z wydajnoscia 73,8% po oczyszczeniu metoda pierwsza oraz z wydajno$cia 78,4% po oczyszczeniu

metoda druga.
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Rysunek 13. Schemat reakcji otrzymywania 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku
chitozanu (HACC).

Widma FTIR chitozanu i HACC (Rysunek 14) potwierdzily struktur¢ chitozanowej pochodne;.
Czwartorzgdowanie za pomoca GTMAC prowadzilo do znaczacej zmiany w widmie FTIR.
Charakterystyczne pasmo przy ~1599 cm™ odpowiadajace drganiu deformacyjnemu NH, chitozanu
uleglo ostabieniu w widmie HACC. Pojawilo si¢ nowe pasmo potozone przy ~1477 cm™', co odpowiada
asymetrycznemu rozciggajacemu drganiu grup metylowych na czwartorzedowanym podstawniku

amoniowym.

Transmitancja, %

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Liczby falowe, cm-1

Rysunek 14. Widmo FTIR chitozanu (kolor niebieski) i 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowy
chlorek chitozanu (HACC) (kolor zielony).
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Innym sposobem na potwierdzenie struktury chitozanowej pochodnej byta analiza 'H NMR.
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Rysunek 15. Fragment widma 'H NMR w DO chitozanu (chitozan firmy Sigma, My: 50 000 —
190 000).

Rysunek 15 przedstawia widmo 'H NMR handlowego chitozanu (Sigma, Mw=50 000 —
190 000), ktory poddano czwartorzedowaniu. Z otrzymanego widma 'H NMR sygnaty protonow przy
2,05 ppm (-COCHs z GIcNAc) oraz sygnal protonu przy 3,18 ppm (H-2 z GlcN) postuzyly do
wyznaczenia DD. Oznaczony DD za pomocg 'H NMR wynosi 83,63% — wynik ten pokrywa si¢
z warto$cig deklarowang przed producenta (DD=83,00%). Do obliczen korzystano ze wzoru nr 8, ktory

zamieszczono i opisano w czesci eksperymentalnej, w rozdziale 2.4.1.
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Rysunek 16. Fragment widma 'H NMR w D>0 dla 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku
chitozanu (HACC) po oczyszczeniu przez dialize.

Rysunek 16 przedstawia widmo "H NMR HACC — produktu po oczyszczeniu poprzez dialize.
Obserwuje si¢ dwa singlety przy 3,24 i 3,27 ppm, wskazujace na obecno$¢ trzech grup metylowych przy
czwartorzedowym atomie azotu. Ponadto istniejace dwa singlety swiadcza o podstawieniu nie tylko
przy azocie grupy aminowej chitozanu, ale réwniez przy tlenie grupy hydroksylowej. Zréznicowanie
O- 1 N-podstawienia jest zauwazalne rowniez przy sygnatach protonéw grup acetylowych, obserwuje

si¢ dwa singlety przy 2,02 i 2,04 ppm.

Za pomoca 'H NMR oznaczono DQ otrzymanej pochodnej, ktéry wynosit DQ = 98,29%.

Korzystano ze wzoru nr 9, ktory zamieszczono i opisano w czesci eksperymentalnej, w rozdziale 2.4.1.
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Rysunek 17. Fragmenty widm 'H NMR w DO dla 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku
chitozanu (HACC): a) produkt oczyszczony przez dialize, b) produkt oczyszczony w aparacie Soxhleta,
¢) surowy produkt.

Z kolei Rysunek 17 przedstawia porownanie widm '"H NMR: HACC otrzymanego bezposrednio
po syntezie, bez oczyszczenia (Rysunek 17c), oczyszczonego przez dializ¢ (Rysunek 17a) oraz
oczyszczonego w aparacie Soxhleta (Rysunek 17b). W widmie 'H NMR HACC bezpos$rednio po
syntezie (Rysunek 17c) zaobserwowano sygnaty pochodzace od GTMAC, ktéry zostal uzyty do
modyfikacji chitozanu w nadmiarze. Konieczne jest zatem pozbycie si¢ go poprzez oczyszczenie
surowego produktu. Mozna tego dokona¢ na dwa sposoby. Pierwszym sposobem jest rozpuszczenie
probki w HoOgest 1 umieszezenie jej w worku dializacyjnym. Probka byta dializowana po to, aby miec
pewnos¢, ze produkt nie zawiera niskoczasteczkowych zanieczyszczen. Produkt nastgpnie
liofilizowano, aby zapewni¢ tagodne warunki suszenia. W widmie 'H NMR HACC po dializie
i liofilizacji (Rysunek 17a) nie obserwujemy sygnatow pochodzacych od GTMAC - metoda
oczyszczania produktu w ten sposob jest skuteczna. Metoda ta moze by¢ problematyczna na wigksza
skale —koszt zakupu workow do dializy, stosunkowo dtugi czas oczyszczania, niewielka ilo$¢ produktu,
ktoéra moze by¢ poddana dializie, koszt zakupu liofilizatora. Drugim sposobem oczyszczenia probki jest
przeprowadzenie ekstrakcji w aparacie Soxhleta (wigksza wydajnos$¢ przy nizszym koszcie). W widmie
'H NMR HACC po oczyszczeniu w aparacie Soxhleta (Rysunek 17b) nie obserwujemy sygnatow
pochodzacych od GTMAC — metoda oczyszczania produktu w ten sposob jest skuteczna i moze by¢

stosowana na wigkszg skale.
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Na podstawie widm FTIR i '"H NMR otrzymanej czwartorzedowej soli amoniowej chitozanu
HACC mozna wnioskowa¢, ze czwartorzedowe grupy amoniowe zostaty z powodzeniem wprowadzone

do struktury polimeru.

W celu oznaczenia stopnia podstawienia grup aminowych w chitozanie przeprowadzono
rowniez miareczkowanie za pomoca 0,1M NaOH. Otrzymano wykresy pH w funkcji objetosci
dodawanego titranta (Rysunek 18). Oznaczenie polegalo na rozpuszczeniu otrzymanej pochodnej
(HACC) w wodzie i doprowadzeniu jej pH do wartosci 2, za pomocg 0,1M HCI. Roztwor nastepnie
miareczkowano za pomocg titranta — 0,1M NaOH. Na wykresie jest widoczny jeden punkt przegigcia,
ktory odpowiada odmiareczkowaniu dodanej ilosci 0,1M HCI. Brak natomiast drugiego punktu
przegigcia, ktéry odpowiadalby wolnym grupom aminowym w czgsteczce — wnioskuje si¢ zatem, ze

wszystkie grupy -NH» zostaly podstawione przez GTMAC.

) pH=f(V) b) f(V)=ApI/AV
14 12

12 10

Q
ApH/AV

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2

Viaon [em’] Vo [cm’]

Rysunek 18. a) Krzywa miareczkowania dla probki HACC, b) Wyznaczenie punktu przegiecia metodg
pierwszej pochodnej.

Jako metode alternatywna w stosunku do spektroskopii '"H NMR, do wyznaczenia DQ wybrano
miareczkowanie konduktometryczne otrzymanej pochodnej za pomoca roztworu AgNOs. Otrzymano
wykres przewodnosci w funkcji objetosci dodawanego titranta (Rysunek 19) — punkt, w ktérym po
dodaniu kolejnej porcji AgNO; otrzymano najnizsza wartos¢ przewodno$ci, $wiadczy o tym, ze
wszystkie chlorki z czwartorzedowej pochodnej zostaly podstawione w roztworze przez jony srebra.
DQ obliczono korzystajac ze wzoru nr 10, opisanego w czegsci eksperymentalnej, rozdziat 2.4.1.
DQ otrzymanej pochodnej wynosi 100% po oczyszczeniu produktu metodg pierwsza (dializa) i 105%

po oczyszczeniu produktu metoda drugg (ekstrakcja Soxhleta).

Po przeprowadzonych analizach stwierdza si¢, ze N-postawienie wynosi 83% (brak drugiego
punktu przegigcia w przeprowadzonym miareczkowaniu potencjometrycznym, ktoéry odpowiadalby
wolnym grupom aminowym w czasteczce — wszystkie grupy -NH, zostaly podstawione), a zatem
O-postawienie wynosi 17%. W pracy [153], na postawie ktdrej przeprowadzono syntez¢ na potrzebe

pracy doktorskiej DQ otrzymanej pochodnej wynosit 130%.
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Rysunek 19. Krzywa miareczkowania konduktometrycznego dla otrzymanej pochodnej HACC w celu
wyznaczenia jej DQ.

4. Modyfikacja chitozanu - reakcje karboksymetylowania

Karboksymetylochitozan (CMC) to polimer, ktory nalezy do grupy polielektrolitow
amfoterycznych, poniewaz zawiera w lancuchu dwa rodzaje grup funkcyjnych: zasadowe grupy
aminowe i kwasowe grupy karboksylowe. CMC jest rozpuszczalny w szerokim zakresie pH, a jego
zaletg jest aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, zdolno$¢ tworzenia filmu oraz niska toksyczno$¢ [164].
Migjscami reaktywnymi dla karboksymetylacji chitozanu sg grupy aminowe i hydroksylowe obecne
w jego tancuchach. W zaleznosci od warunkow reakcji karboksymetylowania otrzymuje si¢
O-, N-, N,O- lub N,N-podstawione pochodne (Rysunek 20), co przedstawia rowniez Tabela 17.
O-CMC otrzymuje si¢ glownie wowczas, gdy reakcje prowadzi si¢ w temperaturze pokojowe;j,
w zawiesinie izopropanol/woda w obecno$ci kwasu monochlorooctowego i wodorotlenku sodu. Gdy
reakcja jest prowadzona w wyzszych temperaturach to otrzymuje si¢ N- i N,O-CMC. N-CMC mozna
otrzyma¢ réwniez w reakcji chitozanu z kwasem glioksalowym, a nastepnie redukcje za pomoca

cyjanowodorku sodu.
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Rysunek 20. a) O-karboksymetylochitozan (O-CMC), b) N-karboksymetylochitozan (N-CMC),
¢) N,O-karboksymetylochitozan (N,0O-CMC), d) N,N-karboksymetylochitozan (N,N-CMC).
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Tabela 17. Metody otrzymywania karboksymetylochitozanu za pomocg kwasu monochlorooctowego.

Wiasciwosci chitozanu

Stosunek molowy Czas reakcji

Temperatura

DS

['\S/V:nol] [[(’,2] CS:CH:CICOOH  [h] °C] Rozpuszezalnik (rodzaj podstawienia) "
1,0-1,5-10° 85 1:6 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 2.1 (N,0-CMC)

0.6 (N-CMC)
3,0-5,0-10* 85 1:3 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 2.2 (N,0-CMC)

0.7 (N-CMC)
0,7-1,0-10° 85 1:6 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 1.1 (N,0-CMC) [165]

0,4 (N-CMC)
2,5-4,0-10* 85 1:3 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 1.4 (N,0-CMC)

0.3 (N-CMC)
1,2-1,7-108 85 1:6 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 1.0 (N,0-CMC)

0.3 (N-CMC)
b.d. b.d. 1:4,3-1:8,6 3,5, 7lub10 pokojowa izopropanol 0,52-1,44 (N,0-CMC) [166]
b.d. 90 1:8 0,15-0,3 60-100 brak (promieniowanie mikrofalowe) 0,07-0,89 (N,0-CMC) [167]
1,9-3,1-10° 75-85 1:2 4 25 izopropanol:woda (8:2 v/v) b.d. [168]
4,0-105 90 1:2,6 4 0-60 izopropanol:woda (1:10-0:10) 0,012-0,998 (O-CMC) [169]
0,5-10,8-10° 74-90 1:2 3 60 izopropanol 0,48-0,98 (N,0-CMC) [170]
0,5-10,8-10° 74-90 1:2 5-24 0-30 woda 0,42-0,73 (O-CMC)
3,18:10° 73,6 1:100 4 65 izopropanol 0,48 (O-CMC) [171]
8,8:10° 97 1:2 2 65 izopropanol 0,45 (b.d.) [172]
b.d. 85 1:1-4 0,6-6 pokojowa izopropanol:woda (8:2,v/v) 0,24-0,96 (b.d.) [173]
6,7-10* 76 1:3 4 65 izopropanol 0,81 (N,0-CMC) [174]
b.d. 76 1:3 4 65 izopropanol 0,64 (b.d) [175]
b.d. >90 1:2,6 4 60 izopropanol:woda (8:2, v/v) 0,99 (N,0-CMC) [176]
srednia 77 1:2 4 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 0,67 (O-CMC) [177]
srednia 75-85 1:2,6 4-5 50-60 izopropanol:woda (8:2, v/v) 3,74-5,07 (N,0-CMC) [178]

b.d. — brak danych
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N,0-CMC przygotowano zgodnie z praca [176] z niewielkimi modyfikacjami. Reakcji poddano
chitozan firmy Sigma (Mw: 50 000 — 190 000, DD=83%). Stosunek molowy chitozanu do kwasu
monochlorooctowego wynosit 1:2,6. Jako $rodowisko reakcji zastosowano mieszaning
izopropanol:woda (8:2, v/v) oraz NaOH w celu specznienia i alkalizacji. Reakcj¢ prowadzono przez

4 godziny, w 60°C. Otrzymano sol sodowa CMC. Wydajno$¢ reakcji wynosita 73,3%.

