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Wykaz stosowanych skrétow

Cs — chitozan,

S — skrobia kukurydziana,

DNS - kwas 3,5 dinitrosalicylowy,

AGP - a-1-kwasna glikoproteina,

Cs-FPBA-R - chitozan modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym
Z utworzeniem wigzania aminowego,

Cs-FPBA - chitozan modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym z utworzeniem
wigzania iminowego,

DAC- chitozan dialdehydowy,

DACs-PBA - chitozan dialdehydowy modyfikowany kwasem 3-aminofenyloboronowym,
CMCs — karboksymetylochitozan,

CMCs-PBA - karboksylometylochitozan modyfikowany kwasem
3-aminofenyloboronowym

Csl - chitozan z jedng odsunieta grupg aminowa w jednostce glikozydowej,

Cs1-FPBA - chitozan z jedna odsunigta grupg aminowg w jednostce glikozydowej
modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym,

Cs2 - chitozan z dwoma odsunigtymi grupami aminowymi w jednostce glikozydowej,
Cs2-FPBA - chitozan z dwoma odsunig¢tymi grupami aminowymi w jednostce
glikozydowej

modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym,

Cs3 - chitozan z trzema odsuni¢tymi grupami aminowymi w jednostce glikozydowej,
Cs3-FPBA - chitozan z trzema odsunigtymi grupami aminowymi w jednostce
glikozydowej modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym,

DAS - skrobia dialdehydowa,

DAS-PBA - skrobia dialdehydowa modyfikowana kwasem 3-aminofenyloboronowym,
CMS - karboksymetyloskrobia,

CMS-PBA - karboksymetyloskrobia modyfikowana kwasem 3-aminofenyloboronowym
Cs-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem,

Cs-FPBA-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem modyfikowane kwasem
4-formylofenyloboronowym z utworzeniem wigzania iminowego,

Cs-FPBA-R-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem modyfikowane

kwasem 4-formylofenyloboronowym z utworzeniem wigzania aminowego,
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DCs-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem dialdehydowym,
DACs-PBA-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem dialdehydowym
modyfikowane kwasem 3-aminofenyloboronowym,

CMCs-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte karboksymetylochitozanem,
CMCs-PBA-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte karboksymetylochitozanem
modyfikowane kwasem 3-aminofenyloboronowym,

Cs1-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z jedng odsuni¢ta grupa
aminowg w jednostce glikozydowej,

Cs1-FPBA-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z jedng odsunigtg grupa
aminowa w jednostce glikozydowej modyfikowane kwasem 4-formylofenyloboronowym,
Cs2-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z dwoma odsunigtymi grupami
aminowymi w jednostce glikozydowej,

Cs2-FPBA-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z dwoma odsunigtymi
grupami  aminowymi w  jednostce  glikozydowej = modyfikowane  kwasem
4-formylofenyloboronowym,

Cs3-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z trzema odsuni¢tmi grupami
aminowymi w jednostce glikozydowej,

Cs3-FPBA-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z trzema odsunietymi
grupami  aminowymi  w  jednostce  glikozydowej  modyfikowane  kwasem
4-formylofenyloboronowym,

S-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokrytye skrobia,

DAS-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte skrobig dialdehydowa,
DAS-PBA-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte skrobig dialdehydowa
modyfikowane kwasem 3-aminofenyloboronowym,

CMS-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte karboksymetyloskrobia,
CMS-PBA-MNPs - nanoczastki magnetyczne pokryte karboksymetyloskrobig
modyfikowane kwasem 3-aminofenyloboronowym,

sulfo-NHS - N-hydroksysulfosukcynimid,

EDC - chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu,

OVA - albumina jaja kurzego,

Trf - transferryna,

Lyz - lizozym,

Cyt C - cytochrom ¢ pozyskany z serca konia,
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BSA - albumina surowicy bydlece;,

BHDb - hemoglobina bydleca,

HRP - peroksydaza chrzanowa,

MPS - 3-(metakryloiloksy)propylotrimetoksylosilan,
GLYMO - 3-glicydoksypropylotrimetoksysilan,
DPP - polimeryzacja destylacyjno-precypitacyjna,
PEI — polietylenoimina,

DFFPBA - 2, 4- kwas difluoro-3-formylo-fenyloboronowy,
PBA - kwas 3-aminofenyloboronowy,

TEOS — tetraetoksysilan,

APTES - (3-aminopropylo)trietoksysilan),

DA - stopien deacetylacji,

DS. - stopien podstawienia grupami karboksylowymi,
HILIC - chromatografia cieczowa z interakcjami hydrofilowymi,
Gal — galaktoza,

Glc - glukoza,

Man — mannoza,

NeuAc - kwas N-acetyloneuraminowy,

Fuc - fukoza,

GalNA - N-acetylogalaktozamina,

GIcNA - N-acetyloglukozamina,

Xyl - ksyloza

12
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Wstep

Glownym problemem w pracy z wolnym biatkiem jest trudno$¢ jego oddzielenia
od supernatantu, co wymaga zastosowania takich technik, jak ultrafiltracja [1],
ultrawirowanie [2] 1 mikrodializa [3]. Metody te jednak sa czasochtonne i1 przede
wszystkim ich zastosowanie powoduje jednak pewne straty ilo§ciowe zwigzane z tym, ze
czes$¢ biatka pomimo wszystko zostaje w roztworze. Rozwigzaniem tego problemu moze
by¢ unieruchomienie biatka na stalym nos$niku co w ostatnich latach jest bardzo czesto
stosowane zaroOwno w analityce jak 1 samej izolacji bialek. Immobilizacja wymaga
zastosowania odpowiedniego nosnika, ktory w potaczeniu z biatkiem utworzy uktad.
W literaturze opisanych jest wiele réznych nos$nikéw, ktore mozna wykorzystaé
do wigzania biatek, sposrod ktorych najbardziej obiecujace i efektywne jest zastosowanie
nanoczastek magnetycznych [4-7]. Materialem najczesciej stosowanym w tych aplikacjach
sa nanoczastki magnetytu, ze wzgledu na ich sprawdzone i wydajne metody syntezy.
Zwigzanie biatka na nos$niku magnetycznym pozwala na proste i szybkie oddzielenie
uktadu nanoczgstka—biatko od supernatantu za pomoca przylozonego magnesu [8].

Nosniki biatek osocza poszukiwane sa nie tylko do celow diagnostycznych
I monitorowania przebiegu chorob, ale rowniez do celow badawczych i teraupetycznych.
Ponadto, tego typu uklady mozna réwniez stosowa¢ w kontrolowanym dostarczaniu
srodkow terapeutycznych, w tym lekow dzigki wykorzystaniu ich powinowactwa
do okreslonych biatek osocza [9]. Pozwala to na zwigckszenie stabilnos¢ leku, jego
biodostepnosci oraz ukierunkowana dystrybucj¢ do okreslonych tkanek lub komorek.
Dodatkowo no$niki mozna rowniez stosowa¢ w badaniu parametrow farmakokinetycznych
substancji czynnych takich jak ich stopien wigzania z biatkami osocza. Umozliwia
to zrozumienie w jaki sposob beda one dystrybuowane, metabolizowane i eliminowane
W organizmie a takze na ustalenie dawki terapeutycznej. Badanie zachowania biatek
osocza, ich wigzania lub interakcji z innymi bioligandami jest rownie wazne
dla zrozumienia proceséw biologicznych i mechanizméw chorobowych zachodzacych
w organizmach [10].

Zastosowanie no$nikow pozwalajacych na efektywna immobilizacj¢ biatek osocza
umozliwia zatem zaréwno  stosunkowo latwe wykorzystanie bialek w analizie
farmaceutycznej czy biochemicznej ale takze na precyzyjne dostarczanie lekow
I diagnostyke choréb. Poszukiwanie nowych i efektywnych nosnikow jest zatem wazne

dla rozwoju nauk biomedycznych.
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Czes¢ teoretyczna
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1.Budowa i funkcje biatek

Biatka to zwiazki wielkoczasteczkowe, ktore wystepuja we wszystkich zywych
organizmach (w tym m.in. w wirusach). Sktadaja si¢ z aminokwasoéw potaczonych ze soba
wigzaniami peptydowymi. Wyniku reakcji grupy karboksylowej jednego aminokwasu
z grupg aminowg drugiego aminokwasu, powstaje polipeptyd z jednoczesnym

wydzieleniem czgsteczki wody [11] (Rysunek 1).

a) b)
H H H o H H o H H o H o
| \ 7 \ 7 — \ [ 7
H,N—C—COOH N—C—C\ + /N—C—C\ -~ N—C—C—N—C—C_+ H20
! /1 Cow Wl “on /] LT “oH
R H H H H H H H

Rysunek 1. a) Wzér og6lny aminokwasu; b) reakcja tworzenia wigzania peptydowego

pomiedzy glicyna i alaning [11].

W budowie biatek wyrdznia si¢ cztery struktury, z ktorych kazda jest odmienna
i zalezna od wystepujacych odzialywan miedzy aminokwasami. Pierwsza i najprostsza
strukturg jest struktura pierwszorzedowa (1°). Jest to liniowa sekwencja aminokwasow
potaczonych wigzaniami peptydowymi. Struktura ta jest genetycznie zdeterminowana
przez kolejno$¢ utozenia zasad azotowych w genie kodujacym dane biatko (Rysunek 2a).

W wyniku tworzenia wigzan wodorowych pomiedzy grupa aminowag jednego
aminokwasu, a grupg karboksylowa drugiego, ktore znajduja si¢ blisko siebie w tancuchu
polipeptydowym, powstaje struktura drugorzedowa (11°). Znane sg dwa typy struktury
drugorzedowej: a-helisa (Rysunek 2b) oraz [-kartka zwana rowniez [B-harmonijka
(Rysunek 2c). Struktura a-helisy tworzy si¢ w wyniku prawoskretnego zwinigcia tancucha
polipeptydowego wokoét osi, co umozliwia utworzenie wigzan wodorowych pomiedzy
grupami C=0 oraz N-H, co cztery kolejne aminokwasy [11]. Prowadzi to do
ukierunkowania grup bocznych na zewnatrz helisy. Przykladem biatka o strukturze
a-helisy jest ferrytyna (biatko magazynujace zelazo w organizmie) [12]. Ksztatt f-kartki
wynika z ulozenia tancucha polipeptydowego W plaszczyznie. Struktura ta wystepuje m.in.
w biatkach jedwabiu [11].

Przestrzenne ulozenie wzgledem siebie struktur drugorzedowych tego samego
tancucha polipeptydowego, wywotane wewnatrzczasteczkowym oddziatywaniem
tancuchow bocznych aminokwasoéw, okreslane jest jako struktura trzeciorzedowa (111°).

Koncowa struktura trzeciorzedowa zalezy od sekwencji aminokwasdéw 1 utrzymuje
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si¢ zardbwno dzieki obecnosci wigzan wodorowych i mostkoéw disiarczkowych, jak rowniez
dzieki oddzialywaniom hydrofobowym i silom elektrostatycznym (takim jak:
oddziatywanie jonowe i van der Waalsa) (Rysunek 2d) [1].

Najwyzszy poziom organizacji bialek, obejmujacy wiele tancuchow
polipeptydowych i ich tréjwymiarowe ulozenie, stanowi struktura czwartorzedowa (IV°).
Struktura ta to wzajemne potozenie tancuchow polipeptydowych oraz ewentualnie struktur
niebiatkowych (grup prostetycznych), takich jak np.: cukry w glikoproteinach, lipidy
w lipoproteidach, kwasy nukleinowe w nukleoproteidach, barwniki w chromoproteidach,

czy reszty kwasu fosforowego w fosfoproteidach (Rysunek 2e).

a)

b) ¢) d) e)
o o
W “‘Eﬁ‘i ‘:?\i
e @:%: E% i‘éf‘}s ' ’:’(‘}‘
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Rysunek 2. Schematyczne struktury biatek: a) pierwszorz¢dowa (1°); b) drugorzedowa (11°)
(o-helisa); c) drugorzedowa (II°) (B-kartka); d) trzeciorz¢dowa (III°); €) czwartorzedowa
(Iv°) [11].