Widma FTIR chitozanu i CMC potwierdzity strukture chitozanowej pochodnej (Rysunek 21).
Charakterystyczne pasmo przy ~1599 cm? odpowiadajgce drganiu deformacyjnemu NH, chitozanu
ulegto ostabieniu w widmie CMC. Widmo CMC ma charakterystyczne pasmo przy 1416 cm™, ktore
powstato z asymetrycznych drgan rozciggajacych grupy COO". Obecno$¢ tego pasma wskazuje na
pomyslna substytucje grup karboksymetylowych w tancuchu chitozanu.

chitozan

1

1599 cm-1

Transmitancja, %

1416 cm-1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Liczby falowe, cm-1

Rysunek 21.Widmo FTIR chitozanu (kolor niebieski) i karboksymetylochitozanu (CMC) (kolor
czerwony).

Rysunek 22 przedstawia widmo *H NMR otrzymanego CMC. Modyfikacje strukturalne
wprowadzone przez karboksymetylowanie obserwowano poréwnujagc widma H NMR chitozanu
(Rysunek 15) i otrzymanego CMC (Rysunek 22). Dla CMC podobnie jak dla chitozanu grupe sygnatow
przy 2,08 ppm przypisuje si¢ protonom ugrupowan metylowych nalezacych do grup acetamidowych
(GIcNACc). Dla CMC sygnaty obserwowane w zakresie 3,0-3,3 ppm (oznaczenie Iz na rysunku)
odpowiadaja protonom przy weglu C-2 w pierscieniach GleN (H-2) oraz GIcNAc (H-2’), podczas gdy
sygnat przy 3,35 ppm (l2 na rysunku) odpowiada protonowi przy weglu C-2 w pierscieniu
z N-podstawieniem, GIcN-CH,COOH (H-2’’). Sygnaty migdzy 3,5 a 4,2 ppm (Il na rysunku)
odpowiadaja protonom zwigzanym z atomami wegla C-3, C-4, C-5 i C-6 piranoz oraz protonom z grupy
metylenowej reszty karboksymetylowej. Proton zwigzany z weglem C-1 daje sygnal w zakresie
4,8-5,4 ppm. O wystepowaniu N-karboksymetylacji $wiadcza sygnaty w zakresie 3,3-3,5 ppm w widmie

CMC. H NMR zastosowano do okreslenia stopnia podstawienia (DS, ang. degree of substitution)
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w miejscach hydroksylowych i aminowych chitozanu. Obliczenia wykonano za pomoca wzoréw
nr 11-12, ktore opisano w czesci eksperymentalnej, rozdziat 2.4.2. DS CMC oznaczony za pomocg ‘H
NMR wynosi 108%, przy czym udzial pochodnych mono-O do mono-N wynosi odpowiednio:
0,76:0,32. W pracy [176], na postawie ktorej przeprowadzono syntezg¢ CMC rowniez otrzymano N,O-

CMC, a DS otrzymanej pochodnej wynosit 99%.

2 S CEAEER eas g
w n T ¥ o = - o m momom ~N
[ | i /A 250
140
130
+120
_ = k110
-100
CH
{ oo oy ° OH 90
b & kwas glikolowy PR o = NH ﬁi/
v q N Hi oH N\ 0.
o HDO =023 HO 2 O. : o HO. 80
NH, OH N
ﬂ ” HOij +70
Il o
H s 160
(
(]
;' : | s0
|
L [ N ih -COCH3
|‘ [ ’\ ﬂ | -40
| |/
’ I~ v |
1 i =
|| I H ‘ \ fl 30
L \ 5| 20
fl | | \ N-sub | | |
| ‘\ I 1 l lJ d I |
= VA L [\ \ AR { 10
\ " | |
' /"y “AV ) \
__________,/\/ . I ]¥ _,j ) L
A T e |
g s & 8 T 10
T T T T T T T T T ? T T T T T T T T T T T
60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14

Rysunek 22. Fragment widma 'H NMR w D:O dla otrzymanej karboksymetylochitozanu (CMC).

Z kolei Rysunek 23 przedstawia widmo *C NMR otrzymanego CMC wraz z opisanymi
sygnatami. Sygnat przy 67,7 ppm przypisuje si¢ weglowi -CH»- kwasu glikolowego, ktory w tej syntezie

powstat jako produkt uboczny.
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Rysunek 23. Widmo *C NMR w DO dla karboksymetylochitozanu (CMC).

5. Otrzymywanie koacerwatow

Historycznie, stowo ,.koacerwat” pochodzi od tacinskiego stowa ,acervus”, ktére oznacza
agregat, a przedrostek ,,co” oznacza potaczenie czastek koloidalnych. Termin ,,koacerwat” oznacza
metastabilng zawiesine kropel bogatych w makrojony. Koacerwacja to zjawisko, w ktorym roztwor
koloidalny rozdziela si¢ na faze bogata w koloid (faza koacerwatu) i faze uboga w koloid (faza
rownowagowa) [179], [180]. W oparciu o uktady polimerowe biorgce udziat w reakcji i mechanizm
rozdziatu faz wyrdznia si¢ dwa rodzaje koacerwacji: koacerwacje prosta i kompleksowa (ztozong).
W koacerwacje prosta zaangazowany jest pojedynczy polimer, a koacerwaty uzyskuje si¢ poprzez
zmian¢ warunkdéw, np. przez zmian¢ roznych parametrow, takich jak dodanie mikrojonow,
odwodnienie, zmiang temperatury czy zmian¢ pH. Koacerwacja kompleksowa obejmuje oddziatywanie
przeciwnie natadowanych polimeréw, zwykle biatek i polisacharydow. Gtéwnym czynnikiem
napedzajacym ten rodzaj koacerwacji jest oddziatywanie elektrostatyczne migdzy naladowanymi
makroczasteczkami obecnymi w medium reakcyjnym [181]. Koacerwacja kompleksowa przeciwnie
naladowanych polielektrolitow moze prowadzi¢ do uzyskania hydrozeli o kontrolowanych
wlasciwo$ciach pod wzgledem elastycznosci i wytrzymatosci [182]. Koacerwacja wykorzystuje

przycigganie elektrostatyczne pomigdzy dwoma polimerami o przeciwnych tadunkach,
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a tworzenie koacerwatow wystepuje w matym zakresie pH. Utworzone koacerwaty to makroskopowe,
podobne do cieczy wodne kondensaty bogate w polijony, ktore sg w rownowadze z wodna faza uboga
w polijony, zwang réwniez supernatantem. W zalezno$ci od skladu chemicznego polijondw
1 warunkéw $rodowiskowych moga rowniez tworzy¢ si¢ kondensaty przypominajace ciala state, zwane

kompleksami polielektrolitowymi.

kationowy biopolimer —anionowy biopolimer

U v

metny roztwor supernatant

/ /

pozostawienie bez
zaklocen lub
odwirowanie

faza koacerwatu

Rysunek 24. Schemat koacerwacji kompleksowej.

Kompleksowe koacerwaty polisacharydowo-biatkowe naleza do wiodacych par uktadow
biopolimeréw, ktére byly stosowane w ciagu ostatnich dziesigcioleci do kapsutkowania wielu
sktadnikow aktywnych [183]. Na koacerwacje kompleksowa migdzy polisacharydem i biatkiem ma
wpltyw wiele waznych parametrow, takich jak stosunek biatka do polisacharydu, pH, sita jonowa
(stezenie soli), catkowite stezenie polimeru, masa czasteczkowa polisacharydéw i biatek [183], [184].
Kapsulkowanie metodg koacerwacji cieszy si¢ ostatnio coraz wigkszym zainteresowaniem ze wzgledu

na praktyczne zastosowania m.in. w rolnictwie czy w przemysle pestycydowym.

Z literatury patentowej znane s3 koacerwaty chitozanu. Dokument patentowy
WO02019054971A2 [185] ujawnia wytwarzanie koacerwatdw chitozanu z kwasem hialuronowym, ktory
ma zastosowanie w inzynierii tkankowej, natomiast dokument patentowy US2020054786A1 [186]
ujawnia wytwarzanie koacerwatéw chitozanu z kwasem hialuronowym - zastosowanie jako
wypelniacze skorne. Kolejny patent US2011059162A1 [187] opisuje tworzenie koacerwatow z kwasem
taninowym jako ujemnie natadowanym elektrolitem — zastosowanie w inzynierii tkankowej, do
dostarczania lekow, do zastosowan przeciwbakteryjnych i/lub przeciwgrzybiczych, do zastosowan
zwigzanych z gojeniem si¢ ran. W kolejnym patencie CN106942703 A [188] do tworzenia koacerwatow

chitozanowych zastosowano zeing, bialko wystepujace w kukurydzy. Chociaz opisano wiele
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przyktadow koacerwatow z chitozanem, to technologia ta ma ograniczenia, ktére sg zwigzane
z wrazliwoscia koacerwatéw na pH, site jonowa i temperature. Gléwnym ograniczeniem zwigzanym
z zastosowaniem chitozanu w tworzeniu koacerwatow jest staba rozpuszczalno$¢ chitozanu w wodzie,

stad konieczne jest stosowanie rozpuszczalnikdw o charakterze kwasowym.

Proponowane, nowe rozwigzanie zaklada wykorzystanie rozpuszczalnych w wodzie
pochodnych chitozanu, otrzymanie koacerwatow na ich bazie i uzycie ich jako biodegradowalnych
komponentéw nawozowych. Do badan wytypowano dwie pochodne chitozanu — czwartorzedowa sol
amoniowg chitozanu (HACC) oraz karboksymetylochitozan (CMC). Takie rozwigzanie nie zostalo do
tej pory zaproponowane ani w literaturze naukowej, ani w patentowej — niniejsza praca doktorska jest
pierwszym doniesieniem na temat koacerwacji wyzej wymienionych pochodnych chitozanu
i zastosowaniu ich jako komponentéw nawozowych. Czwartorzgdowe sole amoniowe chitozanu maja
dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie, wysoka zdolnos¢ zatrzymywania wilgoci oraz poprawiaja dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe. Z literatury wynika, ze czwartorzedowe sole amoniowe chitozanu stosowano
do tworzenia hydrozeli, m.in. z alginianem sodu [189]. Z kolei CMC to rozpuszczalna w wodzie
pochodna chitozanu, ktéora oprocz doskonalej rozpuszczalnosci w wodzie cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem ze wzgledu na zdolno$¢ do tworzenia powlok, a takze wlasciwosci
przeciwbakteryjne. Z literatury wynika, ze CMC byl stosowany do tworzenia koacerwatow z innymi
polimerami, np. z alginianem sodu [190]. Podczas przegladu literaturowego i patentowego nie spotkano
si¢ z probami badan koacerwacji migdzy CMC i HACC. Syntezy wytypowanych pochodnych chitozanu
sa proste do przeprowadzenia, nie wymagaja skomplikowanej aparatury oraz odczynnikow. Zalety
proponowanego rozwigzania to: synteza pochodnych chitozanu z tatwo dostepnych reagentow
z mozliwoscia zwigkszenia skali, proces koacerwacji jest prowadzony w $rodowisku wodnym i nie
wymaga innych rozpuszczalnikéw ani dodatkowych zwigzkéw wspomagajacych, proces koacerwacji

przebiega w temperaturze pokojowej i nie wymaga stosowania czynnikow sieciujacych.

W  przypadku koacerwacji dwoch przeciwnie naladowanych polimerow: kationowej
czwartorzedowej soli amoniowej chitozanu — HACC oraz anionowego CMC, stosunek molowy grup
naladowanych dodatnio i ujemnie w ich tancuchach odgrywa kluczowa rol¢. Podczas zwigkszania
stosunkow molowych kationéw do anionoéw i/lub anionéow do kationow obserwowano rozpuszczenie
koacerwatow i zmniejszenie metnosci roztwordw. Zastosowanie podobnych stosunkéw molowych obu
polimeréw (objetosci zawierajace rownomolowe ilosci pochodnych) powodowalo powstanie bardzo
metnego roztworu, co w efekcie po odwirowaniu prowadzilo do wytworzenia duzej ilosci frakcji
kondensatu (Tabela 18). Otrzymanie koacerwatow potwierdzono wizualnie. Utworzone kompleksy
przedstawia Rysunek 25 — otrzymane mieszaniny CMC:HACC byly bardziej lub mniej mg¢tne.
Zmetnienie roztworow mierzono przez pomiar absorbancji przy 600 nm. Dodatkowo probki
odwirowano i zwazono odwirowane frakcje powstalych koacerwatow — potwierdzono rowniez w ten

sposdb, w ktorych probkach utworzyto si¢ najwiecej koacerwatu.
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Obie pochodne, zar6wno HACC jak i CMC, zostaly zsyntezowane z tego samego chitozanu —

chitozan firmy Sigma, Mw: 50 000 — 190 000 (deklaracja producenta), oznaczona Mw ~ 128 000 (ten

sam substrat uzyty do syntez obu pochodnych).

Tabela 18. Koacerwaty HACC i CMC — sktad mieszanin oraz charakterystyka.

Stosunek . Masa
Na’zwa} objetosciowy (viv)  pH Ab=sorbanCJa koac_erwatu_ p3?
proébki CMC:HACCD: 2 (A =600 nm) E;wwowamu
CMC 10:0 9,70  0,0502 -
K-1 9:1 9,60 0,1489 0,61
K-2 8:2 9,57 0,3807 1,51
K-3 7:3 9,51 1,0178 4,08
K-4 6:4 9,42 2,2831 10,30
K-5 5,5:4,5 9,28 2,7741 11,22
K-6 5:5 9,19 2,6501 10,78
K-7 4:6 8,99 2,4247 10,09
K-8 3:7 8,81 0,6302 2,55
K-9 2:8 8,61 0,2348 0,98
K-10 1:9 8,32 0,1474 0,60
HACC 0:10 7,03 0,0327 -

1) Stezenia uzytych wodnych roztworéw CMC oraz HACC — 1%

2)
3)

DS = 108% (dla CMC), DQ = 105% (dla HACC)

Objetosé catkowita zmieszanych roztwordéw wynosita 20 cm?

Rysunek 25. Utworzone koacerwaty dla mieszanin karboksymetylochitozanu (CMC)
i 2-hydroksypropylo-3-trimetylamoniowego chlorku chitozanu (HACC).
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Dla probek, w ktorych powstato najwigcej koacerwatu (K-4, K-5, K-6, K-7) przeprowadzono
badania chionno$ci wody (Q) — korzystano ze wzoru nr 12, ktory zostal opisany w czeSci
eksperymentalnej. Tabela 19 przedstawia uzyskane wyniki. Probki wykazywaty oczekiwane cechy
hydrozelu fizycznego. Po wysuszeniu produkty byty ciatami stalymi, co umozliwia ich zastosowanie

jako dodatki do komponowania nawozdw statych.

Tabela 19. Badania chtonnosci wody [Q] dla wybranych probek koacerwatow.

Nazwa  Nr Nawazka Nawazka Qsr
prébki  probki suchej probki mokrej prébki Q [%] (SD)
[g] [] [%0]
1 0,5012 1,1821 135,9
K4 2 0,5063 1,1795 1330 1364
3 0,5008 1,2032 140,3 (3.7)
1 0,5102 1,3301 160,7
K5 2 0,5014 1,3522 1697 1628
3 0,5033 1,2986 158,0 6
1 0,5002 1,2501 1499
K6 2 0,5011 1,2995 159,3 1(561;)3
3 0,5018 1,2352 146,2
1 0,5018 1,2012 139,4
K7 2 0,4992 1,1834 137,1 1(::53'5;
3 0,5033 1,1629 131,1

Dla poprawy efektywnosci upraw niezbedna jest w glebie obecnos$¢ zaréwno skladnikow
odzywczych, jak i wody. Potrzebna jest technologia, ktora laczy nawdz ze sktadnikiem magazynujacym
wodg. Istniejg juz CRF/SRF, ktore kontroluja zaréwno uwalnianie sktadnikow nawozowych, jak
i zachowuja duze ilosci wody po nawozeniu, poprawiaja efektywnos¢ wykorzystania skladnikow
odzywczych, poprawiaja retencje wody w glebie i zmniejszenie zuzycia wody. Jednakze ich
zastosowanie jest ograniczone ze wzgledu na to, ze wigkszo$¢ materialdw magazynujacych wodg
wytwarzanych jest na bazie syntetycznych, niedegradowalnych polimerow, gtéwnie poliakrylanow.
Zaletami proponowanego rozwigzania sg: synteza pochodnych chitozanu z fatwo dostepnych reagentow
z mozliwos$cig zwigkszenia skali, proces koacerwacji jest prowadzony w Srodowisku wodnym (nie
wymaga innych rozpuszczalnikoéw, czynnikow sieciujgcych) oraz przebiega w temperaturze pokojowej.
Badania zostaly opublikowane w czasopismie Przemyst chemiczny pt. ,,Fizyczne hydrozele na bazie
pochodnych chitozanu” [191]. Wynalazek zostat zgtoszony do Urzedu Patentowego RP — nr zgtoszenia
P.441708 ,,SposOb otrzymywania koacerwatow na bazie pochodnych chitozanu i zastosowanie

koacerwatow na bazie pochodnych chitozanu”.
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Przeprowadzono rowniez dodatkowe badania — mozliwo$¢ otrzymywania filméw z CMC oraz
HACC oraz koacerwatow CMC/HACC. W tym celu 1% roztwory CMC i HACC oraz uzyskane
mieszaniny koacerwatéw K1-K10 wylewano na szalki Petriego, po czym suszono je w suszarce przez
noc w 40°C, w celu odparowania wody. Po wyciagnigciu z suszarki otrzymano stabilne, cienkie filmy,
ktore zanurzano w wodzie, sprawdzajac ich rozpuszczalnosc. Rozpuszczalnos¢ otrzymanych filméw
w wodzie po 11 7 dniach przedstawia Tabela 20. Najlepsze, nierozpuszczalne w wodzie filmy otrzymano

dla probek K-4, K-5 oraz K-6, co przedstawia Rysunek 26.

a)

b)

probka K-4 probka K-5 probka K-6

Rysunek 26. Badania rozpuszczalnosci otrzymanych folii w wodzie: a) folie przed umieszczeniem
w wodzie, b) folie po zanurzeniu w wodzie (po 7 dniach).

Tabela 20. Rozpuszczalnosé filmow utworzonych w wyniku koacerwacji CMC i HACC.

Nazwa prébki Rozpus.zczalnoéc' filmu Rozpus'zczalnoéc' filmu
po 1 dniu po 7 dniach

CMC rozpuszcza si¢ -

K-1 rozpuszcza si¢ -

K-2 rozpuszcza si¢ -

K-3 TOZpUSZCza Si¢ CZ€SCIOW0  rozpuszcza Si¢

K-4 nie rozpuszcza si¢ nie rozpuszcza si¢

K-5 nie rozpuszcza si¢ nie rozpuszcza sie

K-6 nie rozpuszcza si¢ nie rozpuszcza si¢

K-7 nie rozpuszcza si¢ rozpuszcza si¢ cze$ciowo

K-8 TOZpUSZCza Si¢ CZ€SCIOW0  rozpuszcza Si¢

K-9 roZpuszcza si¢ -

K-10 roZpuszcza si¢ -

HACC roZpuszcza si¢ -
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Sprawdzono réwniez mozliwos$¢ tworzenia koacerwatow poprzez utworzenie filmu z jednej
pochodnej, a nastepnie natrys$nigcie na wysuszony film drugiej pochodnej. Badania te wykonano
w celu sprawdzenia mozliwo$ci tworzenia wielowarstwowych otoczek w procesie wieloetapowej
koacerwacji. W tym celu na szalke Petriego wylano 5 ml 1% wodnego roztworu CMC, wtozono do
suszarki (40°C/noc) w celu wysuszenia, a nastepnie na szalke z uprzednio wysuszonym filmem wylano
5 ml 1% wodnego roztworu HACC. Zaobserwowano tworzenie si¢ koacerwatu. Po wysuszeniu
otrzymanego koacerwatu w suszarce (40°C/noc) otrzymano nierozpuszczalny w wodzie film. Mozliwe
jest zatem wykorzystanie powstatych koacerwatow do otoczkowania nawozdéw poprzez tworzenie
wielowarstwowych otoczek w procesie wieloetapowej koacerwacji, w ktorym dodatkowe warstwy
bylyby dodawane w kolejnych natryskach. Rozwigzanie to zostato przetestowane poprzez natryskiwanie
roztworow pochodnych chitozanu na granulki nawozu (Salmag) — badania te zostaly ujete w czesci

tajnej pracy doktorskiej.

6. Zastosowanie mieszanin glteboko eutektycznych jako plastyfikatorow do

folii chitozanowych

W ostatnich latach poswigcono wiele uwagi badaniom majacym na celu zastgpienie tworzyw
sztucznych na bazie surowcow z ropy naftowej w optacalny sposdb materiatami biodegradowalnymi
oferujacymi konkurencyjne wtasciwos$ci mechaniczne. Za najbardziej obiecujace materiaty do tego celu
zostaly uznane biopolimery. Niestety, wykazuja one na ogo6l stabe wlasciwosci mechaniczne
w zakresie przetwarzalno$ci i zastosowania koncowego ze wzgledu na twardos¢ i kruchoscé.
W celu przezwycig¢zenia tego problemu dodaje si¢ plastyfikatory w celu zapewnienia niezbednej
elastycznosci biopolimerow [105], [113]. W zwigzku z tym zaproponowano procedurg wytwarzania folii
chitozanowych z uzyciem trzech mieszanin DES: chlorek choliny-glikol etylenowy, chlorek cynku-

glikol etylenowy oraz chlorek choliny-mocznik.

Skfadniki wyzej wymienionych DES wykazuja wiele korzystnych wlasciwosci
w zastosowaniach rolniczych [103], [106]. Chlorek choliny odgrywa wazng role w zywieniu zwierzat.
60% chlorek choliny jest znany jako witamina B4, ktora jest organicznym zwigzkiem chemicznym
wspomagajacym prawidtowe funkcjonowanie watroby oraz jest stosowana jako sktadnik pasz dla
zwierzat. Chlorek choliny wspomaga uktad odpornosciowy zwierzat, znany jest rowniez z tego, ze
zwigksza plodno$é, przyspiesza przyrost masy ciata oraz poprawia jakos¢ jaj $cidtkowych. Chlorek
cynku znajduje zastosowanie jako mikronawdz (produkt wykorzystywany do nawozenia, ktory zawiera
potrzebne roslinom mikrosktadniki), szczegdlnie przy nawozeniu kukurydzy — plonotworcze dziatanie
cynku, poprzez lepsze wykorzystanie azotu, przektada si¢ na zwigkszenie dtugosci kolb i ich uziarnienia.

Z kolei mocznik najczesciej stosowany jest jako nawdz — mocznik ma najwyzszg zawarto$¢ azotu
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(ok. 46%) wsrdod innych nawozow. Jest bardzo uniwersalny, poniewaz mozna go stosowac¢ w uprawach
zb6z, warzyw, kwiatow, drzew i krzewow owocowych czy trawnikéw. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze jest
on mniej skuteczny na glebach bardzo kwasnych, silnie zasadowych czy tez §wiezo zwapnowanych.
Mocznik jest higroskopijny, ma rowniez silne dzialanie antyseptyczne, ztuszczajace i regenerujace,
dlatego jest tez szeroko stosowany w kosmetyce. Mocznik jest stosowany jako dodatek do zywnos$ci
(symbol E927b) — stosuje si¢ go jako spoiwo w gumach do zucia i wypiekach, jest stosowany tez jako
srodek brazujacy (ds. w preclach). Ponadto mocznik znajduje si¢ w paszach dla zwierzat, gdyz pomaga
poprawi¢ wchlanianie i trawienie paszy. Grupa Azoty Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A. jest jednym

z najwigkszych producentéw mocznika w Polsce.

Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej koncentruja si¢ na opracowaniu
biodegradowalnej otoczki na bazie chitozanu do nawozow azotowych na bazie azotanu(V) amonu, ktora
pozwolitaby na kontrolowane uwalnianie substancji odzywczych z granul nawozu. W zwiazku
z tym w celu polepszenia wlasciwosci mechanicznych folii/otoczek chitozanowych przygotowano
trzy mieszaniny DES: chlorek choliny-glikol etylenowy (CC:GE) w stosunku molowym 1:2, chlorek
cynku-glikol etylenowy (ZnCl,:GE) w stosunku molowym 1:4 oraz chlorek choliny-mocznik (CC:U)
w stosunku molowym 1:2. Tabela 21 przedstawia wybrane, zmierzone wlasciwosci fizykochemiczne

(lepkosc¢ i gestos¢ w 25°C) dla sporzadzonych DES.

Tabela 21. Wiasciwosci fizykochemiczne sporzqdzonych DES.

DES lepko$é w 25°C gestos$é w 25°C
[mPa-s] [g/cm?]
CC:GE=1:2 47 1,1171
ZnCl;:GE=1:4 478 1,4467
CCu=1:2 1280 1,2024

Dla DES na bazie CC i U odnotowano wysoka lepkos$¢ (1280 mPa-s w 25°C). Eutektyki zawierajace
glikol sa mniej lepkie (Iepkos¢ DES na bazie CC i GE wynosi 47 mPa-s, lepko$¢ DES na bazie ZnCl,:GE

wynosi 478 mPa-s, oba pomiary wykonano w 25°C).

Przygotowano 1,5% roztwory chitozanowe — odpowiednig ilo$¢ chitozanu rozpuszczono w 1%
kwasie octowym. Badaniu poddano dwa chitozany: chitozan firmy Acros Organics (Mw: 90 293, na
podstawie oznaczenia w GA ZAK), dla ktéorego DD wynosit 95,6% oraz chitozan firmy Sigma (Mw:
128 187, na podstawie oznaczenia w GA ZAK), dla ktérego DD wynosit 83%. Folie chitozanowe
przygotowane zostaly przez rozpuszczenie chitozanu w kwasie octowym, wylaniu powstatych
roztworéw (2 ml) na szalki Petriego i wysuszeniu w suszarce. Otrzymane folie chitozanowe (bez
dodatku DES) byly twarde i kruche. Dodatek DES do roztworéw chitozanowych zmienia sztywne,
kruche folie chitozanowe w elastyczne, co potwierdza wiasciwosci plastyfikujace DES (Tabela 22

i Tabela 23).
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Tabela 22. Dodawanie DES do 1,5% r-ru chitozanu firmy Acros Organics (My: 90 293, DD=95,6%,).

DES % wagowy wyglad folii po wysuszeniu rozpuszczalnos¢ folii
dodatku DES do  w suszarce W H20 dest
roztworu
chitozanu
CC.GE=1:2 1 twarda, krucha, nie poci si¢ nietrwala
2 twarda, krucha, nie poci si¢ trwata
3 potkrucha/potelastyczna, nie trwala
poci si¢
4 elastyczna, poci si¢ trwata
5 elastyczna, poci si¢ trwata
10 elastyczna, poci si¢ trwala
ZnClzGE=14 1 twarda, krucha, nie poci si¢ nietrwata
2 twarda, krucha, nie poci si¢ trwata po pierwszym
zalaniu, po drugim zalaniu
rozpuszcza si¢ czesciowo
3 twarda, krucha, nie poci sie trwata
4 twarda, krucha, nie poci si¢ trwala
5 elastyczna, nie poci si¢ trwata
10 elastyczna, nie poci si¢, trwata
popekana
CCu=1:2 2 elastyczna, poci si¢ trwata
(nieznacznie)
4 elastyczna, poci si¢ trwata

W przypadku roztwordéw chitozanowych uzyskanych przez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci

chitozanu firmy Acros (Mw: 90 293, DD = 95,6%) najlepsze folie otrzymano poprzez dodatek:

- 3% DES na bazie CC:GE=1:2 — otrzymane folie sa potkruche/potelastyczne, nie pocg si¢ i sa

trwale po zanurzeniu w wodzie (Rysunek 27a). Dodatek 4% wyzej wymienionego DES powoduje, ze

folie sa elastyczne, rowniez trwate po zanurzeniu w wodzie, ale za to poca sie.

- 5 % DES na bazie ZnCl,:GE=1:4 — otrzymane folie sg elastyczne, nie pocg si¢ i sg trwale po

zanurzeniu w wodzie (Rysunek 27b). Dodatek 10% DES powoduje, ze folia jest elastyczna, nie poci sig,

jest trwata po zanurzeniu w wodzie, ale widac¢ liczne spekania na powierzchni tej folii (Rysunek 27¢).

- zarowno dodatek 2% jak 1 4% DES na bazie CC:U=1:2 powoduje, ze folie sg elastyczne, trwate

po zanurzeniu w wodzie, ale poca si¢ (Rysunek 27d).
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a)

b)

Rysunek 27. Wybrane zdjecia otrzymanych folii chitozanowych (chitozan firmy Acros Organics)

z dodatkiem: a) 3% DES — CC:GE=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia
po zanurzeniu w wodzie); b) 5% DES — ZnCl,:GE=1:4 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodZzie,
po prawej folia po zanurzeniu w wodzie),;c) 10% DES — ZnCl,:GE=1:4, d) 4% DES — CC:U=1.2 (po
lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia po zanurzeniu w wodzie).

Tabela 23. Dodawanie DES do 1,5% r-ru chitozanu firmy Sigma (My: 128 187, DD=83%).

DES % wagowy dodatku  wyglad folii po rozpuszczalno$¢ folii
DES do roztworu wysuszeniu w suszarce W HzOgest
chitozanu

CC.:GE=1:2 1 elastyczna, nie poci si¢  nietrwata
2 elastyczna, nie poci sie  trwala
3 elastyczna, nie poci si¢  trwala
4 elastyczna, poci si¢ trwata
5 elastyczna, poci si¢ trwata
10 elastyczna, poci si¢ trwala

ZnCl:GE =14 1 twarda, nie poci si¢ nietrwala
2 twarda, nie poci si¢ trwata
3 twarda, nie poci si¢ trwata
4 twarda, nie poci si¢ trwala
5 elastyczna, nie poci sie¢  trwala
10 elastyczna, nie poci sie  trwata

CCu=1:2 2 elastyczna, poci si¢ trwata

(nieznacznie)
4 elastyczna, poci si¢ trwala

W przypadku roztwordéw chitozanowych uzyskanych przez rozpuszczenie odpowiedniej ilosci

chitozanu firmy Sigma (Mw: 128 187, DD = 83%) najlepsze folie otrzymano poprzez dodatek:

- 3% DES na bazie CC:GE=1:2 — otrzymane folie sg elastyczne, nie poca si¢ i sa trwale po
zanurzeniu w wodzie (Rysunek 28a). Dodatek 4% wyzej wymienionego DES powoduje, ze folie sa

elastyczne, rowniez trwate po zanurzeniu w wodzie, ale za to poca sie.
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-5%1 10 % DES na bazie ZnCl,:GE=1:4 — otrzymane folie sg elastyczne, nie pocg si¢ i sg trwale

po zanurzeniu w wodzie (Rysunek 28b).

- zarowno dodatek 2% jak 1 4% DES na bazie CC:U=1:2 powoduje, ze folie s3 elastyczne, trwale

po zanurzeniu w wodzie, ale poca si¢ (Rysunek 28c).

a) b)

c)

B
R |
B
Rysunek 28. Wybrane zdjecia otrzymanych folii chitozanowych (chitozan firmy Sigma) z dodatkiem:
a) 3% DES — CC:GE=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia po zanurzeniu
w wodzie); b) 5% DES — ZnCl,: GE=1:4 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia

po zanurzeniu w wodzie);c) 4% DES — CC:U=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po
prawej folia po zanurzeniu w wodzie).

Folie uzyskane z chitozanu z firmy Sigma wydaja si¢ bardziej elastyczne niz folie uzyskane
z chitozanu z firmy Acros, ktore wydajg si¢ mniej elastyczne niz te pierwsze. W zwiazku z tym dla folii
chitozanowej firmy Sigma, ktdra najlepiej rokowala, z dodatkiem 5% DES na bazie ZnCl,:GE (stosunek
molowy 1:4) przeprowadzono badania wlasciwosci mechanicznych folii. Wiasciwosci mechaniczne
folii oznaczono na maszynie wytrzymatosciowej Zwick Roell, ktora znajduje si¢ w Laboratorium
Aplikacyjnym Plastyfikatorow, w Departamencie Rozwoju GA ZAK. Poréwnano parametry:
wytrzymato$¢ na rozcigganie oraz wydhuzenie przy zerwaniu dla folii chitozanowej bez dodatku oraz
z dodatkiem DES. Otrzymane wyniki przedstawia Tabela 24. Wyniki przedstawiajg wartosci Srednie
uzyskane z 3 pomiaréw. Dodatek 5% DES (ZnCl,:GE=1:4) powoduje zmniejszenie wytrzymatosci na
rozciaganie 1 zwigkszenie wydluzenia przy zerwaniu, co potwierdza dobre wlasciwos$ci plastyfikujace
DES. Zmniejszenie wytrzymato$ci na rozciaganie i zwigkszenie wydtuzenia przy zerwaniu uzyskano

réwniez w pracy [115] dla DES na bazie chlorku choliny i kwasu mlekowego.
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Tabela 24. Badania wiasciwosci mechanicznych folii chitozanowej firmy Sigma (My: 128 187) bez oraz
z 5% dodatkiem DES na bazie ZnCl, i GE (stosunek molowy 1:4).

folia chitozanowa bez folia chitozanowa z 5%
dodatku DES dodatkiem DES
wytrzymalo$¢ na rozcigganie [MPa] 30,314 13,0+0,2
wydluzenie przy zerwaniu [%] 13,9+£2,7 25,0£7,3

Warunki procesu, wtasciwosci chitozanu, rodzaj plastyfikatora i stgzenie determinuja
funkcjonalnos$¢ filméw chitozanowych — folie przygotowane bez uzycia plastyfikatora wykazuja stabsze
wlasciwosci mechaniczne/elastyczne niz folie przygotowane z dodatkiem DES jako plastyfikatora.
Badania wykazaty, ze folie chitozanowe, poczatkowo kruche, staty si¢ bardziej elastyczne po dodaniu
DES. Dodatek DES poprawia jednorodnos$¢ i elastycznos$¢ filméw chitozanowych. Efekt zalezy od
zawartosci DES oraz od My, chitozanu. Z przeprowadzonych obserwacji mozna wywnioskowaé, ze
lepiej sprawdza si¢ chitozan o wickszej Mw (chitozan firmy Sigma) — folie chitozanowe sg bardziej
elastyczne niz dla roztworéw chitozanowych powstatych poprzez uzycie chitozanu o mniejszej Mw
(chitozan firmy Acros). Wzrost Mw chitozanu powoduje wzrost lepkosci jego roztwordéw i lepsze
wlasciwosci btonotworcze, co jest zgodne z wynikami opublikowanymi w pracy [146]. W zwigzku
z tym, ze najlepsze folie uzyskano z dodatkiem DES na bazie ZnCl,:GE (mozliwo$¢ dodatku nawet 10%
DES do roztworu chitozanu i uzyskanie elastycznych folii, bez oznak pocenia si¢) w czgéci tajnej pracy

doktorskiej w gléwnym stopniu skupiono si¢ wlasnie na tych roztworach chitozanowych.
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Cze$¢ literaturowa rozprawy doktorskiej obejmuje przeglad doniesien publikacyjnych
z zakresu CRF i SRF oraz biodegradowalnych polimeréw stosowanych do otoczkowania nawozow.
Omowiono zaproponowane w literaturze techniki powlekania nawozow oraz badania szybkosci
wymywania sktadnikéw odzywczych z otoczkowanych nawozow. Nastepnie omowiono budowe,
otrzymywanie, wlasciwos$ci 1 zastosowanie chitozanu w rolnictwie. Zwroécono uwage na jego duza
dostepnos¢, gdyz jest komercyjnie produkowany z naturalnie regenerujacych si¢ zasobow, takich jak
odpady muszli z owocéw morza. Ponadto chitozan charakteryzuje si¢ dobra biodegradacja oraz
korzystnymi wlasciwo$ciami przeciwdrobnoustrojowymi. Glownym czynnikiem ograniczajacym
wykorzystanie chitozanu jest jego staba rozpuszczalno$¢ w wodzie. Wymieniono metody modyfikacji
chitozanu prowadzace do zwigkszenia rozpuszczalno$ci. Omoéwiono literature dotyczaca potencjalnych
mozliwosci wykorzystania hydrozeli chitozanowych w rolnictwie. Poruszono réwniez temat mieszanin
gleboko eutektycznych, ktore moga by¢ stosowane jako plastyfikatory folii chitozanowych.