Jedna z najwazniejszych funkcji biatek jest funkcja budulcowa. Biatka znajdujg si¢
we wszystkich tkankach ustrojowych - skorze, wlosach, paznokciach, chrzastkach,
migs$niach. Dla przyktadu, kolagen, czy biatko fibrylarne, zapewniaja duza elastycznosé
miegs$ni oraz tkanki kostnej, a histony odgrywaja kluczowa role w upakowaniu DNA
w chromatynie [13]. Biatka petnig rowniez rol¢ enzymow, a takze funkcj¢ transportowo-
magazynujaca [11]. Enzymy sa bardzo silnymi katalizatorami, ktére odpowiadaja
zaregulowanie wszystkich etapow metabolizmu w komorce dzigki specyficznym
wlasciwoéciom [13]. Rowniez przenoszenie matych czasteczek i jondow oraz ich
magazynowanie i wymiana z otoczeniem, zachodzi przy udziale wielu biatek. Przyktadem
takiego bialka jest hemoglobina, ktéra uczestniczy w transporcie tlenu w krwinkach
czerwonych, czy mioglobina (pokrewne biatko), ktora jest odpowiedzialna za transport
tlenu w migéniach. Biatka osocza krwi przenoszg inne, najczgsciej hydrofobowe zwiazki,
jak np. zelazo, ktore transportowane jest przez transferyng, natomiast przechowywane
w watrobie w kompleksie z ferrytyng [13]. Ponadto biatka petnig wazng rolg w procesach

immunologicznych. Immunoglobuliny to biatka o duzej swoistosci, ktore rozpoznaja
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substancje obce dla ustroju chronigc organizm przed antygenami obcymi dla danego
gatunku oraz czynnikami chorobotworczymi - bakteriami lub wirusami [13]. Wazna
funkcja biatek jest rOwniez wytwarzanie i przekazywanie impulsow nerwowych. Reakcja
komoérek receptorowych na specyficzne bodzce przebiega z udzialem bialek
receptorowych. Przyktadem jest biatko fotoreceptorowe - rodopsyna, ktore wystepuje
w komorkach precikowych siatkowki. Receptory, podatne na pobudzenie przez mate
swoiste czasteczki (na przyklad acetylocholing), sa odpowiedzialne za przenoszenie
impulséw W synapsach (czyli potaczeniach migdzy komoérkami nerwowymi) [13]. Funkcje
transkrypcyjne biatek polegaja na kontroli odpowiedniej kolejnosci ekspresji informacji
genetycznej. W organizmach, wzrost i réznicowanie kontroluja biatkowe czynniki wzrostu,

np. czynnik wzrostu nerwu kieruje tworzeniem sieci nerwowej [13].

1.1.Podzial bialek

Biatka charakteryzuja si¢ szeroka réznorodnos$cia, dlatego mozna je sklasyfikowaé
na wiele sposobow. Jednym z najczesciej stosowanych podziatow jest klasyfikacja,
opierajaca si¢ na sktadzie chemicznym, w ktorej wyr6znia si¢ biatka proste oraz ztozone.
Bialka proste, zbudowane wytacznie z aminokwasdéw, mozna podzieli¢ w zaleznos$ci od ich

rozpuszczalno$ci na [1]:

e albuminy — biatka oboj¢tne, ktore wystepuja w ptynach takich jak osocze krwi,
mleko, ptyny tkankowe, oraz w tkankach zwierzecych 1 nasionach roslin. Cechuja
si¢ stosunkowo niewielkimi masami czasteczkowymi oraz dobrg rozpuszczalnos$cia
w wodzie [11],

e protaminy — biatka silnie zasadowe, charakteryzujace si¢ duza zawartoscig argininy
oraz brakiem aminokwasOw zawierajagcych siark¢. Sg rowniez dobrze
rozpuszczalne w wodzie [11],

e globuliny — w ich sktad wchodza wszystkie aminokwasy biatkowe, jednak
ze znaczaca przewaga kwasu asparaginowego 1 kwasu glutaminowego;
W odrdznieniu od albumin sg stabo rozpuszczalne w wodzie, natomiast dobrze
w rozcienczonych roztworach soli [11],

e histony — podobnie jak protaminy, sa silnie zasadowe i dobrze rozpuszczalne
w wodzie; wchodza w sktad chromatyny. W ich sktadzie znajduje si¢ duza ilo$¢

takich aminokwasow jak lizyna i arginina [14],

17


https://pl.wikipedia.org/wiki/Bia%C5%82ka
https://pl.wikipedia.org/wiki/Masa_cz%C4%85steczkowa
https://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatyna
https://pl.wikipedia.org/wiki/Lizyna
https://pl.wikipedia.org/wiki/Arginina

K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

e prolaminy — typowe biatka roslinne wystepujace w nasionach. Charakteryzuja
si¢ duzg zawartoscig glutaminy i proliny. Sg rozpuszczalne w stezonych roztworach
wodnych niskoczasteczkowych alkoholi, np. w 60—70% etanolu [14],

e skleroproteiny — biatka proste o strukturze widkienkowej, stanowiagce podstawowy
materiat budulcowy organizméw zwierzecych, charakteryzujace si¢ duza
zawarto$cig cysteiny i aminokwasow zasadowych oraz kolagenu i elastyny, a takze
proliny i hydroksyproliny. Sg nierozpuszczalne w wodzie i rozcienczonych

roztworach soli [14].

W przeciwienstwie do biatek prostych, biatka zlozone zawieraja dodatkowo

komponenty niebiatkowe. Do bialek zlozonych naleza:

e chromoproteiny — ich grupa prostetyczna pochtania promieniowanie
elektromagnetyczne w zakresie widzialnym (chromofor), dajac w efekcie
zabarwienie. Typowymi chromoforami sg porfiryny, zawierajace atomy metali.
Nalezg tu hemoproteidy (hemoglobina, mioglobina, cytochromy, katalaza,
peroksydaza), zawierajace uktad hemowy oraz flawoproteiny [14],

e fosfoproteiny — grupa biatek 0 charakterze kwasowym, w ktorych grupy
hydroksylowe reszt seryny i treoniny sg zestryfikowane kwasem fosforowym
(przyktadem jest kazeina mleka) [83],

o nukleoproteiny — sktadajace si¢ z biatek zasadowych i kwaséw nukleinowych. Sa to
migdzy innymi rybonukleoproteiny zlokalizowane przede wszystkim
w cytoplazmie,w rybosomach, mikrosomach i mitochondriach [14],

e lipidoproteiny — potaczenia bialek z thuszczami prostymi lub ztozonymi, ktore
odgrywaja wazng role w metabolizmie i transporcie lipidow [14],

e metaloproteiny — grupa prostetyczng w tych biatkach stanowi atom lub atomy
metali, takich jak miedz, wapn, Zelazo itp. Metale sa zwigzane z cze$cig biatkowa
wigzaniem kowalencyjnym [14],

e glikoproteiny — sa biatkami, posiadajacymi kowalencyjnie przytaczone tancuchy

cukrowe [14].

Ze wzgledu na cel pracy, w dalszej czesci szerzej omowiono biatka z grupy glikoprotein.
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1.1.1.Glikoproteiny
Glikoproteiny, jak wspomniano wyzej, naleza do bialek zlozonych, w ktérych

do czesci biatkowej przytaczony jest fancuch oligosacharydowy (Rysunek 3).

~ . §
Oligosacharyd L
-y

y _2:.

r

Polipeptyd

Rysunek 3. Schemat budowy glikoproteiny [14]

Zgodnie z danymi literaturowymi, okoto 50% wszystkich bialek organizmow
eukariotycznych zawiera przylaczone weglowodany, zatem glikozylacja, czyli
enzymatyczne wbudowanie weglowodanéw do bialek jest najczestsza potranslacyjng
modyfikacjg bialek [15,16]. Proces ten zachodzi wewnatrz aparatu Golgiego i retikulum
endoplazmatycznego. Dzieki glikozylacji, biatka zyskuja dodatkowe wlasciwosci,
umozliwiajace im petienie swoich funkcji. Nieprawidtowosci w tym procesie powoduja
cigzkie 1 czgsto nieuleczalne choroby.

Nieenzymatyczna glikozylacja, zwana glikacja, ma natomiast charakter
spontaniczny, ajej nasilenie zalezy od zawartosci cukrow prostych, w tym glukozy
W organizmie. Zjawisko glikacji biatek jest znane od ponad 100 lat. W 1912 roku Louis
Camille Maillard po raz pierwszy opisal reakcje spontanicznego laczenia si¢ aminokwasow
i cukréw prostych, okre$lajac ja jako tzw. reakcje brgzowienia [16,17].

W  budowie tancucha cukrowego glikoprotein moze wystgpowaé wiele
monosacharydow, jednak najczeSciej jest to osiem zwigzkow, takich jak: galaktoza,
glukoza, mannoza, kwas N-acetyloneuraminowy, fukoza, N-acetylogalaktozamina,

N-acetyloglukozamina oraz ksyloza (Rysunek 4) [11,13].
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Rysunek 4. Najwazniejsze cukry wystepujace w ludzkich glikoproteinach: a) galaktoza
(Gal), b) glukoza (Glc), c) kwas N-acetyloneuraminowy (NeuAc) d) mannoza (Man),
e) fukoza (Fuc), f) N-acetyloglukozamina (GIcNA), g) ksyloza (Xyl),
h) N-acetylogalaktozamina (GalNA), [11]

1.1.2.Podzial glikoprotein
Ze wzgledu na sposdb potagczenia reszty cukrowej z biatkiem, wyrdznia si¢ trzy
klasy glikoprotein. Pierwsza klase stanowig biatka, zawierajace wigzanie O-glikozydowe
(wigzane przez tlen), taczace hydroksylowy koniec tancucha seryny lub treoniny z takim
cukrem, jak N-acetylogalaktozoamina (GalNAc-Seryna[Treonina]) (Rysunek 5).
W ludzkich glikoproteinach rozpoznano przynajmniej cztery podklasy wigzania
O-glikozydowego [18]:
e Dominujace wigzanie GalNAc-Seryna (Treonina). Najczesciej reszta Gal lub
NeuAc jest przylaczona do GalNAc, ale stwierdza si¢ duza zmienno$¢ sktadu
i dlugosci  tancuchéw oligosacharydowych. Ten typ wigzania wystepuje

w mucynach [19].
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e Proteoglikany, zawierajace trisacharyd Gal-Gal-Xyl-Seryna (tzw. wigzacy
trisacharyd) [20].

e Kolageny zawierajace wigzanie Gal-hydroksylizyna (Hyl) [21].

e Wiele biatek jadrowych 1 biatek cytozolowych zawiera boczne *lancuchy
zbudowane z pojedynczego GlcNAc, przyltaczonego do reszty seryny lub treoniny
(GIcNACc Seryna[Treonina]) [22].

NH
o
HO 0—CH2—CH
NH
o=< c—0
SERYNA (S)

Rysunek 5. O-wigzanie (N-acetylogalaktozoamina z seryng)

Glikoproteinami, ktore zawieraja duzg ilo$¢ wigzan O-glikozydowych, sg mucyny,
znajdujace si¢ w wydzielinach przewodu pokarmowego, drog oddechowych i droég rodnych
oraz w btonach wielu komorek [11].

Druga klase stanowig biatka zawierajace wigzanie N-glikozydowe (wigzanie przez
azot), taczace azot amidowy asparaginianu i N-acetyloglukozaming (GIcNAc-Asn)
(Rysunek 6).

OH
H

NH 0

|
HO 0 NH—C—CH2—CH
g

ASPARAGINA (Asn)

Rysunek 6. N-wigzanie (N-acetyloglukozoamina z asparaging)
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N-glikany dotgczone sg do atomu azotu grupy amidowej Asparaginy (Asn),
zlokalizowanej w okres$lonej sekwencji Asparagina-X-Seryna/Treonina polipeptydu (X jest
dowolnym aminokwasem z wyjatkiem proliny), podczas gdy O-glikany zwigzane sg przez
reszte N-acetylogalaktozoaminy lub N-acetyloglukozoaminy z grupa hydroksylowa
glownie seryny lub treoniny oraz rzadziej tyrozyny albo histydyny [23,24]. Znane sg trzy
glowne typy N-wigzanych glikoprotein: ztozone (kompleksowe), hybrydowe
oraz glikoproteiny bogate w mannoz¢. Elementem wspdolnym tych klas jest pentasacharyd
MansGIcNAC», przytaczony do asparaginianu, natomiast roznicg jest rodzaj zewnetrznego

rozgalezienia (Rysunek 7) [25-27].
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Rysunek 7. Budowa glownych typoéw oligosacharydow zawierajacych asparaging [28]

Trzecia klasa to biatka taczace grupe karboksylowa koncowego aminokwasu przez
fosforyloetanoloaming z oligosacharydem (glikanem) tacznikowym, ktéry z kolei jest
przylaczony przez glukozoaming (GIcN) do fosfatydyloinozytolu (PI). Klasa ta jest
okreslana jako glikoproteiny zakotwiczone w glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI-
zakotwiczone) (Rysunek 8) [11,29].
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Rysunek 8. Schemat struktury biatka zakotwiczonego w glikozylofosfatydyloinozytolu
(GPI-AP) [30]

1.1.3.Funkcje glikoprotein
Jak juz wczesniej wspomniano, glikoproteiny sg bialkami  powszechnie
wystepujacymi | pelnigcymi rozne funkcje. W Tabeli 1 zestawiono przyktadowe

glikoproteiny oraz funkcje jakie petnig w organizmach zywych.
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Tabela 1. Przyktady glikoprotein oraz petnione przez nie funkcje [11]

Glikoproteina

Funkcja

Mucyna

Transferryna

Ceruloplazmina

Gonadotropina
kosmowkowa

Tyreotropina

Fosfotaza alkaliczna

Lektyny

Tropokolagen
a-1-kwasna
glikoproteina
Immunoglobuliny
Biatko Notch

Sktadnik $liny (nadajacy jej lepko$¢) i zodtci, wystepujacy
rowniez w zotadku oraz jelicie, gdzie chroni ich blony sluzowe
przed dziataniem enzymow trawiennych

Regulujaca stezenie jondéw zelaza w o0soczu  Krwi
I transportujaca je do tkanek

Odpowiedzialna za transport jonéw miedzi w organizmie
czlowieka

Hormon odgrywajacy istotng rolg we wczesnej ciazy,
stymulujacy ciatko zotte

Hormon, ktory pobudza tarczyce do produkcji tyroksyny
i trijodotryroniny

Enzym, ktory usuwa grupy fosforanowe z r6znych zwiazkow
chemicznych

W  ro§linach pelnia funkcje magazynowania cukrow
oraz funkcje ochronne

Prekursor dojrzatego kolagenu

Wiazanie i transport lekow

Funkcja odpornosciowa
Bierze udzial w kontroli proliferacji i roznicowania komorek,

a takze regulacji funkcji komorek krwiotwodrczych

1.1.4.Glikoproteiny w wirusach

Wiele wirusow zawiera glikoproteiny, ktore czesto odgrywaja kluczows rolg

W przyltaczaniu si¢ wirusa do komoérek [11]. Wirusy, pomimo swojej stosunkowo prostej

budowy, wyksztatcity wiele mechanizmoéw, ulatwiajagcych im wykorzystanie struktur

komorek gospodarza. Aby wywota¢ infekcje, wirus musi wprowadzi¢ swoj genom

do wnetrza komorki zywiciela. W procesie rozpoznawania receptorow komoérkowych

I nikania wirusa do komorek gospodarza niezbedne sg biatka powierzchniowe, inaczej

zwane glikoproteinami otoczkowymi [31,32].
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Czesci cukrowe (glikany) glikoprotein otoczki s3 gléwnymi sktadnikami
najbardziej zewnetrznej powierzchni wirusow. Na interakcje patogendw wirusowych z ich
gospodarzami wplywa struktura glikanéw oraz wigzace je receptory [33]. Konformacja
glikoprotein powierzchniowych odpowiada strukturze receptorow komorek gospodarza,
a zatem duza zmienno$¢ sekwencji aminokwasowej bialek powierzchniowych wynika
Z r6znorodnosci wykorzystywanych receptorow. Glikoproteiny otoczkowe majg silne
wiasciwosci immunogenne. Odgrywaja kluczowa rolg w procesie wywolywania infekcji
przez wirusy m.in. z grupy Coronavirinae, takie jak: HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-
NL63, HCoV-HKU1, HCoV-SARS i HCoV-MERS (Rysunek 9), czyli patogeny
wywotujace grozne choroby, przeciwko ktorym obecnie nie ma skutecznej broni w postaci
substancji czynnej zdolnej do ich dezaktywacji oraz zapobiegania namnazaniu i transmisji.
Glikoproteiny wchodza rowniez w sktad wirusa HIV, Eboli, zapalenia watroby typu C
(HCV), Borna, wscieklizny, Epsteina-Barra i wielu innych, powodujacych obecnie
powazne i nieuleczalne choroby [33-35]. W Tabeli 2 zebrano rodzaje glikoprotein

obecnych w wirusach.

Glikoproteina (S)

\\\\\\\\\\\\IUW///////

Q 2 % RNA i bialko N

%,
A\

7)
7T\

Bialko E

S
=
—
Z
%

Otoczka lipidowa

%

Bialko M

Rysunek 9. Schemat budowy wirionu koronawirusa na przyktadzie SARS-CoV-2 [36]
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Tabela 2. Glikoproteiny obecne w wirusach i ich skutki dla zdrowia cztowicka wg danych
Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health Organization — WHO) [35]

Wirus Glikoproteina Skutki
Wirus grypy Hemaglutynina; Wedlug WHO, co roku na grype
neuramiunidaza I zakazenia wirusami grypopodobnymi

choruje od 330 min do 1,575 mld ludzi, 3-
5 mln o0s6b cierpi z powodu jej ostrych

objawow, umiera od 500 tys. do miliona

0sob
SARS-CoV-2 Spike(S) Wedtug danych WHO z dnia 22 listopada
glikoproteina 2022r. na catym $wiecie potwierdzono

ponad 636 miliondow  zgloszonych

przypadkéw, wtym ponad 6 milionow

Zgonow
Wirus zapalenia EliE2 130 do 150 milionéw ludzi zakazonych
watroby typu C na catym $wiecie
HIV gpl120,gp160, gp4l 35 milionéw na catym §wiecie do 2013 r.
Wirus Eboli Spike Biatko do 28 czerwca 2015 r. tacznie 27 550
Gpl-Gp2 potwierdzonych przypadkow
Wirus dengi E (dimer) Wirus dengi zaraza rocznie 50-100

milionéw 0sob na $wiecie
Wirus Chikungunya EliE2 W 2005 roku bylo okoto 1,9 miliona
zgloszonych przypadkéw nad Oceanem

Indyjskim

1.1.5. a-1-kwasna glikoproteina

a-1-kwasna glikoproteina (AGP, ORM), zwana takze orosomukoidem, zaliczana
jest do dodatnich bialek ostrej fazy. Stan zapalny w organizmie powoduje wzrost stezenia
tego biatka 1 stanowi najwcze$niejsza lini¢ obrony organizmu wobec zaburzenia
homeostazy [37]. AGP jest gltdéwnie biosyntetyzowana w watrobie (10 mg/kg/dzien)
i wydzielana do uktadu krazenia [38,39], a jej stezenie w surowicy zdrowego dorostego

cztowieka wynosi 0,55-1,40 g/L [40]. W wielu przypadkach stezenie to jest wyzsze
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Umezczyzn niz u kobiet, jak réwniez zwigksza si¢ wraz z wiekiem. W stanach
patologicznych stezenie AGP zwigksza si¢ o co najmniej 0 25% [37].

Biologiczna rola AGP nie jest w pelni poznana, chociaz opisano jej liczne dziatania,
takie jak hamowanie aktywnos$ci enzymoéw lizosomalnych, rola inhibitora enzymow
proteolitycznych, udzial w procesie krzepnig¢cia krwi poprzez hamowanie lub nasilenie
agregacji ptytek krwi oraz wigzanie i neutralizowanie patogenow [41]. Rownie istotng rola
AGP jest wigzanie i transport substancji pochodzenia endogennego i lekow, gtownie
0 charakterze zasadowym i obojetnym, takich jak: metadon, dyzopiramid, amitriptylinum,
czy lidokaina [40].

Czasteczka AGP jest glikokonjugatem, zawierajacym pojedynczy tancuch
polipeptydowy zlozony z 183 aminokwasow (rdzen bialkowy) i 5 rozgalgzionych
tancuchow glikanowych (cze$s¢ cukrowa), zwigzanych kowalencyjnie wigzaniem
N-glikozydowym z resztami asparaginylowymi (Asp(N)-15, -38, -54, -75, -85) (Rysunek
10) tancucha polipeptydowego. Biatko to zawiera 59% reszt 59% reszt peptydowych i 41%
weglowodanow (z czego okoto 12% to kwasy sjalowe) [41].

Rysunek 10. Powierzchnia AGP z zaznaczonymi pigcioma resztami asparaginylowymi

(N), ktore przez wiazania N-glikozydowe tacza si¢ z grupami polisacharydowymi [37]

Analiza natywnego AGP wyizolowanego z surowicy krwi wykazala, Ze ta
glikoproteina nie jest bialkiem homogenicznym, poniewaz wykazuje polimorfizm
genetyczny w rdzeniu bialkowym i mikroheterogeniczno$¢ czesci cukrowej [42,43].

Genetyczny polimorfizm AGP (ORM) ttumaczony jest obecnoscig trzech roznych genow
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kodujacych to biatko: genu AGP-A, -Bi-B" [44]. Wariant ORM1AGP (ORM1 F1, ORM1
F2 i ORML1 kodowany jest przez trzy allele genu AGP-A) (Rysunek 11 a), natomiast
wariant ORM2 (ORM2 A) kodowany jest przez geny AGP-B/B"(Rysunek 11 b). Réznice
pomiedzy wariantami ORM1 A 1 ORM1 F oraz ORM1 S wynikajg z ro6znic w sekwencji
aminokwasow w tancuchu polipeptydowym [37]. W ogolnej populacji obserwowane
sa najczesciej trzy gtowne fenotypy AGP, ORMI1 F*S/ORM2 A, ORM1 F/ORM2 A
i ORM1 S/ORM2 A. Warianty ORM1 F1 i ORMI1 S wystepuja na catym $wiecie, natomiast
wariant ORM1 F2 jest wspolny dla calej populacji Europejskiej [37]. Wszystkie inne
warianty AGP stanowig mniej niz 1% [45]. Roznice w strukturze [-rzedowej ORM1 F*S
w stosunku do ORM2 A nie majg wplywu na II- i III- -rzgdowa strukture biatka.
B-harmonijka, a-helisa i B-nici sg elementami II-rzedowej struktury AGP, przy czym (-
harmonijka jest elementem dominujacym i stanowi okoto 40% wszystkich elementow

[37,46].