Przedstawiono klasyfikacj¢ mieszanin gleboko eutektycznych oraz metody ich przygotowania.

Cze$¢ doswiadczalna rozprawy doktorskiej zostata podzielona na dwie czgsci: czgS¢ jawng oraz

czg$¢ tajng. Czes$¢ jawna pracy doktorskiej obejmowata realizacje trzech etapow.

Pierwszy etap to ocena wlasciwosci fizykochemicznych chitozanu. Stopien deacetylacji
determinuje reaktywnos$¢ i rozpuszczalno$¢ polimeru, a jego okreslenie jest jedna z rutynowych analiz
przeprowadzanych w celu kontroli jakosci chitozanéw produkowanych przemystowo. Do oznaczenia
stopnia deacetylacji chitozanu potrzebne sg tanie, proste, ale tez solidne metody i procedury, ktore
mozna zastosowa¢ w zakladzie. W ramach pracy doktorskiej przetestowano i porownano — na tych
samych zestawach probek chitozanu — techniki analityczne dostgpne w Grupie Azoty Zaktady Azotowe
Kedzierzyn S.A. Zastosowano w tym celu miareczkowanie potencjometryczne przy uzyciu trzech
r6znych metod obliczeniowych, dwie rozne metody spektroskopii UV-VIS oraz analize elementarna.
Wyniki poréwnano ze stopniem deacetylacji zadeklarowanym przed producentéw w dostarczonych
certyfikatach/§wiadectwach jako$ci. Dobra zgodno$¢ uzyskanych wynikow za pomoca miareczkowania
potencjometrycznego z deklaracja producenta sugeruje, ze metoda ta moze zosta¢ wykorzystana jako
prosta i doktadna metoda w zastosowaniach przemystowych. Metoda okre§lania stopnia deacetylacji
przez miareczkowanie jest tania, oparta na tatwo dostgpnych odczynnikach i aparaturze. Zastosowania
chitozanu sg nie tylko uzaleznione od stopnia deacetylacji, ale takze od masy molowej. W zwiazku
Z tym oznaczono masy molowe chitozanu za pomoca chromatografii zelowej. Dwa z sposrod trzech
badanych chitozanow nie spetniaty deklarowanych parametroéw — oznaczone masy molowe byly duzo
nizsze niz gwarantowal to producent. Dotyczy to obu chitozanow firmy Acros. Jeden sposrod trzech
badanych chitozanéw — chitozan firmy Sigma, miescit si¢ w deklarowanym przedziale mas podanym

przez producenta. Jak wida¢, konieczne jest okreslenie masy molowej surowca chitozanowego, przed
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przystapieniem do dalszej pracy. Wykonano réwniez badania rozpuszczalnosci chitozanu w trzech
rozpuszczalnikach (kwasie octowym, kwasie mréwkowym oraz w kwasie mlekowym) oraz okreslono
lepko$ci powstatych roztwordéw. Chitozan, dla ktorego zbadana masa molowa byta najmniejsza miat
najmniejsza lepko$¢ dynamiczna, natomiast chitozan, dla ktérego zbadana masa molowa byta

najwicksza miat najwieksza lepko$¢ dynamiczna sposrod wszystkich trzech badanych prébek chitozanu.

W drugim etapie realizacji czgSci jawnej pracy doktorskiej omoéwiono reakcje
czwartorzedowania oraz karboksymetylowania chitozanu. Dokonano przegladu literaturowego metod
syntezy pochodnych chitozanu. Zsyntezowano dwie pochodne chitozanu, ktore sg rozpuszczalne
W wodzie: 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowy chlorek chitozanu (HACO)
i karboksymetylochitozan (CMC) oraz dokonano ich charakteryzacji za pomocg FTIR, NMR. Dla
HACC oznaczono stopien czwartorzedowania (DQ = 98,29% za pomocg 'H NMR, DQ=100% za
pomocg miareczkowania konduktometrycznego — jako alternatywa dla 'H NMR) — otrzymano
N,O-podstawiong pochodna, gdzie N-podstawienie wynosito 83%, natomiast O-podstawienie 17%. Dla
CMC oznaczono stopiefi podstawienia (DS=108% za pomoca 'H NMR), udziat pochodnych mono-O
do mono-N wynosi odpowiednio 0,76:0,32. Zsyntezowane pochodne wykorzystano nastepnie
w przygotowaniu koacerwatéw. Dla otrzymanych koacerwatow przeprowadzono badania chlonnosci
wody — probki wykazywaly oczekiwane cechy hydrozelu fizycznego. Po wysuszeniu koacerwaty byty
ciatami statymi, co umozliwia ich zastosowanie jako dodatki do komponowania nawozéw statych.
Sprawdzono réwniez mozliwo$¢ otrzymywania filmow przez otrzymane koacerwaty — mozliwe jest
wykorzystanie powstalych koacerwatow do otoczkowania nawozow poprzez tworzenie

wielowarstwowych otoczek w procesie wieloetapowej koacerwacji.

Trzeci etap realizacji czg$ci jawnej pracy doktorskiej to opracowanie metod otrzymywania folii
chitozanowych z dodatkiem mieszanin glgboko eutektycznych oraz badania rozpuszczalnosci
otrzymanych folii. W celu polepszenia wtasciwosci folii chitozanowych przygotowano trzy mieszaniny
gleboko eutektyczne: chlorek choliny-glikol etylenowy w stosunku molowym 1:2, chlorek cynku-glikol
etylenowy w stosunku molowym 1:4 oraz chlorek choliny-mocznik w stosunku molowym 1:2. Badania
przeprowadzono dla dwoch chitozandw, ktore roznity si¢ od siebie parametrami (stopniem deacetylacji
oraz masg czasteczkowg). Dla roztworéw chitozanowych z dodatkiem DES, uzyskanych przez
rozpuszczenie w 1% kwasie octowym chitozanu o wyzszej masie molowej (Mw: 128 187), otrzymano
bardziej elastyczne folie, w poréwnaniu do folii wytworzonych na bazie chitozanu o nizszej masie
molowej (Mw: 90 293). Wytypowano najlepsze zawartosci wagowe DES w celu poprawienia jako$ci
folii chitozanowych: 3% dodatku DES (CC:GE=1:2) oraz 5% dodatku DES (ZnCl,:GE=1:4). W obu
przypadkach otrzymano folie elastyczne, bez oznak pocenia. Dla folii chitozanowej z dodatkiem 5%
DES na bazie ZnCl,:GE=1:4 oznaczono wlasciwosci mechaniczne. Dodatek 5% DES (ZnCl,:GE=1:4)
powodowal zmniejszenie wytrzymato$ci na rozcigganie i zwigkszenie wydtuzenia przy zerwaniu, co

potwierdzito dobre wlasciwosci plastyfikujace DES.
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Cze$¢ tajna rozprawy doktorskiej, ktora zostala zamieszczona w osobnej czesci, obejmuje
metody otoczkowania nawozu na bazie azotanu(V) amonu — Salmagu za pomoca zsyntezowanych
pochodnych chitozanu oraz wytypowanych roztwordw chitozanowych z dodatkiem mieszanin gteboko
eutektycznych. Ponadto dokonano charakterystyki otoczkowanych nawozoéw na bazie azotanu(V)
amonu oraz przeprowadzono badania szybkosci wymywania sktadnikow odzywczych z otoczkowanych

nawozdw na bazie azotanu(V) amonu.
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CZESC EKSPERYMENTALNA

1.

1.1.

1.2.

Aparatura oraz odczynniki
Aparatura pomiarowa i sprzet pomocniczy

o laboratoryjny miernik pH i przewodnosci SevenDirect SD23 (Mettler Toledo)

e spektrofotometr dwuwigzkowy UV-VIS Evolution 220 (ThermoSCIENTIFIC)

o analizator CHN/CHNS EuroEA3000 (EuroVector)

e aparat GPC z detektorem refraktometrycznym (Agilent Technologies)

e suszarka laboratoryjna

e waga laboratoryjna z doktadnoscig pomiaréw do 0,0001g

e lepkosciomierz SVM 3001 z podajnikiem probek XSample™630 i kontrolerem
temperatury XSample™Heating Controller (Anton Paar)

e lepkosciomierz VISCOLEAD PRO z przystawka do pomiaru lepkosci matych
obje¢tosci probek (FungilLab)

o spektrofotometr FTIR Nicolet iS10 (ThermoSCIENTIFIC)

o spektrofotometr *H NMR (600 MHz, Varian)

e wirowka laboratoryjna PRO-HOSPITAL PCVS (Centurion Scientific)

o liofilizator Alpha 1-2 LDplus (Martin Christ)

* maszyna wytrzymatosciowa (Zwick Roell)
Odczynniki

e chitozan, masa czasteczkowa: 100 000-300 000 (Acros Organics)
e chitozan, masa czasteczkowa: 600 000-800 000 (Acros Organics)
e chitozan, masa czasteczkowa: 50 000-190 000 (Sigma Aldrich)
e roztwory buforowe (HAMILTON):
- DuraCal Buffer 4,01
- DuraCal Buffer 7,00
- DuraCal Buffer 9,21
e wzorce przewodnosci (Mettler Toledo):
- 1413 uS/cm
- 12,88 mS/cm
e kwas ortofosforowy(V), 85% (VWR Chemicals®)
e kwas octowy, 5% (Chempur)
o kwas mrowkowy, 85% (WARCHEM)
o kwas mlekowy, 85% (Acros Organics)
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e chlorek glicydylotrimetyloamoniowy (GTMAC), techniczny, >90% (Sigma
Aldrich)

e alkohol izopropylowy, 299.7% (VWR Chemicals)

o alkohol etylowy, 96% (POCH)

e kwas monochlorooctowy, cz.d.a. (Chempur)

e wodorotlenek sodu, cz.d.a. (Stanlab)

e kwas solny, 35-38% (Chempur)

e glikol etylenowy bezwodny, 99,8% (Sigma Aldrich)

e chlorek choliny, >98% (Sigma Aldrich)

e mocznik, >99% (Sigma Aldrich)

e chlorek cynku bezwodny, cz.d.a. (Chempur)

2. Opis stosowanych procedur badawczych
2.1.  Oznaczanie stopnia deacetylacji chitozanu
2.1.1. Miareczkowanie potencjometryczne

Odpowiednig ilo$¢ (ok. 0,2 g) uprzednio wysuszonego chitozanu (105°C, 3h) rozpuszczono
w 20 cm® 0,1M HCI i dodano 20 cm? H,O — mieszano przez 30 minut. Nastgpnie dodano kolejne 25 cm?®
H.O i mieszano przez kolejne 30 minut. Zlewke z przygotowanym, analizowanym roztworem,
zawierajacg mieszadetko magnetyczne, umieszczono na ptycie mieszadta magnetycznego. W roztworze
zanurzono ogniwo pomiarowe pH-metru. Nad zlewkg zamocowano biurete z roztworem
miareczkujacym (0,1M NaOH). Po uruchomieniu mieszadta dokonano pierwszego odczytu pH
odpowiadajgcego poczatkowej objetosci titranta Viiganta = 0,0 cm®. Nastepnie dodawano $cisle okre$lone
porcje titranta (0,5 cm?). Po kazdej porcji titranta roztwor dobrze wymieszano, az ustalito si¢ pH, ktore

odczytywano na pH-metrze. Dla kazdej probki chitozanu pomiar wykonano 5 razy.