Rysunek 11. Struktury ludzkich wariantow AGP a) F1*S i b) A przy rozdzielczosci
odpowiednio 1,8 A 12,1 A [47]

Miejsca N-glikozylacji AGP (Asn-15, -38, -54, -75, -85) moga taczy¢ dowolny
glikan, pokazany na Rysunku 12 odpowiadajacy réznym stopniom rozgatg¢zienia (bi, tri-

I czteroantenowy) (Rysunek 12) [48].
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Sekwencja aminokwasowa AGP ’

Rysunek 12. Schemat ilustrujacy strukture AGP [47]

AGP zawiera identyczny rdzen pentasacharydowy MansGICNAC: (2 czasteczki N-
acetyloglukozaminy, GIcNAC i 3 czgsteczki mannozy, Man), od ktorego odchodza dwa,
trzy lub cztery lancuchy boczne (GalGIcNAc) zwane antenami, zawierajace jedng
czasteczke GIcNAc 1 jedng czasteczke galaktozy. Pozycje koncowa zajmuje przylaczony
do galaktozy kwas sjalowy (kwas N-acetyloneuraminowy) oraz fukoza przytaczona
do GIcNAc. Okoto 30% kontrolnej ludzkiej surowicy nie zawiera fukozy zwigzanej
Z tancuchem bocznym. Natomiast wysoki stopien fukozylacji zwigzany jest z niskim
stezeniem lub catkowita nieobecnos$cig di-antenowych glikanow, jak rowniez z wysokim
stezeniem glikanow tri/lub tetra-antenowych. Te glikany sg strukturalnie niejednorodne,
ze wzgledu na duzg roznorodnos¢ cukrow koncowych. Jak pokazano na Rysunku 12, kwas
sjalowy jest jednym z typowych cukrow koncowych [5]. Teoretycznie mozliwe
jest powstanie ponad 10° glikoform AGP wynikajacych z réznych kombinacji w budowie
glikanéw przy pigciu miejscach glikozylacji, jednak w normalnej ludzkiej surowicy
wykrywane jest tylko do 20 glikoform AGP.

Ta mikroheterogenicznos¢ AGP $cisle zalezy od aktualnego stanu organizmu.
Wedlug danych literaturowych glikozylacja AGP zmienia si¢ w roznych stanach
fizjologicznych i patologicznych [49-51]. Na przyktad, we wczesnym etapie reakcji ostrej
fazy wystepuje znaczny wzrost dwuantenowych glikoform, jak rowniez wzrost stopnia
3-fukozylacji. Zauwazono rowniez, ze u pacjentdéw z nowotworami (chloniak, guz jajnika
itp.) AGP charakteryzuje si¢ zwickszong Sjalilacjg i fukozylacjg oraz roznymi wzglednymi
proporcjami catkowitych ilosci sekwencji dwu-, trdj- i czteroantenowych [52]. Ponadto,

wiadomo, ze inne stany patologiczne, takie jak przewlekle stany zapalne, reumatoidalne
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zapalenie stawow, alkoholowa marskos¢ watroby, czy posocznica, powodujg zmiany
w glikozylacji AGP [53].

W literaturze przedmiotu brak jest danych dotyczacych wplywu glikozylacji AGP
na petnione przez nig funkcje biologiczne. Jednak wiadomo, ze obecno$¢ glikanow wplywa
na stabilnos¢ konformacyjng 1 potranslacyjng modyfikacj¢ procesu fatdowania
glikoprotein, ktore obejmujg glikoproteing 123 typu HIV-1, kwercetyne 2, 3-dioksygenaze,
al-antytrypsyne 1 bialko prionowe [54-56]. Dlatego wysoce prawdopodobne jest,
ze zmiany w glikozylacji AGP, ktére wystepuja w roznych stanach patologicznych, moga
stuzy¢ albo do ochrony biatka AGP przed stresem egzogennym, albo do utatwiania réznych

zdarzen immunomodulujacych lub przeciwzapalnych.

1.1.6.1dentyfikacja glikoprotein

Glikoproteiny, jak juz wczesniej wspomniano, odgrywaja niezwykle wazng rolg
w roznych procesach biologicznych. Ponadto, wystepowanie wielu chorob zwigzane jest
ze stanem glikozylacji pokrewnych biatek, a tym samym wiele z nich jest wykorzystanych
jako swoiste biomarkery chorob.

Identyfikacja glikoprotein o zréznicowanej strukturze, ma ogromne znaczenie
naukowe, szczegllnie w dziedzinie zastosowan klinicznych. Jednak ze wzgledu
na stosunkowo duzg ztozonos$¢ biologiczng matryc 1 zaktocenia pochodzace od bialek
nieglikolowanych, glikoproteiny sa zwykle trudne do bezposredniego wykrycia
i zidentyfikowania.

Glikoproteiny mozna powszechnie wychwytywa¢ na rdézne sposoby.
Do najpopularniejszych metod nalezg chromatografia powinowactwa do lektyny [57,58],
chemia hydrazydow [59,60] oraz chromatografia oddziatywan hydrofilowych (HILIC)
[61-63]. Alternatywna metoda jest technika oparta na ligandach kwasu boronowego, ktora
zyskuje coraz wigkszg popularnos¢, ze wzgledu na mozliwos¢ tworzenia przez ten kwasy
wigzania kowalencyjnego z biomolekutami zawierajagcymi w swojej strukturze cukry [64].

Wzbogacenie metodg chromatografii powinowactwa do lektyny zostato
wykorzystane do analizy glikoproteomicznej pluc, piersi oraz raka watroby. Lektyny
to biatka, ktore specyficznie wiaza glikany. Podczas wzbogacania, lektyny wiaza rézne
glikopeptydy poprzez wigzania wodorowe 1 interakcje hydrofilowe z jednostkami
sacharydowymi. Chromatografia powinowactwa do lektyn selektywnie wzbogaca jeden
typ struktury glikanu. Na przyktad, konkanawalina A (Con A) selektywnie wigze glikany,

ktore posiadaja jednostki sacharydowe i mannozowe. Kolejna lektyna Sambucus Nigra
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Agglutinin (SNA) bedzie wigza¢ jednostki kwasu N-acetylo-neuraminowego (NeuAc;
kwas sialowy), a lektyna Aleuria Aurantia (AAL) bedzie wigza¢ jednostki fukozy. Gtéwnag
wadg tej metody jest to, ze z dowolnej pojedynczej lektyny mozna wychwycic¢ tylko jeden
glikopeptyd z okreslong jednostkg sacharydows [65].

Wzbogacanie chemiczne hydrazydem rdéwniez stosuje si¢ do oczyszczania
glikoprotein. W tej technice ugrupowania glikanow na glikopeptydach sga najpierw
utleniane z wytworzeniem aldehydoéw. Glikany sg nastgpnie kowalencyjnie
unieruchamiane na stalym no$niku hydrazydowym (Rysunek 13). Po trawieniu trypsyna
nieglikozylowane peptydy sa wyplukiwane, podczas gdy glikopeptydy sa zatrzymywane.
Gtowng wada wzbogacania w hydrazyd jest to, ze dostarcza jedynie informacji
specyficznych dla danego miejsca i nie pozwala na okres$lenie struktury glikanu,
ze wzgledu na utleniajace sprzezenie chemiczne migdzy glikanem a stalym nos$nikiem
hydrazydu. Wzbogacenie w hydrazyd zostalo wykorzystane m.in. do identyfikacji odmian

glikoprotein w raku watroby [66,67].
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Rysunek 13. Wzbogacenie glikoprotein za pomocag reakcji z hydrazydem [66]

Chromatografia cieczowa z interakcjami hydrofilowymi (HILIC) to technika, ktora
zyskata na popularno$ci w ciggu ostatnich kilku lat. Technika ta opiera si¢ na hydrofilowym
oddziatywaniu migdzy celuloza fazy stacjonarnej a grupami hydroksylowymi glikoprotein.
Przemywanie peptydem zachodzi w rozpuszczalniku organicznym, po czym nastgpuje
elucja glikopeptydu w srodowisku wodnym w odpowiednim buforze. Technika HILIC jest
korzystna ze wzgledu na wystarczajace usunigcie konkurujgcych peptydow z probki
biologicznej [68].
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Zastosowanie kwasu boronowego to inny rodzaj techniki rozdziatu z utworzeniem
wigzania kowalencyjnego, ktory w ostatnim czasie zyskal na popularno$ci w procesach
wzbogacania glikopeptydow. W metodzie tej kwas boronowy stuzy do wychwytywania
ugrupowania 1,2- i 1,3-diolowego glikopeptydow poprzez tworzenie wigzania
kowalencyjnego i cyklicznego estru kwasu boronowego [69,70].

Ugrupowania zwigzane niekowalencyjnie s3 nastgpniec  wyplukiwane,
a glikopeptydy mozna dalej analizowa¢. Zaleta tej techniki jest mozliwo$¢ odwrdcenia
reakcji poprzez zmiang pH, w celu uwolnienia glikopeptydu. Tworzenie estrow
boronowych jest preferowane w srodowisku alkalicznym, natomiast w mniejszym stopniu
zachodzi przy pH fizjologicznym, czyli obojetnym, a w Srodowisku kwasnym estry te nie

powstaja (ulegaja catkowitemu rozktadowi) (Rysunek 14) [71,72].

pH75
OH HO_ R,
O4 o = O] -
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-OH I —~ 2H,0
OH HO” R,

Rysunek 14. Reakcja diolu z kwasem fenyloborowym przy réznych wartosciach pH [70]

Ze wzgledu na szybkos$¢ 1 selektywno$¢ tej reakcji, kwasy boronowe znalazty
zastosowanie w konstrukcji systemow detekcji biologicznie istotnych czasteczek
o charakterze dioli i innych zwigzkow zawierajacych grupy hydroksylowe. [72].
Odpowiednio sfunkcjonalizowane kwasy boronowe sa coraz czeScie] wykorzystywane
do budowy chipow diagnostycznych lub testow kolorymetrycznych, ktére umozliwiaja
tatwe monitorowanie poziomu glukozy u oséb chorujacych na cukrzyce. Dzigki swojej
zdolnosci do tworzenia komplekséw z grupami diolowymi, kwasy boronowe moga by¢
wykorzystywane do wykrywania i monitorowania rdéznych zwigzkoéw biologicznie
czynnych, takich jak cukry, katecholaminy, glikoproteiny i wiele innych [73].

Funkcjonalizowane kwasem boronowym materialy, takie jak: monolity,
mezoporowata krzemionka, i nanoczastki magnetyczne zostaly opracowane w celu

selektywnego wigzania glikoprotein. Szczego6lnie duzg popularnos¢ zyskaly magnetyczne
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nanoczgstki modyfikowane kwasem boronowym, poniewaz umozliwiajg prosty i1 szybki
sposob wychwytu glikoprotein z matrycy dzigki zastosowaniu zewngtrznego pola

magnetycznego [64,69,74-77].

2. Magnetyczne nanoczastki
2.1.Metody syntezy magnetycznych nanoczastek

Od dekady obserwuje si¢ szybki rozwdj technik otrzymywania i stosowania
nanoczastek magnetycznych zbudowanych z tlenku zelaza (Il i 1ll). Tlenki te moga
wystepowaé w postaci FesOs=Fe''Fe!';04 (magnetytu), a-Fe;O3 (hematytu), y-Fe2Os3
(magnemitu) i FeO [78,79]. Sposréd nich najczesciej wykorzystywany jest magnetyt,
ze wzgledu na jego sprawdzone i efektywne metody syntezy, niskg toksycznos$¢ 1 dobra
biokompatybilnos¢ [80,81]. Pierwsze proby otrzymywania nanoczastek magnetycznych
zostaly przeprowadzone pod koniec lat szes¢dziesiatych XX wieku, kiedy to Papell zmielit
mikroproszki magnetytowe w miynie kulowym. Dlugotrwale mielenie magnetytu
W obecnosci rozpuszczalnikow oraz $rodkéw powierzchniowo czynnych doprowadzito
do stworzenia pierwszego nanomaterialu o wlasciwosciach ferromagnetycznych
[79,82,83].

W ostatnich latach opracowano wiele technik syntezy, pozwalajacych na uzyskanie
nanoczastek o $cisle zaplanowanych wlasciwosciach. W literaturze opisane s3 trzy
najczgsciej wykorzystywane metody otrzymywania magnetycznych nanoczastek: metody
chemiczne, fizyczne i biologiczne (Rysunek 15a). Do najczesciej stosowanych metod
zalicza si¢ metody chemiczne, takie jak: wspotwytracanie, metody hydrotermalne, rozktad
termiczny, mikroemulsje, metody sonochemiczne oraz metody elektrochemiczne (Rysunek
15b) [84,85]. Gtowna ich zaleta jest stosunkowo tatwa kontrola wielkosci otrzymywanych

czastek [79,86].

33



K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

Metody
Metody fizyczne Metody

biologiczne 8% Sonochemicznie
2%

Rysunek 15. a) Procentowy udzial metod biologicznych, chemicznych i fizycznych
W syntezie nanoczastek magnetycznych; b) procentowy podziat metod chemicznych

otrzymywania nanoczastek magnetycznych [87]

2.1.1.Metoda wspolwytracania

Metoda wspotwytracania jest najpopularniejszg formg syntezy magnetycznych
nanoczastek. Jest szeroko stosowana w aplikacjach biomedycznych ze wzgledu na nietoksyczny
charakter wykorzystywanych substratow. W procedurze tej stosuje si¢ reakcje powstawania
magnetytu w Srodowisku zasadowym. Reakcje otrzymywania magnetytu z roztworow

alkalicznych soli zelaza (IT) i (III) przedstawiono na Rysunkach 161 17.

deprotonacja _
Fe3* + H,0 Fe(OH)3~x
utlenienie

_ dehyd ja,pH=
Fe(OH)2 ™ + Fe(OH)3 S0 PI=l

Fe;0,

Sumaryczna reakcja:

2Fe3* + Fe?* + 80H™ - Fe;0, +4H,0

Rysunek 16. Schemat mechanizmu powstawania nanoczgstek magnetytu z wodnej

mieszaniny jonow zelaza (II) i jonow zelaza (IIT) w wyniku alkalizacji [88]
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) A

%

Fe* +H,0 —» Fe(OH),**

pH9-14

Fe(OH),*¥ + Fe(OH),*™* —» Fe;0,
Fe'*+H,0 —» Fe(OH),*Y

Rysunek 17. Synteza nanoczastek tlenku zelaza metoda wspotwytracania [87]

Wymagane jest tu zapewnienie beztlenowych warunkow reakcji, zapobiegajacych
przemianie magnetytu w tlenek zelaza (III), a nastgpnie W wodorotlenek zelaza (III).
W celu uniknigcia utlenienia magnetytu, podczas syntezy nanoczastek wprowadza sie
réznego rodzaju stabilizatory, ktdre zabezpieczajg nanoczastki przed dostgpem tlenu. Faze
magnetyczng i wielko$¢ czastek mozna regulowaé zmieniajac stosunek jonéw Fe?*/Fe3*,
temperature, pH oraz rodzaj uzytej zasady [89]. Co wigcej, podczas procesu
wspoOtwytracania, magnetyczne nanoczastki sa zwykle powlekane czasteczkami

organicznymi lub nieorganicznymi, m.in. takimi jak detergenty, biatka i polimery [90].

2.1.2. Metoda rozkladu termicznego

Metoda rozktadu termicznego opiera si¢ na dekompozycji prekursoréw metali (np.
acetyloacetonianow, karbonyli lub oleinianéw) w temperaturach 150-300°C i w obecnosci
rozpuszczalnikow organicznych o wysokiej temperaturze wrzenia (250-300°C), takich jak
eter benzylowy [91]. Do kontrolowania wielkosci i ksztaltu nanoczastek oraz zapobiega
ich agregacji konieczna jest obecno$¢ dyspergatorow i hydrofobowych ligandéw (Rysunek
18) [92]. W metodzie tej, poczatkowo rozpuszczalnik zawierajacy metaloorganiczne
prekursory, §rodki powierzchniowo czynne i $rodki stabilizujgce, ogrzewany jest ze stalg
szybkoscig, aby osiggna¢ temperature zarodkowania lub rozktadu prekursora. Nastepnie
roztwor jest podgrzewany do temperatury wrzenia rozpuszczalnika (dlatego zwykle stosuje
si¢ rozpuszczalniki o wysokiej temperaturze wrzenia), co prowadzi do powstania
nanokrysztatow. Ostatni etap obejmuje utrzymanie roztworu w temperaturze wrzenia przez
okreslony czas (faza wzrostu), a nastepnie jego schtadzanie do temperatury pokojowej [88].

Nanoczastki wytworzone tg metodg charakteryzujg si¢ powtarzalno$cig rozmiaru i ksztattu
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oraz monodyspersyjnoscig. Pomimo ogromnych zalet, metoda ta wymaga dtugich etapow
oczyszczania nanoczastek, zanim beda mogly by¢ wykorzystane do zastosowan

biomedycznych [93].

‘

Temperatura wrzenia
rozpuszczalnika

%

rodek powlerachniowo czynf 150 - 200°C

Rysunek 18. Synteza nanoczastek magnetytu metodg rozktadu termicznego [87]

2.1.3.Mikroemulsja

W  metodzie mikroemulsji przygotowuje si¢ stabilng dyspersj¢ dwoch
niemieszajacych  si¢  rozpuszczalnikow (woda/olej) stabilizowanych  $rodkiem
powierzchniowo czynnym (np. siarczanem dodecylu) [93]. W tym przypadku, faza wodna
jest rozproszona w postaci nanokropelek zawierajacych w swoim wngtrzu prekursory
magnetycznych nanoczastek, ktore sa otoczone czasteczkami $rodka powierzchniowo
czynnego, tworzac micele. W tych strukturach zachodzi synteza magnetycznych
nanoczgstek. Micele warunkujg stabilizacje, ktora ogranicza zarodkowanie, wzrost
i aglomeracje czastek [94]. Nastepnie do roztworu dodaje si¢ druga emulsje lub zasadg, aby
wytworzy¢ osad. Dodatek ten powoduje zderzenie, pekniecie i koalescencje miceli,
sprzyjajac tworzeniu si¢ w ich wnetrzu nanokrysztalow. W koncowym etapie, dodajac
rozpuszczalnik organiczny, nanoczastki mozna ekstrahowa¢. W ten sposob uzyskuje
si¢ nanoczastki magnetyczne w calym zakresie rozmiaréw nanomaterialow (od 1 nm
do 100 nm). Zaletg stosowania metody mikroemulsji jest to, ze mozna uzyskac precyzyjna
kontrole nad wielkoS$cig, ksztaltem i1 skladem nanoczastek. Wlasciwosci nanoczastek
przygotowanych metoda mikroemulsji zaleza od rodzaju i struktury zastosowanego srodka

powierzchniowo czynnego [95,96].

2.1.4.Metoda hydrotermalna
W te] metodzie system ztozony jest ze stalego linoleinianu metalu, fazy cieklej
kwasu etanolowo-linolowego i roztworu wodno-etanolowego, utrzymywanego w wysokiej

temperaturze i pod wysokim ci$nieniem (warunki hydrotermalne). Typowa temperatura
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reakcji do przeprowadzenia syntezy hydrotermalnej wynosi okoto 220°C, podczas
gdy wymagane cisnienie si¢ga powyzej 13,79 MPa, przy czym calkowity czas reakcji
to okoto 72 godziny [97,98]. Reakcje hydrotermalne przeprowadzane sg przy uzyciu
autoklawow lub reaktorow wysokocisnieniowych. Gtownymi wadami tej metody jest brak
syntezy czgstek mniejszych niz 10 nm, a w wysokich temperaturach reakcja zachodzi
z nieduza szybkos$cia. Istniejg jednak pewne godne uwagi zalety metody hydrotermalne;j
W poréwnaniu z innymi, na przyklad wicksza kontrola nad rozmiarem, ksztattem

i dyspersja nanoczastek [99].

2.1.5.Metody sonochemiczne

Metoda sonochemiczna jest szeroko stosowana jako alternatywa w syntezie nowych
nanomaterialdw o ciekawych wlasciwosciach. Dziatanie ultradzwickéw powoduje
kawitacje akustyczna, ktora obejmuje tworzenie, wzrost i implozje pecherzykdéw w cieczy.
Implozyjne zapadanie si¢ pgcherzyka powoduje powstanie miejscowo goracego punktu
poprzez adiabatyczng kompresje lub tworzenie fali uderzeniowej w fazie gazowej
pecherza. Warunki panujace w tych goracych punktach zostaty okre§lone eksperymentalnie
przy temperaturach przej$ciowych 5000 K, ci$nieniu 1800 atm. i szybkos$ciach chtodzenia
powyzej 10'° K/s [100]. Te warunki s3 korzystne dla utworzenia nowej fazy hamujac
aglomeracje. Metoda ta pozwala na wytwarzanie wysoce monodyspersyjnych materiatow

I zostala zastosowana do syntezy kilku nanokompozytow oraz nanoczastek tlenku zelaza

[101].

2.1.6.Metody elektrochemiczne

W metodzie elektrochemicznej otrzymywania magnetycznych nanoczastek mozna
kontrolowa¢ wielko$¢ nanomateriatéw poprzez regulacj¢ gestosci pradu (J) lub potencjatu
(E) w procesie elektroutleniania [102-106]. PoczatkowO nanoczgstki magnetytu
0 wielkos$ci od 20 do 30 nm byly wytwarzane przez elektroutlenianie przy uzyciu zelaza
jako anody i katody. Utrzymywano 1 cm odlegto$¢ miedzy dwoma elektrodami. W tej
metodzie do roztworu elektrolitu dodawano chlorek tetrametyloamoniowy ((CHz)sNCI)
jako $rodek powierzchniowo czynny, a czas reakcji w temperaturze 60°C wynosit 1800 s
[103]. Otrzymywane tym sposobem nanoczgstki byty jednorodne i kuliste. W nast¢pnych
latach, zaproponowano kolejng metode elektrochemiczng przy uzyciu zelaza jako anody
I wody jako elektrolitu, w ktorej nie wykorzystywano §rodkow powierzchniowo czynnych.

W trakcie syntezy zwigkszano odleglo$¢ miedzy elektrodami z 2 do 6 cm oraz gestosé
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pradu od 205 do 415 pA/cm?. Wielko$é czastek wzrastata w wyniku zwigkszenia gestosci
pradu 1 zmniejszenia odleglosci miedzy elektrodami. Otrzymane nanoczastki ksztattem
przypominaly kule, ze §rednim rozmiarem w zakresie od 10 do 30 nm, w zaleznosci
od zmiennosci pradu i odlegtosci miedzy elektrodami [102].

W Tabeli 3 zestawiono wady i zalety wczeSniej wymienionych metod syntezy

magnetycznych nanoczastek.

Tabela 3. Zalety i wady chemicznych metod syntezy nanoczgstek magnetycznych [87,92].