Stopien deacetylacji analizowanych chitozandéw obliczono za pomoca wzordw [66], [122], [142]:

DD [%] = 2,03 - Va=Vy Wzér 1
’ m+ 0, 0042(V2—V1)

gdzie:
m — masa wysuszonej probki chitozanu [g]
V1, V, — objetosei 0,1 M NaOH odpowiadajace punktom przegiecia [cm?],

2,03 — wspotczynnik wynikajacy z masy czasteczkowej jednostki monomeru chityny,
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0,0042 — wspotczynnik wynikajacy z rdéznicy migdzy masami czasteczkowymi jednostek monomeru
chityny i chitozanu.
AV - Cygon - 107316

DD [%] = 0991 -100% Wzér 2

gdzie:
AV — objetos¢ zuzycia NaOH odpowiednio migdzy dwiema nagtymi zmianami pH [cm?],
Cnaon — stezenie NaOH [mol/dm?],

M — masa wysuszongj probki chitozanu [g].

(C1V1 - Csz) ) 0, 016

DD [%] = 9';‘ 2 -100%

Wzér 3

gdzie:

Ci1 — stezenie HCI [mol/dm?],

C; — stezenie NaOH [mol/dm?],

V1 — objetos¢ HCI [em?],

V> — objeto$é NaOH [cm?],

0,016 — masa czgsteczkowa NH2 w 1 cm?® 0,1M HCI [g],
M — masa wysuszonej probki chitozanu [g],

9,94 - teoretyczny procent NHa.

2.1.2. Metody spektroskopii UV-VIS

Do pomiarow widm UV wzorcow 1 probek wykorzystano spektrofotometr UV-VIS
ThermoSCIENTIFIC Evolution 220. Zakres skanowania: 230-190 nm, szeroko$¢ szczeliny 1 nm.

Zastosowano kuwety o dtugosci drogi optycznej 10 mm.

a) Metoda |

o Przygotowanie krzywej kalibracyjnej

Krzywa kalibracyjng wykonano wykreslajac wartosci pierwszej pochodnej przy 199 nm w funkcji
stezenia GIcNAc. Standardowe roztwory GIcNAc przygotowano w 0,85% H3POjs o stezeniach: 2,5;
10,2; 20,4; 30,6; 40,8; 51,0 ng/cm?®. Jako ciecz odniesienia zastosowano 0,85% HzPO..
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o Przygotowanie probki

Chitozan osuszono (105°C, 3h) i przechowywano w eksykatorze w temperaturze pokojowej do
czasu analizy. Do przygotowania probki zastosowano procedure 3-etapowa. Odpowiednig ilo$¢
chitozanu (ok. 100 mg) ogrzewano w 85% HzPO4 (20 cm?®) przez 40 minut w 60°C przy cigglym
mieszaniu. Po tym czasie, gdy probka calkowicie si¢ rozpuscita, pobrano 1 cm® klarownego roztworu
i rozcienczono do 100 cm® wodg dejonizowang. Rozcienczenie byto konieczne do uzyskania stezenia
chitozanu w zakresie wykrywalnym przez spektrofotometr. Rozcienczony roztwor inkubowano w 60°C
przez 2 godziny przed pomiarem UV. Nastepnie wykonano widma UV-VIS w zakresie 190-230 nm.
Najlepsza regresj¢ liniowa uzyskano przy 199 nm — warto$¢ pierwszej pochodnej przy 199 nm zostata
wybrana do pomiaréw stopnia deacetylacji w tym badaniu. Pomiar dla kazdej probki przeprowadzono

3-krotnie.

W celu obliczenia stopnia deacetylacji korzystano ze wzoru [125]:

my .
203 21 100

my + m; Wzor 4
203,21 161,17

DD [%] = 100 —

gdzie:
m; —masa GIcNAc w 1 cm? roztworu chitozanu, obliczona z krzywej kalibracyjnej [g],
m, —masa GIcN w 1 cm? roztworu chitozanu [g]
m,=M-my
M — masa chitozanu w 1 cm? roztworu [g], ktorg obliczono jako:
MM,
M+M,

M1 — masa stalej probki chitozanu pobranej do analizy [g],
M; — masa 85% H3POs, uzyta do rozpuszczenia probki chitozanu [g],

M3 — masa 1 ml roztworu chitozanowego w stezonym kwasie ortofosforowym(V) [g].

b) Metoda Il

o Przygotowanie krzywej kalibracyjnej

Przygotowano wodne roztwory zawierajace roézne proporcje GleN i GleNAc w 0,1 M HCI —
symulacja probek chitozanu o réznych DD: 49,45%, 58,01%, 68,92%, 71,78%, 77,88%, 83,03%,
90,13%, 93,20%, 98,99%. Zarejestrowano widma UV tych roztworéw. Krzywa kalibracji generowano
przez odniesienie stosunku absorbancja/stgzenie catkowite do stopnia acetylacji (DA). Absorbancje

mierzono przy 201 nm.
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o Przygotowanie probki
Osuszony chitozan (105°C, 3h) odwazono (ok. 6-8 mg) i rozpuszczono w 50 cm? 0,1 M HCI. Nastepnie
wykonano widma UV-VIS w zakresie 190-230 nm. Pomiar dla kazdej probki wykonano 3-krotnie.

Stopien deacetylacji obliczono za pomocg wzoru [126]:

161,1-A-V-C-m> 100%
k-m-42,1-A-V 0 Wzér 5

DD [%] = (1

gdzie:

161,1 — masa czgsteczkowa D-glukozaminy [g/mol]

42,1 — rbéznica miedzy masa czasteczkowg N-acetylo-D-glukozaminy a masg czgsteczkowsg
D-glukozaminy [g/mol]

A — absorbancja przy 201 nm

V — objeto$¢ roztworu [dm?]

M — masa wysuszonej probki chitozanu [mg]

C — przecigcie z osia x na krzywej

k — nachylenie na krzywej.

2.1.3. Analiza elementarna

Analizg ilosciowg probek na zawarto$¢ C i N wykonano za pomocg analizatora CHN/CHNS
EuroEA3000 firmy EuroVector, ktory umozliwia automatyczne, jednoczesne oznaczenie procentowe;j
zawarto$ci wegla, wodoru, azotu i siarki w probkach statych. Zasada dziatania aparatu oparta jest
o metode dynamicznego spalania Dumasa, po ktorej nastgpuje separacja chromatograficzna frakcji
gazowych bedacych wynikiem tego spalania (N2, CO,, H;O, SO;), a nastepnie ich analiza

z wykorzystaniem katarometru. Pomiar dla kazdej probki powtarzano dwukrotnie.

Stopien deacetylacji analizowanych chitozanoéw obliczono ze stosunku wegiel/azot (C/N) za pomoca

wzorow [126], [134]:

i 1 14-C% .
DD [%] = (1= (5 Ty xop — 6))* 100% Wabr 6
C%
Noz — D, 145 .
N% ™ Wzor 7
DD [%]=(1- -1009
%] 6,816 — 5,145 00%

gdzie:
C% - zawartos¢ procentowa wegla w probcee,

N% - zawarto$¢ procentowa azotu w préobcee,
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5,145 - stosunek C/N w calkowicie N-deacetylowanym chitozanie (jednostka powtarzalna CsH1104N),
6,816 - stosunek C/N w chitynie, catkowicie N-acetylowanym polimerze (jednostka powtarzalna
CgH130sN).

2.2.  Oznaczenie masy molowej chitozanu

Badania GPC przeprowadzono na aparacie firmy Agilent Technologies z detektorem RI
(refraktometrycznym). Faze ruchoma stanowit bufor octanowy (pH = 4,3). Przepltyw fazy przez
kolumne wynosit 0,8 ml/min. Temperatura kolumn i detektora wynosita 30°C. Wykorzystano 2 kolumny
Agilent PL aquagel-OH MIXED-H, 300 mm, 8 um. Probki chitozanu rozpuszczano w buforze
octanowym (fazie ruchomej), pozostawiano na noc, aby utatwic rozpuszczenie. Aparat skalibrowano za

pomoca wzorcow PEO/PEG.

2.3. Badania rozpuszczalnosci chitozanu, okreslenie lepkosci przygotowanych
roztworow

Odpowiednig ilo$¢ chitozanu rozpuszczono w 20 cm?® 1% kwasu octowego w celu otrzymania
stezen roztworow: 0,010, 0,015, 0,020, 0,025, 0,030, 0,035, 0,040 g/cm’. Adekwatnie przygotowano
roztwory o takich samych stezeniach w 1% kwasie mréwkowym oraz w 1% kwasie mlekowym. Oceng
rozpuszczalno$ci przeprowadzono wizualnie. Pomiary lepkosci przygotowanych roztwordéw
przeprowadzono na aparacie FungilLab — VISCOLEAD PRO z przystawka do pomiaru matych objetosci

probek. Temperature probki (25°C) kontrolowano za pomocg termostatu.

2.4. Otrzymywanie pochodnych chitozanu

2.4.1. Otrzymywanie czwartorzgdowej soli amoniowej chitozanu

10 g chitozanu firmy Sigma (Mw: 50000 - 190 000) dyspergowano
w 225 c¢cm?® alkoholu izopropylowego przez 4 godziny w 60°C w kolbie trojszyjnej o pojemnosci
500 cm?®, wyposazonej w mieszadlo magnetyczne (400 rpm). Nastepnie 50 g chlorku
2,3-epoksypropylotrimetyloamoniowego (GTMAC) rozpuszczono W 75 ¢cm?® HzOgest i Wkroplono do

roztworu. Zawarto$¢ kolby ogrzano do 80-85°C i mieszano przez 24 godziny pod chtodnicg zwrotna.
W celu oczyszczenia produktu wykorzystano dwie rézne metody:

)] Otrzymany produkt po zakonczeniu reakcji odsgczono. Odwazono 0,0829 g osadu, ktory
rozpuszczono W 5 cm® H;Ogest (C=16,58 mg/cm®). Nastepnie przygotowang probke
przeniesiono do worka dializacyjnego (Spectra/Por®2 Dialysis Membrane MWCO 12-14 kD).
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Worek dializacyjny umieszczono w duzej zlewce z HoOgest (5 dm?®) i codziennie, przez 3 dni

wymieniano wodg. Nastepnie probke poddano liofilizacji w aparacie Christ Alpha 1-2 LDplus.

I1)  Otrzymany produkt po zakonczeniu reakcji odsgczono na zestawie do sgczenia prozniowego,
przemyto 3 krotnie 100 cm?® alkoholu etylowego. Otrzymany osad wysuszono w suszarce
w 40°C, a nastepnie umieszczono go w gilzie i przeprowadzono ekstrakcj¢ Soxhleta
(ekstrakcja trwata 24 godziny), przy uzyciu alkoholu etylowego. Po zakonczeniu ekstrakcji

osad wysuszono w suszarce w 40°C.

W celu potwierdzenia podstawienia grup aminowych w chitozanie wykonano analize *H NMR
oraz przeprowadzono miareczkowanie potencjometryczne. Potwierdzono rowniez strukture
chitozanowej pochodnej za pomocg FTIR. W celu okreslenia stopnia czwartorzgdowania (DQ)

zastosowano miareczkowanie konduktometryczne oraz analiz¢ *H NMR.

a) analizaH NMR
20 mg probki rozpuszczono w 991 ul D20 oraz 16,1 pl DCI i poddano analizie NMR.