Metoda

Zalety

Wady

Wspotwytracanie

Rozklad termiczny

Mikroemulsje

Metoda hydrotermalna

Sonochemiczna

Elektrochemiczne

Bezpieczna, ekonomiczna,
prosta, niskie temperatury

syntezy

Wysokiej jakosci
monodyspersyjne

czastki, maty rozmiar

Wysoka warto$¢
namagnesowania

materialow

Latwos¢ kontroli ksztaltu 1

wielkosci czastek

Mate rozmiary czastek

F.atwo$¢ kontroli rozmiaru

Utlenienie powierzchni,
duzy rozktad wielkosci

czastek

Skomplikowana,
czasochtonna, proces
wymaga wysokich
temperatur i dlugotrwatego

oczyszczania.

Skomplikowana, dtugi

proces

Wysokie ci$nienie
I temperatura, dtugi czas

syntezy

Skomplikowany

mechanizm

Mata powtarzalnos¢
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2.2.Funkcjonalizacja magnetycznych nanoczastek

Niefunkcjonalizowane powierzchniowo nanoczastki magnetyczne posiadaja
ograniczone zastosowanie z powodu samorzutnego tworzenia si¢ agregatow,
co spowodowane jest ich duza energia powierzchniowg [107]. Nanoczastki magnetytu bez
powtoki charakteryzuja si¢ niekorzystnymi wiasciwo$ciami, takimi jak: niestabilno$¢
chemiczna w powietrzu, staba biodegradowalnos¢ w $rodowisku fizjologicznym
I niespecyficzne oddziatywanie z biatkami surowicy krwi [108]. Dodatkowo, brak
odpowiedniej powloki stabilizujacej magnetyt moze spowodowac jego szybkie utlenienie,
co jest szczegoOlnie niekorzystne przy zastosowaniu nanoczastek w aplikacjach
biomedycznych. W przypadku stosowania nanoczastek w celach terapeutycznych, ich
warstwa pokrywajaca powinna ogranicza¢ ryzyko niepozadanego dziatania materiatu
na pacjentow Do tego typu aplikacji stabilizator powinien charakteryzowac¢ si¢ wysoka
biokompatybilnosciag oraz biodegradowalnoscia. Glowne cele modyfikacji powierzchni
nanoczastek to: poprawa dyspersji; poprawa aktywnos$ci powierzchniowej; poprawa
wiasciwosci fizykochemicznych i mechanicznych oraz poprawa zgodnosci biologiczne;.

Modyfikacja powierzchni magnetycznych nanoczastek moze by¢ prowadzona,
zarbwno w trakcie ich syntezy in situ, jak i po jej zakonczeniu. Proces pokrycia
powierzchni  nanoczastek przeprowadzony po zakonczeniu ich syntezy, prowadzi

do wytworzenia struktur typu rdzen-powtoka (core-shell) (Rysunek19).

powloka

Rysunek. 19. Struktura nanoczgstek typu rdzen-powtoka (core-shell)

Do powlekania nanoczastek magnetycznych najczgsciej uzywane sg syntetyczne
I naturalne polimery, organiczne $rodki powierzchniowo czynne, zwigzki nieorganiczne

I zwigzki bioaktywne (Rysunek 20) [111].
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bizzvli?;}/(vlne organiczne  zwigzki polimery
zwiazki nieorganiczne
powierzchniowo
czynne

Rysunek 20. Schematyczna ilustracja  gldéwnych  materialow  stosowanych

do funkcjonalizacji nanoczastek magnetycznych [111]

Najczesciej wykorzystywanymi materiatami  stosowanymi do powlekania
powierzchni magnetycznych nanomateriatlow sga polimery, ktére moga zapobiega¢ ich
utlenianiu oraz nadajg nanoczastkom stabilno$¢ koloidalng [90]. Wykorzystywane
sa polimery syntetyczne (takie jak: glikol polietylenowy, kwas poliakrylowy,
polywinylopirolidon), poli(alkohol winylu), polietylenoimina, poli(kwas mlekowy-ko-
glikolowy), poli(N-izopropyloakrylamid) i poli(kwas metakrylowy) lub naturalne
(chitozan, skrobia, celuloza, agaroza i dekstran). Ze wzglgdu na swoje naturalne
pochodzenie, biopolimery charakteryzuja si¢ biokompatybilno$cia i biodegradowalnos$cia
dlatego staja si¢ coraz bardziej popularne w zastosowaniach biomedycznych [112].
W nastepnym podrozdziale zostang opisane wybrane przyktady biomaterialow

wykorzystywanych jako powloki nanoczastek.

2.2.1. Chitozan (Cs)

Chitozan, naturalny poliaminosacharyd, otrzymywany jest poprzez chemiczng lub
enzymatyczng deacetylacje chityny. W swojej strukturze zawiera rozne ilo$ci statystycznie
roztozonych  jednostek  strukturalnych  2-acetamido-2-deoksy-B-D-glukopiranozy,
N-acetyloglukozoaminy oraz  2-amino-2-deoksy-f-D-glukopiranozy(-glukozoaminy),
potaczonych wigzaniami -(1—4)—glikozydowymi (Rysunek 21) [113]. Chitozan jest stabg
zasadg, nierozpuszczalng w wodzie 1 rozpuszczalnikach organicznych. Jest jednak
rozpuszczalny ~w  kwasnych  roztworach  wodnych, dzigki  protonowaniu
pierwszorzgdowych grup aminowych [114]. Ze wzglgedu na obecnos¢ reaktywnych grup
aminowych i hydroksylowych polimer ten bardzo tatwo ulega modyfikacjom [115].
Chitozan posiada szereg cennych wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych, takich

jak: biodegradowalno$¢, bioozgodnos$¢é, biodystrybucja, brak immunogennosci,
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co sprawilo, ze polimer ten znalazt szerokie zastosowanie w farmacji 1 medycynie,
zwlaszcza w onkoterapii [116]. Ponadto ma on potwierdzong aktywnos$¢ przeciwwirusows,
przeciwzapalna, i przeciwbakteryjna [114,117]. W literaturze znalezé mozna wiele
doniesien, dotyczacych syntezy magnetycznych nanoczastek powlekanych chitozanem,
poniewaz biopolimer ten, nie zmienia wlasciwosci termicznych i magnetycznych
materialu. Badania wykazaly, ze pokrywanie nanoczastek magnetycznych chitozanem
prowadzi do zmniejszenia ich agregacji oraz poprawienia zdolnosci nanoczastek
do przenikania przez btony komodrkowe, co jest czesto wykorzystywane w aplikacjach
biomedycznych [118,119]. W $rodowisku kwasnym, wolne grupy aminowe chitozanu
zyskuja tadunek dodatni, dzieki czemu mogg reagowac z ujemnie natadowanymi grupami
kwasow nukleinowych, co jest wykorzystywane m.in. w obrazowaniu MRI [118,119].
Obecnos¢ wolnych grup hydroksylowych i aminowych chitozanu pozwala na modyfikacje

powierzchni pokrywanych nimi nanoczastek [120-123].

Hl\>:0 OH >:o OH
HO o |Ho "N
0 o] o o]
0 HO 0]
0 \ HO —
OH OH

NH, n

Rysunek 21. Struktura chemiczna chitozanu

2.2.2. Skrobia (S)

Skrobia jest jednym z najciekawszych naturalnych polisacharydéw stosowanych
do pokrywania nanoczastek. To polisacharyd pochodzenia roslinnego, sktadajacy
si¢ wylacznie z merow glukozy, potaczonych wigzaniami a-glikozydowymi oraz petnigcy
w roslinach funkcje magazynu energii [124]. Skrobia ulega hydrolizie do a-D-glukozy, lecz
nie jest jednorodnym chemicznie zwiagzkiem, poniewaz sklada si¢ z dwoch frakcji:
nierozgalezionej amylozy (tatwo rozpuszczalnej w wodzie) oraz rozgal¢zionej
amylopektyny (trudno rozpuszczalnej w wodzie) (Rysunek 22) [125]. Obecnosc
reaktywnych grup hydroksylowych i do$¢ dobra rozpuszczalno$¢ skrobi powoduje, Ze jest
ona podatna na modyfikacje, co stanowi inspiracj¢ do tworzenia na jej bazie nowych
materiatow o poszukiwanych wlasciwosciach, takich jak biodegradowalnosé¢
I nietoksycznos$¢ [126]. W celu chemicznej modyfikacji tego polisacharydu wykorzystuje

si¢ reakcje utleniania, estryfikacji i eteryfikacji [127,128]. Potwierdzono, ze nanoczastki
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magnetytu pokryte skrobig zachowuja swoje wlasciwosci magnetyczne oraz charakteryzuja
si¢ wysoka biokompatybilnoscia, a takze stabilnoscia koloidalng i magnetyczng, dzigki
czemu ten typ nanoczastek mozna uzna¢ za jeden z biomaterialdéw o wysokim potencjale

do zastosowan biomedycznych [129-131].
b)

OH
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Rysunek 22. Struktura a) amylozy; b) amylopektyny

2.3. Metody charakteryzowania nanoczgstek magnetycznych

Wiasciwosci nanoczgstek magnetycznych (takie jak: rozmiar, ksztalt czy rodzaj
powloki stabilizujacej rdzen) wptywaja na ich zastosowanie w badaniach podstawowych
in vitro oraz in vivo. Dlatego tez konieczna jest doktadna charakterystyka tych materiatow.
Istnieje kilka technik pozwalajacych na doglebne scharakteryzowanie magnetycznych
nanoczastek pod katem ich potencjalnego zastosowania w naukach biomedycznych
(Rysunek 23).

Dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS, Dynamic light scattering) jest bardzo
popularng technikg pomiaru rozkladu wielkosci czastek w zawiesinach 1 emulsjach
koloidalnych. Metoda ta jest powszechnie stosowana do charakteryzowania i kontroli
zawiesin izolowanych nanoczastek lub ich agregatow znajdujacych  réznorodne
zastosowania w praktyce [132].

Ladunek powierzchniowy nanoczastek magnetycznych okreslany jest przez pomiar
potencjatu zeta, ktory moze by¢ uzyskiwany na podstawie ruchliwosci elektroforetyczne;j
nanoczastek. Ma to kluczowe znaczenie dla okres$lenia stabilnosci koloidalnej
natadowanych czastek [133].

Kolejnymi metodami, dajagcymi informacje na temat morfologii powierzchni

oraz rozmiaru nanomaterialtdbw, sa wysokorozdzielcza transmisyjna mikroskopia
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elektronowa (HR-TEM, High Resolution Transmission Electron Microscopy),
przedstawiajgca obraz rozmieszczenia czgsteczek w probce [134] oraz skaningowa
mikroskopia elektronowa (SEM, Scanning electron microscope), przedstawiajgca strukturg
powierzchniowg materiatu [135].

Do charakterystyki wtasciwos$ci nanoczastek stosowana jest réwniez dyfrakcja
promieniowania rentgenowskiego (XRD, X-ray Diffraction), ktora dostarcza informacji
na temat struktury krystalicznej, natury fazy, parametréw sieci krystalicznej 1 wielkos$ci
ziaren krystalicznych [136].

Techniki takie jak: analiza termograwimetryczna (TGA, Thermogravimetric
Analysis) oraz rdéznicowa kalorymetria skaningowa (DSC, Differential Scanning
Calorimetry) opisujg stabilno$¢ termiczng nanoczastek magnetycznych i powlok
stabilizujacych ich powierzchnig, a takze umozliwiaja rejestrowanie przej$¢ fazowych.
Za pomocg tych analiz okresla si¢ rOwniez zawarto$¢ magnetytu w stosunku do powtoki
stabilizujacej, W uktadach rdzen-otoczka. [137].

Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR, Fourier Transform Infrared oraz ATR-

FTIR, Attenuated Total Reflectance) dostarcza informacji na temat struktury chemicznej
powierzchni funkcjonalizujacej nanoczastke, co pozwala na potwierdzenie pokrycia
rdzenia powloka w przypadku syntezy stabilizowanych nanoczastek. W ten spos6b mozna
rowniez potwierdzi¢ dalszg modyfikacje nanoczastek np.: w procesie immobilizacji
czy wychwytu ligandu.
Wiasciwosci magnetyczne nanoczastek okresla si¢ przez pomiar namagnesowania probki
w funkcji przylozonego pola. W przypadku superparamagnetykow, namagnesowanie
W przylozonym polu jest bliskie zeru. Najczesciej wykorzystywang aparaturg stuzaca
do badania magnetyzacji jest magnetometr SQUID-VSM, w ktorym zasadniczym
elementem jest interferometr kwantowy SQUID (Quantum Interference Device) [138].

Ze wzgledu na wlasciwosci magnetyczne nanoczastek, nie jest mozliwa ich analiza
za pomocg spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR, Nuclear Magnetic

Resonance).
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SQUID-VSM

TEM
Rysunek 23. Metody charakterystyki magnetycznych nanoczastek

2.4. Zastosowanie magnetycznych nanoczastek

Nanoczastki magnetyczne sa od dluzszego czasu szeroko stosowane w przemysle
i analityce. Ze wzgledu na ich biokompatybilno$¢ i niskg toksyczno$¢ zastosowanie tych
materiatlow w naukach biomedycznych wzrosto w ciaggu ostatnich dwoch dekad [138]. Dla
przyktadu, nanoczastki moga by¢ stosowane jako czynnik kontrastowy w obrazowaniu metoda
rezonansu magnetycznego (MRI), a takze jako terapeutyczne narzedzie w kontekscie pola

magnetycznegoi/lub hipertermii, a takze w terapii fotodynamicznej (PDT) (Rysunek 24).
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Magnetyczna bioseparacja

Rysunek 24. Biomedyczne zastosowanie magnetycznych nanoczastek

Funkcjonalizowane nanoczgstki magnetytu znalazly zastosowanie, w badaniach
in vitro m.in. w izolacji i oczyszczaniu zwigzkoéw naturalnych (w tym peptydow i biatek)
oraz jako no$niki do immobilizacji enzymow. Zastosowanie tego typu nanomaterialow
do oczyszczania peptydow i biatek oparte jest na wykorzystaniu powinowactwa
funkcjonalizowanego tlenku Zelaza do struktur biatkowych zawartych w probkach krwi,
moczu, plyndw ustrojowych, serwatki, mleka, czy odpadach pochodzenia
fermentacyjnego. Funkcjonalizacja zazwyczaj przebiega na drodze pokrywania
nanoczastek tlenku zelaza zwigzkami organicznymi, zawierajacych podstawniki, ktore
wykazujg duza reaktywnos$¢ w stosunku do peptydéw lub biatek zawartych w probkach
biologicznych. Po okre§lonym czasie inkubacji, wymaganym do catkowitego wytworzenia
komplekséw nanoczastka-bialko/peptyd, materiat oddzielany jest z wykorzystaniem
zewnetrznego pola magnetycznego (najcze$ciej magnesu neodymowego), a nastepnie
poddawany dalszemu oczyszczeniu. Calkowity czas potrzebny do przeprowadzenia

procesu rozdziatu substancji jest krotki, dzigki tatwej magnetycznej separacji nanoczastek
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powigzanych z wybranymi substancjami. Dodatkowo, stezenie analitow ma znikomy
wplyw na przebieg procesu, co w odroznieniu od metod chromatograficznych pozwala
na znaczne ograniczenie zuzycia rozpuszczalnikow i reagentow.

Proces separacji magnetycznej z wykorzystaniem funkcjonalizowanych tlenkow
zelaza zastosowano do izolacji przeciwcial, enzyméw i hormonéw [139]. Pierwsza tego
typu aplikacja zostata opracowana przez zesp6t Chena [140], ktory przeprowadzit proces
adsorpcji bromelainy (enzymu proteolitycznego, pozyskiwanego z owocOw ananasa)
na nanoczgstkach magnetytu pokrytych poli(kwasem akrylowym). Adsorpcja tego zwigzku
zachodzita z prawie 100% wydajnoscia, w roztworze wodnym o pH 3-5. Enzym ten
desorbowany byl roztworem KCI przy pH=7, a uzyskana bromelaina wykazywata
aktywnos¢ na poziomie 87,4% [141].

W 1996 roku pojawity si¢ badania izolacji bydlecej hemoglobiny przy uzyciu
nanoczastek tlenku zelaza pokrytych kwasem imidooctowym [142]. W roku 2007 Liang
i Zhang [143] przeprowadzili immobilizacj¢ papain z melonowca wiasciwego (Carica
papaya) na nanoczastkach magnetycznych pokrytych karboksymetylowanym chitozanem.
W tym przypadku nanoczgstki magnetytu otrzymano metodg wspotwytracania, a chitozan,
przed ich pokryciem, zmodyfikowano za pomoca kwasu monochlorooctowego.
Przeprowadzona immobilizacja miata charakter chemiczny; do sprzegnigecia enzymu
z polimerem uzyto 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC) i N-
hydroksysulfosukcynoimidu (Sulfo-NHS). Zauwazono, ze skoniugowana papaina,
W poroéwnaniu z jej forma natywna, wykazuje zwigkszong aktywno$¢ enzymatycznag,
lepsza tolerancj¢ na zmiany pH 1 temperatury oraz wigksza stabilno$¢ podczas
przechowywania. Biorgc pod uwage, zalety techniki separacji magnetycznej, takie jak duza
szybko$¢ procesu, wysoka wydajnos¢ i optacalno$é¢ oraz brak negatywnego wptywu
na aktywno$¢ biologiczng biatek, taki system biokoniugatdow moze mie¢ potencjalne
zastosowanie w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, skorzanym, kosmetycznym
i tekstylnym [143]. Analogiczna zasada wigzania zwigzkow naturalnych z nanoczgstkami
magnetycznymi stosowana jest przy oczyszczaniu lub izolacji, takich sktadnikow

komorkowych, jak fosfolipidy, polisacharydy czy kwasy nukleinowe [144,145].
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3. Magnetyczne nanoczastki modyfikowane kwasami boronowymi do wiazania
glikoprotein

3.1. Magnetyczne nanoczastki pokryte zwiazkami nieorganicznymi modyfikowane
kwasami boronowymi

Jedng z pierwszych prac dotyczacych magnetycznych  nanoczastek
funkcjonalizowanych kwasami boronowymi, jest publikacja z 2010 roku napisana przez
Zi-An Lin 1 wspotpracownikow [146]. Opublikowali oni syntez¢ nanoczastek
magnetycznych tlenku zelaza funkcjonalizowanych kwasem 3-aminofenyloboronowym
(PBA) w celu selektywnego wychwytu glikoprotein z niefrakcjonowanych mieszanin
biatek.

Pierwszy etap badan polegal na syntezie magnetycznych nanoczastek metoda
wspoOtwytracania, ktore nastepnie poddano wieloetapowej modyfikacji z uzyciem Na»SiOg,
TEOS (Tetraetoksysilan), APTES ((3-aminopropylo)trietoksysilan) i aldehydu
glutarowego, otrzymujac magnetyczne nanoczastki, ktore na swojej powierzchni miaty
wolne grupy aldehydowe. W koncowym etapie magnetyczne nanoczastki poddano reakcji
z kwasem 3-aminofenyloboronowym (Rysunek 25). Selektywno$¢ i zdolno$¢ wigzania
magnetycznych nanoczastek pokrywanych kwasem boronowym oceniono badajac
zdolno$¢ do wigzania standardowych glikoprotein: biatka jaja kurzego (OVA)
i nieglikoprotein: hemoglobiny bydlgcej (BHDb), albuminy surowicy bydlgcej (BSA) oraz
lizozymu (Lyz). Badania pokazaly, ze nanoczastki te miaty wyzsza zdolno$¢ wigzania

i selektywnos¢ dla glikoproteiny w porownaniu z pozostatymi biatkami.

a)

OH
N NHZ NHZ

H
z oF~"~"0 HC\
_NH,
__CHO
-

NH, ~~CcHo

N

HzN H,

ouc
HO ; OH / @\
BOH

NaCNBH3

\o s.’\/‘NH2
Na28|03
H,N

OS|0 H,

47



K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

b) .

2 % .
15;‘,,! G -
P S magnetyczna m
o ® @® separacja Ay
¥ e
i i —_
2 108 U
2
e & [ %

nieglikoproteina glikoproteina
Rysunek 25. Schematyczne przedstawienie (a) syntezy nanoczgstek magnetytu
funkcjonalizowanych PBA i (b) zastosowania magnetycznych nanoczgstek w selektywnym

wychwytywaniu glikoprotein [146]

Ilos¢ zwigzanej OVA wynosita 450 mg/g, co znacznie przewyzszato wartosci
uzyskane dla pozostatych biatek: 200 mg/g, 130 mg/g i 80 mg/g odpowiednio, dla bydlece;j
hemoglobiny, lizozymu i bydlgcej albuminy (pH 10,0).

W 2012 roku Xihao Zhang wraz ze wspolpracownikami [147] opublikowali
rowniez syntez¢ nanoczastek magnetycznych funkcjonalizowanych  kwasem
3-aminofenyloboronowym, z zastosowaniem reakcji ,.klik” - cykloaddycji azydkowo-
alkinowej (CuAAC). Synteze magnetycznych nanoczastek z azydkami przeprowadzono na
drodze dwuetapowej modyfikacji chemicznej z zastosowaniem metody hydrotermalnej.
Nastgpnie  czasteczki  kwasu  alkinowo-fenyloboronowego  zostaly — potaczone
Z powierzchnig magnetytu za pomocg reakcji CUAAC. Do badan wybrano pigé biatek,
wtym albumine jaja kurzego (OVA) i transferyne (Trf) (stanowigce matryce
glikoproteinowe) oraz lizozym (Lyz), albuming surowicy bydlecej (BSA) i cytochrom ¢
pozyskany z serca konia (Cyt C) (bedace matrycami nieglikoproteinowymi) (Rysunek 26).
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Rysunek 26. Metoda syntezy nanoczastek magnetycznych funkcjonalizowanych kwasem
3-aminonenyloboronowym (PBA) =z zastosowaniem reakcji ,.klik” (cykloaddycji

azydkowo-alkinowej katalizowanej jonami Cu (1)) [147]

Nanoczastki opisane przez Xihao Zhang i wspotpracownikow wykazywaty
zdolnos$¢ do adsorpcji  glikoprotein OVA 1 Trf. Ilo§¢ zwiazanych glikoprotein wynosita
490,4 i 293,8 mg/g, odpowiednio dla OVA i Trf. Z kolei adsorpcja nieglikoprotein byta
znacznie nizsza i wynosita 20 mg/g dla Lyz; 10 mg/g dla Cyt Ci 51,10 mg/g dla BSA (pH
9.0).