Za pomocg '"H NMR oznaczono DD chitozanu, ktory poddano czwartorzedowaniu:

Iy_
DD [%] = H-2 (GIcN) 100
1 Wzoér 8
Iy-2 (Gieny + 3 Lchs (Glenac)

gdzie:
In-2 (Gleny — intensywno$¢é sygnatu protonu H-2 z GIcN

s Glenac) — intensywnos¢ sygnatow protonow H (-COCH3) z grupy GleNAc
Za pomocg '"H NMR oznaczono réwniez DQ otrzymanej pochodne;j:

In+(cHy)s — TH-2 (GIcN)

9 100 Wzér 9

DQI%] =

3 Icns Gienae)  Th-2 @Gien)

gdzie:
T2 (Gieny — Intensywnos$¢é sygnatu protonu H-2 z GIeN, ktora obliczono jako:

1
3’ ICH3 (Glenac) " DD - 0,01

I =
H-2 (GlcN) 1—DD - 0,01
Ichs (Glenac) — Intensywnos¢ sygnatow protonow H (-COCH3) z grupy GleNAc
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b) miareczkowanie potencjometryczne

0,2 g oczyszczonej probki rozpuszczono w 40 ¢m?® H,Ogest. Po calkowitym rozpuszczeniu probki
zmierzono jej pH. Za pomocg 0,1M HCI doprowadzono pH roztworu do warto$ci 2. Nastepnie roztwor

miareczkowano 0,1M NaOH i mierzono pH roztworu po kazdej dodanej porcji NaOH (0,5 cmd).
c) analiza FTIR

Pomiar wykonano metodg pastylki KBr — probke utarto w mozdzierzu z KBr, a nastepnie za
pomocg prasy i pastylkarki wykonano z tej mieszaniny ptaska pastylke. Parametry pomiaru: zakres

400-4000 cm™, rozdzielczo$¢ 4 cm™, ilo§é skanow 64.
d) miareczkowanie konduktometryczne

0,1g oczyszczonej probki rozpuszczono w 100 cm® HyOgest. Przygotowany roztwor
miareczkowano za pomocg 0,017 M AgNO3 i mierzono przewodnosc¢ roztworu po kazdej dodanej porcji
AgNO;s (0,5 cmd).

Stopien czwartorzedowania (DQ) obliczono za pomoca wzoru [153], [160]:

1,7 107> - Vagnos

W, — (1,7 - 1075 - Vago3 * MeTmac)

DQ[%] = 100 Wzér 10

)- DD

gdzie:

W, — nawazka probki

1,7:10° — liczba moli AgNO3; w 1 cm?® roztworu

Vagnos — objetos¢ AgNOs przy najnizszej przewodno$ci dla roztworu
MgeTmac — masa czasteczkowa GTMAC (151 g/mol)

M — masa czasteczkowa glukozaminy (161 g/mol)

Mac — masa czasteczkowa acetylowanej glukozaminy (203 g/mol)

DD — stopien deacetylacji chitozanu

2.4.2. Otrzymywanie soli sodowej karboksymetylochitozanu

10 g chitozanu firmy Sigma (Mw: 50 000 — 190 000) oraz 13,5 g NaOH umieszczono w kolbie
trojszyjnej o pojemnoséci 250 c¢m?®, wyposazonej w mieszadto magnetyczne. Dodano 100 cm?®
rozpuszczalnika (20 cm® H2Ogest i 80 cm? alkoholu izopropylowego). Kolbe umieszczono w czaszy
grzejnej, podtaczono chlodnicg zwrotng i termometr. Utrzymywano grzanie (60°C) i mieszanie
(400 rpm) przez 2 godziny w celu specznienia i alkalizacji. Nastgpnie 15 g kwasu monochlorooctowego
rozpuszczono w 20 cm? alkoholu izopropylowego. Przygotowany roztwor kwasu wkraplano do kolby

przez po6t godziny. Na czas dodawania kwasu wylgczono grzanie, poniewaz temperatura zawarto$ci
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kolby podczas wkraplania kwasu wzrastata — po zakonczeniu wkraplania i ustabilizowaniu temperatury
wlaczono grzanie. Roztwor mieszano w 60°C przez kolejne 4 godziny. Po zakonczeniu syntezy do
roztworu dodano 200 cm?® 70% alkoholu etylowego. Powstaly osad odsaczono pod zmniejszonym
ci$nieniem i przemyto 100 cm? 80% alkoholu etylowego, odsgczono. Nastgpnie osad przemyto 100 cm?®

90% alkoholu etylowego, odsaczono. Otrzymany osad suszono przez 24 godziny w 40°C.

W celu potwierdzenia powstania pochodnej chitozanu wykonano analiz¢ NMR. Potwierdzono

réwniez strukture chitozanowej pochodnej za pomoca FTIR.
a) analiza 'H NMR oraz analiza **C NMR
20 mg probki rozpuszczono w 991 ul D20 oraz 16,1 pl DCI i poddano analizie NMR.
Analiza *H NMR postuzyta rowniez do oznaczenia stopnia podstawienia (DS).
DS dla N,O-CMC obliczono za pomocg wzoroéw [165]:

DS [%] = M -100
N,o-cMmcl70| = I + I3 Wzor 11

gdzie:
I,— intensywno$¢ sygnatu protonu H-2*’
Is — intensywnos¢ sygnatow protonéw H-2 i H-2’
IcH2 — intensywnos$¢ sygnatow protonéw metylenowych w karboksymetylowych grupach, obliczona
jako:
Icyz =11 — [z +13) - 5]
I1 — intensywnos¢ sygnatéw protondéw H-3, H-4, H-5, H-6a,b.

Stopien podstawienia grupy N-karboksylowej obliczono za pomocg wzoru:

I,

DSy_cmc[%] = L+1, -100 Wzor 12

Roéznica migdzy DSy, 0-cmc | DSn-cmc 0dpowiada podstawieniu w pozycji O-.
b) analiza FTIR

Pomiar wykonano metodg pastylki KBr — probke utarto w mozdzierzu z KBr, a nastgpnie za
pomoca prasy i pastylkarki wykonano z tej mieszaniny ptaska pastylke. Parametry pomiaru: zakres

400-4000 cm™, rozdzielczoé¢ 4 cm™, ilo§é skanow 64.
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2.5. Otrzymywanie koacerwatow

Przygotowano 1% wodne roztwory HACC 1 CMC, otrzymane w pkt. 2.4.1 1 2.4.2. Mieszaniny
HACC i CMC otrzymano przez zmieszanie przygotowanych 1% roztworéw wodnych o odpowiednim
udziale objeto$ciowym (Tabela 25). Dla kazdej mieszaniny zmierzono pH. Zmetnienie roztworu
mierzono spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji przy A = 600 nm. Nastepnie wytragcone
kompleksy polielektrolitowe odwirowano na wiréwce laboratoryjnej (6000 rpm, 40 minut), oddzielono

od supernatantu, zwazono.

Dla odwirowanych koacerwatdéw wykonano badania oznaczania chtonnosci wody (Q).
Oznaczanie chtonno$ci wody przeprowadzono grawimetrycznie, wprowadzajac to zlewki o pojemnosci
100 ml odwazke badanej, wysuszonej probki (ok. 0,5 g) oraz 50 g HyOgesr. Zawarto$¢ zlewki
zabezpieczono parafilmem i pozostawiono na 24 godziny. Po wyjeciu specznionej probki z wody,
nadmiar wody usuni¢to za pomocg papierowego recznika, a probke zwazono. Mase pochlonietej wody
w przeliczeniu na 1 g badanej probki obliczono ze wzoru:

Q%] = M 400
)= — Wazér 12

gdzie:
Q — chlonno$¢ wody [%]
m,, — masa mokrej probki/specznionej probki [g],

mg — masa suchej probki [g].

Tabela 25. Skiad mieszanin CMC:HACC.

Nazwa prébki Objetos¢ 1% CMC  Objetosé¢ 1% HACC*

[cm?] [cm?]
K-1 18 2
K-2 16 4
K-3 14 6
K-4 12 8
K-5 11 9
K-6 10 10
K-7 8 12
K-8 6 14
K-9 4 16
K-10 2 18

* HACC po oczyszczaniu metoda IT (ekstrakcja Soxhleta)
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Przeprowadzono rowniez badania mozliwo$ci tworzenia filméw przez koacerwaty CMC
i HACC. W tym celu przygotowano w probowkach typu Eppendorf o pojemnosci 2 cm® mieszaniny
koacerwatow K1-K10 (stosunki objetosciowe CMC:HACC - Tabela 25), a nastgpnie wylewano
roztwory mieszanin na szalki Petriego, po czym umieszczono je w suszarce (40°C/noc) w celu
odparowania wody. Po odparowaniu wody otrzymano stabilne, cienkie filmy. Sprawdzono
rozpuszczalno$¢ otrzymanych filméow w wodzie. W tym celu przygotowane filmy umieszczano
w zlewce o pojemnosci 50 cm®, a nastgpnie wlewano do niej 10 cm?® HyOgesr. Zawarto$¢ zlewki

zabezpieczono parafilmem i pozostawiono do obserwacji na 7 dni.

2.6. Otrzymywanie mieszanin gleboko eutektycznych, modyfikacja

roztworow chitozanowych za pomocg mieszanin gteboko eutektycznych

Przygotowanie mieszaniny gleboko eutektycznej na bazie chlorku choliny i glikolu etylenowego

Do zlewki o pojemno$ci 500 cm?® odwazono 139,62 g CC (osuszonego uprzednio w suszarce
w temperaturze 70°C/24h) oraz 124,14 g GE, uzyskujac stosunek molowy skladnikow CC:GE=1:2.
Intensywnie mieszano zawarto$¢ zlewki i ogrzewano w tazni olejowej w temperaturze 90°C, az do
uzyskania jednorodnej cieczy. Otrzymang mieszaning eutektyczng schlodzono nastgpnie do temperatury
pokojowej i uzywano bez dalszego oczyszczania. Dla otrzymanej mieszaniny zmierzono lepko$¢ oraz

gestos¢ w temperaturze 25°C.

Przygotowanie mieszaniny gleboko eutektycznej na bazie chlorku cynku i glikolu etylenowego

Do zlewki o pojemno$ci 500 ¢cm® odwazono 136,29 g ZnCl, oraz 248,28 g GE, uzyskujac
stosunek molowy sktadnikow ZnCl.:GE=1:4. Intensywnie mieszano zawarto$¢ zlewki i ogrzewano
w lazni olejowej w temperaturze 90°C, az do uzyskania jednorodnej cieczy. Otrzymang mieszaning
eutektyczng schtodzono nastepnie do temperatury pokojowej i uzywano bez dalszego oczyszczania. Dla

otrzymanej mieszaniny zmierzono lepkos$¢ oraz gestos¢ w temperaturze 25°C.

Przygotowanie mieszaniny gleboko eutektycznej na bazie chlorku choliny i mocznika

Do zlewki o pojemnos$ci 500 cm® odwazono 139,62 g CC oraz 120,12 g U, uzyskujac stosunek
molowy sktadnikow CC:U=1:2. Intensywnie mieszano zawarto$¢ zlewki i ogrzewano w tazni olejowej
w temperaturze 90°C, az do uzyskania jednorodnej cieczy. Otrzymang mieszaning eutektyczng
schlodzono nastepnie do temperatury pokojowej i uzywano bez dalszego oczyszczania. Dla otrzymane;j

mieszaniny zmierzono lepkos$¢ oraz gegstos¢ w temperaturze 25°C.
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Modyfikacja roztworow chitozanowych za pomoca mieszanin gleboko eutektycznych
a) Przygotowanie roztworow chitozanowych o stezeniu 1,5%

- 1,5% roztwor chitozanu firmy Sigma (Mw: 50 000 — 190 000 wg deklaracji producenta, oznaczona
My: 128 187) — do zlewki o pojemnosci 2000 cm? wsypano 15 g chitozanu i dodano 1000 cm® 1% (v/v)
roztworu kwasu octowego. Calo$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 h za pomoca mieszadta

mechanicznego.

- 1,5% roztwér chitozanu firmy Acros (Mw: 600 000 — 800 000 wg deklaracji producenta, oznaczona
My: 90 293) — do zlewki o pojemno$ci 2000 cm? wsypano 15 g chitozanu i dodano 1000 cm?® 1% (v/v)
roztworu kwasu octowego. Cato$¢ mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 h za pomoca mieszadta

mechanicznego.

W celu otrzymania folii pobrano 2 cm® kazdego z roztworu, wylano na szalki i wlozono do suszarki
(40°C/noc). Nastepnego dnia wyjeto wysuszone folie z suszarki, obserwowano ich wyglad. Wykonano

proby rozpuszcezalno$ci w wodzie — folie zalano 25 ¢cm?® H>Ogest, oObserwowano ich wyglad.
b) Przygotowanie roztworow chitozanowych o stezeniu 1,5% z dodatkiem DES

Do przygotowanych 1,5% roztwordw chitozanowych dodano przygotowany DES w ilosci 1, 2,
3,4,5110% wag. (dla CC:GE=1:2 oraz dla ZnCl,:GE=1:4) oraz 2 i 4% wag. (dla CC:U=1:2) Roztwory
mieszano na mieszadle magnetycznym do uzyskania jednorodnych cieczy, nastepnie pobierano po
2 ¢cm® wymieszanego roztworu, wylewano na szalke i wktadano do suszarki (40°C/noc). Nastepnego
dnia wyjmowano wysuszone folie z suszarki, obserwowano ich wyglad. Wykonano proby
rozpuszczalno$ci w wodzie — folie zalano 25 ¢m?® HOgest, Obserwowano ich wyglad. Po catkowitym

odparowaniu wody kolejny raz folie/pozostatosci folii zalano 25 cm® HoOgest.
c¢) Badanie wtasciwosci mechanicznych folii chitozanowych przed i po modyfikacji za pomocg DES

Wiasciwosci mechaniczne folii reprezentowane przez wytrzymato§¢ na rozcigganie
i wydtuzenie przy zerwaniu oznaczono na maszynie wytrzymatosciowej Zwick Roell wyposazone;j
w odpowiednie uchwyty do préb rozciagania w oparciu o0 norm¢ PN-EN ISO 527-3:2019-01. Folie byly
poddawane sitom rozciaggania przy predkosci badania 50 mm/min, odlegto$¢ uchwytdéw przy pozycji
startowej: 57,76 mm. Badania zostaly wykonane w Departamencie Rozwoju Grupy Azoty Kedzierzyn,

w Laboratorium Aplikacyjnym Plastyfikatoréw (IC-3).
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SPIS RYSUNKOW ORAZ TABEL

Spis rysunkéw

Rysunek 1. Schemat ideowy otrzymywania chityny i chitozanu.
Rysunek 2. Struktura (a) chityny i (b) chitozanu.

Rysunek 3. Podziat patentéw na lata, na podstawie bazy patentow Espacenet pod hastem 'otoczki

chitozanowe' oraz 'otoczki chitozanowe i nawozy' [72].

Rysunek 4. Wymagania dla idealnego hydrozelu do stosowania w przemysle rolniczym.
Rysunek 5. Klasyfikacja mieszanin gieboko eutektycznych.

Rysunek 6. Zwiazki zawierajace akceptory wigzan wodorowych (HBA) - przyktady.
Rysunek 7. Zwigzki zawierajgce donory wigzan wodorowych (HBD) - przyktady.

Rysunek 8. a) Przykladowa krzywa miareczkowania dla probki chitozanu nr 1; b) Wyznaczenie punktow

Vi oraz V, metoda pierwszej pochodnej dla probki chitozanu nr 1.

Rysunek 9. Wykres zaleznosci pierwszej pochodnej przy 199 nm wobec stezenia GlcNAc.
Rysunek 10. Krzywa zaleznosci stosunku A/C od DA (201 nm).

Rysunek 11. N,N,N-trimetylochitozan.

Rysunek 12. Czwartorzedowe pochodne chitozanu a) N-podstawiona i b) N, O-podstawiona.

Rysunek 13. Schemat reakcji otrzymywania 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku
chitozanu (HACC).

Rysunek 14. Widmo FTIR chitozanu (kolor niebieski) i 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowy
chlorek chitozanu (HACC) (kolor zielony).

Rysunek 15. Fragment widma 'H NMR w D,O chitozanu (chitozan firmy Sigma, Mw: 50 000 —
190 000).

Rysunek 16. Fragment widma "H NMR w DO dla 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku

chitozanu (HACC) po oczyszczeniu przez dializg.

Rysunek 17. Fragmenty widm 'H NMR w D,O dla 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku
chitozanu (HACC): a) produkt oczyszczony przez dializg, b) produkt oczyszczony w aparacie Soxhleta,

¢) surowy produkt.
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Rysunek 18. a) Krzywa miareczkowania dla probki HACC, b) Wyznaczenie punktu przegi¢cia metoda

pierwszej pochodne;j.
Rysunek 19. Krzywa miareczkowania konduktometrycznego dla otrzymanej pochodnej HACC w celu
wyznaczenia jej DQ.
Rysunek 20. a) O-karboksymetylochitozan (O-CMC), b) N-karboksymetylochitozan (N-CMC), ¢) N,O-

karboksymetylochitozan (N, O-CMC), d) N, N-karboksymetylochitozan (N, N-CMC).

Rysunek 21.Widmo FTIR chitozanu (kolor niebieski) i karboksymetylochitozanu (CMC) (kolor

czerwony).

Rysunek 22. Fragment widma 'H NMR w D,0 dla karboksymetylochitozanu (CMC).
Rysunek 23. Widmo *C NMR w DO dla karboksymetylochitozanu (CMC).
Rysunek 24. Schemat koacerwacji kompleksowe;j.

Rysunek 25. Utworzone koacerwaty dla mieszanin karboksymetylochitozanu (CMC)

i 2-hydroksypropylo-3-trimetylamoniowego chlorku chitozanu (HACC).

Rysunek 26. Badania rozpuszczalno$ci otrzymanych folii w wodzie: a) folie przed umieszczeniem

w wodzie, b) folie po zanurzeniu w wodzie (po 7 dniach).

Rysunek 27. Wybrane zdjgcia otrzymanych folii chitozanowych (chitozan firmy Acros Organics)
z dodatkiem: a) 3% DES — CC:GE=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawe;j folia po
zanurzeniu w wodzie); b) 5% DES — ZnCl,:GE=1:4 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po
prawej folia po zanurzeniu w wodzie); ¢) 10% DES — ZnCl12:GE=1:4; d) 4% DES — CC:U=1:2 (po lewej

folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia po zanurzeniu w wodzie).

Rysunek 28. Wybrane zdjgcia otrzymanych folii chitozanowych (chitozan firmy Sigma) z dodatkiem:
a) 3% DES — CC:GE=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia po zanurzeniu
w wodzie); b) 5% DES — ZnCl,:GE=1:4 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia
po zanurzeniu w wodzie); ¢) 4% DES — CC:U=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po

prawej folia po zanurzeniu w wodzie).

Spis tabel

Tabela 1. Zalety 1 wady polimeréw biodegradowalnych stosowanych do otoczkowania nawozow.
Tabela 2. Podsumowanie technik powlekania nawozow.
Tabela 3. Badanie szybkosci uwalniania sktadnikow odzywczych z otoczkowanych nawozow.

Tabela 4. Sposoby modyfikacji chitozanu.
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GTMAC.
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STRESZCZENIE

Grupa Azoty Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A. jest znaczacym producentem granulowanych
nawozow saletrzanych, ale konieczne sa dalsze dziatania zmierzajace do usprawnienia procesow
produkcyjnych oraz poprawy jakosci produktow. Zwigkszone zapotrzebowanie na zywnos¢ wymaga
intensyfikacji ptodow rolnych, jednak nadmierna chemizacja w rolnictwie przyczynia si¢ takze do
negatywnych zjawisk takich jak eutrofizacja, efekt cieplarniany czy wysalanie gleb. Przenawozenie gleb
przyczynia si¢ do przedostawania sktadnikow pokarmowych do wod gruntowych rzek i zbiornikéw
wodnych. W celu ztagodzenia tych probleméw wprowadzane sa nawozy o kontrolowanym
i spowolnionym uwalnianiu (CRF i SRF). Jednym ze sposobéw wytwarzania CRF jest otoczkowanie
nawozow — natryskiwanie warstwy lub kilku warstw materialu otoczkujacego na powierzchni¢ nawozu,

w celu utworzenia otoczki o niskiej przepuszczalnosci.

Celem rozprawy doktorskiej bylo opracowanie biodegradowalnej otoczki, z materiatow
przyjaznych dla $rodowiska, ktore moga zapewni¢ lepsza wydajnos¢ w kontrolowaniu szybkosci
uwalniania. W takich zastosowaniach zainteresowanie wzbudzil chitozan i jego pochodne, ktore
wykazuja dobra biodegradacj¢. Ponadto chitozan ma wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i moze by¢
komercyjnie produkowany z naturalnie regenerujacych si¢ zasobow, takich jak odpady muszli z owocow

morza.

Cze$¢ literaturowa rozprawy doktorskiej obejmuje przeglad doniesien publikacyjnych z zakresu
CRF i SRF oraz biodegradowalnych polimeréw stosowanych do otoczkowania nawozow. Omowiono
techniki powlekania nawozéw oraz badania szybkosci wymywania sktadnikow odzywczych
z otoczkowanych nawozow. Nastepnie scharakteryzowano wilasciwosci chitozanu i jego zastosowanie
w rolnictwie. Poruszono réwniez temat mieszanin glgboko eutektycznych, ktore mogg by¢ stosowane

jako plastyfikatory folii chitozanowych.

Cze$¢ doswiadczalna rozprawy doktorskiej zostata podzielona na dwie czg$ci: czg$¢ jawnag oraz
cze$¢ tajng. Czgs¢ jawna pracy doktorskiej obejmowata realizacj¢ trzech etapow: (1) oceng wlasciwosci
fizykochemicznych chitozanu, (2) syntez¢ pochodnych chitozanu: 2-hydroksypropylo-3-
trimetyloamoniowego chlorku chitozanu (HACC) i karboksymetylochitozanu (CMC) oraz ich
charakterystyke, (3) opracowanie metod otrzymywania folii chitozanowych z dodatkiem mieszanin

gleboko eutektycznych.

Cze$¢ tajna rozprawy doktorskiej, ktora zostata zamieszczona w osobnej czgséci, obejmuje
metody otoczkowania nawozu na bazie azotanu(V) amonu — Salmagu za pomocg zsyntezowanych
pochodnych chitozanu oraz roztwordéw chitozanu z dodatkiem mieszanin gleboko eutektycznych,
charakterystyke otoczkowanych nawozow oraz badanie szybkosci wymywania sktadnikow odzywczych

z otoczkowanych nawozow.
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SUMMARY

Grupa Azoty Zaktady Azotowe Kedzierzyn S.A. is a significant manufacturer of granulated
nitrate fertilizers, but further efforts are needed to streamline production processes and improve product
guality. The increased demand for food requires the intensification of agricultural products, but
excessive use of chemicals in agriculture also contributes to negative phenomena such as eutrophication,
the greenhouse effect and soil salting. Overfertilization of soil contributes to the penetration of nutrients
into the groundwater of rivers and water reservoirs. To alleviate these problems, controlled and slow
release fertilizers (CRF and SRF) are being introduced. One way to produce CRF is to encapsulate
fertilizers - spraying a layer or several layers of encapsulating material onto the surface of the fertilizer

to create a low permeability coating.

The aim of the doctoral dissertation was to develop a biodegradable shell, made of
environmentally friendly materials, which can provide better performance in controlling the rate of
release. In such applications, chitosan and its derivatives, which show good biodegradability have
aroused interest. In addition, chitosan has antimicrobial properties and can be commercially produced
from naturally regenerating resources such as seafood shell waste.

The literature part of the doctoral dissertation includes a review of publications in the field of
CRF and SRF and biodegradable polymers used to coat fertilizers. The techniques of coating fertilizers
proposed in the literature and the study of the release rate of nutrients from coated fertilizers are
discussed. Then, the properties of chitosan and its use in agriculture were characterized. The topic of

deep eutectic mixtures that can be used as plasticizers of chitosan films was also discussed.

The experimental part of the doctoral dissertation was divided into two parts: the open part and
the confident part. The open part of the doctoral dissertation involved the implementation of three stages:
(1) assessment of the physicochemical properties of chitosan, (2) synthesis of chitosan derivatives:
2-hydroxypropyl-3-trimethylammonium chitosan chloride (HACC) and carboxymethyl chitosan (CMC)
and their characterization, (3) development of methods obtaining chitosan films with the addition of

deep eutectic mixtures.

The confident part of the doctoral dissertation, which has been included in a separate part, covers
the methods of encapsulating fertilizers based on ammonium nitrate(V) - Salmag with the use of
synthesized derivatives of chitosan and chitosan solutions with the addition of deep eutectic mixtures,
characteristics of encapsulated fertilizers and testing the release rate of nutrients from encapsulated

fertilizers.
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