W 2014 roku pojawita si¢ praca zespotu Sitong Zhang’a [148], dotyczaca syntezy
magnetycznych nanoczastek funkcjonalizowanych kwasem boronowym poprzez reakcje
,thiol-ene (TE) klik”. W pracy tej, funkcjonalizowano dwa rodzaje magnetycznych
nanoczastek z ugrupowaniami alkenowymi i tiolowymi. Reaktywne w tej reakcji ,.klik”,
pokryte alkenem lub tiolem, magnetyczne nanoczastki przygotowano przy pomocy reakcji
zol-zel z  krzemoorganicznym  $rodkiem  sprzggajacym:  3-(metakryloiloksy)
propylotrimetoksylosilanem (MPS) lub 3-merkaptopropylotrietoksysilan (MPTES).
Podwdjne wiazania wegiel-wegiel lub grupy tiolowe na powierzchni nanoczastek stuzyty
jako miejsca do reakcji z kwasem 4-merkaptofenyloboronowym (4-MPBA) i kwasem-3-

akryloamidofenyloboronowy (AAPBA) (Rysunek 27).
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Rysunek 27. Schemat syntezy nanoczastek magnetycznych modyfikowanych kwasem

boronowym poprzez reakcje ,,klik” tiolowo-enowego [148]

Nastgpnie przeprowadzono badania zdolno$ci otrzymanych nanoczastek
do wiazania glikoprotein OVA i Trf oraz nieglikoprotein, takich jak Lyz i Cyt C. Zdolnosci
adsorpcyjne bialek byly badane w pH 9,0. Ilo§¢ zwigzanych glikoprotein OVA 1 Trf
wynosity odpowiednio 777,9 i 145,7 mg/g dla nanoczgstek FesOs@MPS@PBA i 899,1
i 159,2 mg/g dla nanoczastek FesOs@SH@AAPB. Z kolei biatka nieglikoproteinowe
dla obu typéw nanoczastek wigzaty si¢ znaczniej stabiej, a maksymalne warto$ci wynosity
33,61122,6 mg/g dlaLyzi Cyt C.

Xiaoting Xue wraz ze wspOtpracownikami [149] opublikowali w roku 2019 synteze
magnetycznych nanoczastek metoda hydrotermalna, ktore nastgpnie poddano reakcji
z ortokrzemianem tetraetylu (TEOS) i 3-aminopropylotrietoksysilanem (APTES),
a w koncowym etapie, z kwasem 4-formylofenyloboronowym, otrzymujac FesOs@SiO»-
BA (Rysunek 28). Podobnie do weczesniejszych badan otrzymany nanomaterial
wykorzystano do adsorpcji OVA, Trf, BSA oraz Cyt C. Uzyskane wyniki w tym przypadku
réwniez potwierdzily istotng réznice w powinowactwie do glikoprotein i nieglikoprotein.
Adsorpcja Fes04@SiO2-BA do OVA i Trf wynosita odpowiednio 8,78 i5,46 mg/g,
natomiast do BSA i Cyt C - 2,691 0,04 mg/g (pH 8,5). Wyniki te sugeruja, ze Fe304@SiO»-
BA wykazywaly specyficzno$¢ w stosunku do glikoprotein.
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Rysunek 28. Schemat syntezy nanoczgstek funkcjonalizowanych kwasem boronowym
[149]

Zspot Bangjin Wang [150] przedstawil swoje badania, dotyczgce magnetycznych
nanoczastek przeznaczonych do selektywnego rozpoznawania i izolacji glikoprotein.
Nanomaterial otrzymano metodami solwotermiczng i bezposredniej silanizacji poprzez
polimeryzacje kondensacyjng aminopropylotrietoksysilanu  (APTES). Nastepnie,
nanoczastki poddano dziataniu kwasu fenyloboronowego, wykorzystujac reakcje
redukcyjnego aminowania migdzy kwasem 2,3-difluoro-4-formylofenyloborowym
(DFFPBA) a grupa amidowa. Powstaly materiat Fe30s@SiO—~DFFPBA zostat
wykorzystany do selektywnej adsorpcji glikoproteiny. Finalnie powierzchni¢ nanoczastek
pokryto warstwg zawierajacg polimer z ,,odciskiem molekularnym” uzyskany w wyniku
polimeryzacji kondensacyjnej ortokrzemianu tetractylu (TEOS) (Rysunek 29). Zdolnosci
adsorpcyjne powstatych MNPs@MIP-HRP i MNPs@MIP-OVA peroksydazy chrzanowej
(HRP) i albuminy jaja kurzego (OVA) byly znacznie lepsze niz dla materialow bez
,»odcisku molekularnego” (MNPs@NIP). Wartos¢ adsorpcji HRP dla MNPs@MIP-HRP
wynosita 25,2 mg/g, a OVA dla MNPs@MIP—-OVA 26,1 mg/g (pH 8,5).
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Rysunek 29. Schemat syntezy nanoczastek magnetycznych pokrytych warstwa

zawierajacg polimer z ,,odciskiem molekularnym” [140]

W innej pracy [151] autorzy opisuja synteze nanoczgstek magnetycznych
funkcjonalizowanych kwasem 6-aminopirydyno-3-boronowym. Pierwszy etap polegat
na syntezie nanoczgstek metodg hydrotermalng, ktére nastepnie wzbogacono w wolne

grupy aldehydowe oraz zastosowano reakcj¢ z kwasem boronowym (Rysunek 30).
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Rysunek 30. Schemat syntezy nanoczastek magnetycznych funkcjonalizowanych kwasem

6-aminopirydyno-3-boronowym [151]

Autorzy badali zdolno$¢ wigzania dwoch glikoprotein (HRP oraz OVA) przez
otrzymane nanomaterialy. Ilo§¢ zwigzanego HRP przy pH 7.0 wynosita okoto 11 mg/g,

a OVA 7 mg/g. Zbadano réwniez ilo$¢ zwigzanego HRP przy réznych wartosciach pH
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(w zakresie 4-8). Ze wzrostem pH wzrastata ilos¢ zwigzanej glikoproteiny, a roznica przy
pH 4 i 8 wynosita 10 mg/g.

3.2.Magnetyczne nanoczastki pokryte polimerami funkcjonalizowanymi kwasami
boronowymi

Tak jak wspomniano wczesniej, magnetyczne nanoczastki bardzo czgsto
pokrywane sg polimerami, ktore chronig rdzen przed utlenianiem oraz zapewniajg im
stabilno$¢ koloidalna.

Vijaykumar Dhadge wraz ze wspotpracownikami [152] opisali nanoczastki
magnetyczne pokryte dekstranem funkcjonalizowanym kwasem aminofenyloboronowym
(PBA), wykorzystujac je do separacji przeciwcial. Nanomaterialy otrzymano metoda
wspotwytracania, a nastgpnie pokryto je dekstranem
i 3-glicydoksypropylotrimetoksysilanem (GLYMO), aby umozliwi¢ dalsze kowalencyjne

wigzanie z kwasem aminofenyloboronowym (PBA) (Rysunek 31).

HO.B,OH

_o
£ : ol
@ \ -
S .
~ T ——
\ \o’»_N\—\\Q
dekstran Ho

B-OH
HO

Rysunek 31. Modyfikacja magnetycznych nanoczastek powlekanych dekstranem
z zastosowaniem GLYMO [152]

Powloka GLYMO posiadata reaktywne ugrupowanie epoksydowe, ktore nastepnie
poddano reakcji z kwasem 3-aminofenyloboronowym (3-PBA) w celu uzyskania produktu
niejonizowanego PBA. W kontakcie z roztworami czystego biatka ludzkiej IgG (hIgG)
i albuminy surowicy bydlecej (BSA), adsorpcji ulegto okoto 170 mg/g higG i okoto
15 mg/g BSA (pH 8,5).

Xihao Zhang i inni [75] opublikowali w 2015 roku syntez¢ kwasu
fenyloboronowego i kopolimeru wielofunkcyjnych nanoczastek magnetycznych przy
uzyciu techniki polimeryzacji destylacyjno-straceniowej (DPP). Otoczke polimerows
magnetytu otrzymano przez kopolimeryzacje dwoch ligandow  wykazujacych
powinowactwo do monomerowego kwasu 3-akryloaminofenyloboronowego (AAPBA)

i hydrofilowego monomeru funkcjonalnego (Rysunek 32).
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(b) Monomery (i ich skroty) stosowane do syntezy nanoczastek magnetycznych [75]

Na tak otrzymanych materiatach zbadano adsorpcje takich bialek jak: OVA, Trf,
Lyz, BSA, Cyt C, przy pH 7,4 i 9,0. Najwigksza ilo$¢ biatka zaadsorbowanego
na Fes04s@P(AAPBAco- PEGMA) zaobserwowano dla biatka OVA, ktoéra przy pH=9
wynosita okoto 340 mg/g oraz 320 mg/g przy pH 7,4.

Daojin Li wraz z zespotem [77], w 2016 roku opublikowali synteze dwoch rodzajow
nanoczastek funkcjonalizowanych kwasem boronowym, nazwanych PEIPBA-MNP
i PBA-MNP. Procedura syntezy PEIPBA-MNP obejmowata trzy etapy. Pierwszy etap
dotyczyt otrzymywania nanoczastek magnetycznych funkcjonalizowanych grupami
aminowymi (AMNP), natomiast drugi zwigzany byt z przygotowaniem nanoczgstek
magnetycznych modyfikowanych PEI (polietylenoimina). Ostatni etap obejmowat
funkcjonalizacje kwasem boronowym DFFPBA (2, 4- kwas difluoro-3-formylo-
fenyloboronowy) (Rysunek 33 a).

Z kolei PBA-MNP uzyskano w dwoch etapach, z ktorych pierwszym byta synteza
nanoczgstek magnetycznych funkcjonalizowanych grupami (AMNP),

a drugim - funkcjonalizacja AMNP z DFFPBA (Rysunek 33 b).

aminowymi

54



K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

a)
NH,
NH; A~ ~r
FeClz* 6H,0 A HoN o’ o
NH > S
NaAC —_— 2
Glikol
Heksametylenodiamina  Ha2N NH, )
NH, NaCNBH; S
HO.B_OH
F
:éLL HNHI HaN o~~~ NH2 OHC :F
N Ny NaCNBH,
H H HO OH OH
H H \ 7 /OH
/rNH o HO.._‘/ o tEOH
P
AN HON, {,OH
HO. “ /%mH
- 4
HO S OH
HO-—/ 2 OH
HO W - OH
OH
-8 -
HCC))H/ . ] \ \ OH
A | OH
HOHO HO OHHO OH
OHC F
PH
F B\
* OH
FeCl3* 6H,0 N\ HoN
NaAC » — > HO™
Glikol NaCNBH,
Heksametylenodiamina HoN | NH,

NH,

Rysunek 33. Synteza nanoczastek magnetycznych funkcjonalizowanych zwigzkami

boronowymi: a) PEIPBA-MNP i b) PBA-MNP [77]

Zbadano m.in. ilo$¢ zwigzanej glikoproteiny HRP przy pH 8,0, 7,0, 6,0 i 5,0,
uzyskujgc najwieksza wartos¢ okoto 15mg/g i 17 mg/g przy pH 8,0 odpowiednio
dla PEIPBA-MNP i PBA-MNP.

Sanaz Mansouri Gharaghoush i wspotpracownicy [153], opublikowali w 2021 roku
synteze nanoczastek FesOs@SiO>@Poly(DEMA-EGDMA-CO-VPBA), jako wrazliwych
na pH nanokompozytow do adsorpcji glikoprotein. W pierwszym etapie, nanoczastki
magnetyczne otrzymano metoda wspotwytracania, a nastepnie pokryto je cienkg warstwa
SiO2, aby zapobiec ich agregacji. Powierzchnia nanoczastek byta modyfikowana przez

polimeryzacje¢ DEMA (monomer przygotowany z metakrylan glicydylu (GMA)
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z dietanoloaming (DEA)), EGDMA (dimetakrylan glikolu etylenowego) i FPBA (kwas 4-
formylolofenyloboronowy) (Rysunek 34).

HO 5 OH /°"
(I:IHZ o </ A A
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— — 7 >
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e N 2
- -Si-0 P
%

Rysunek 34. Schemat syntezy nanoczastek Fe3Os@SiO.@Poly(DEMA-EGDMA-CO-
FPBA) [153]

Wyniki badan pokazaty, ze obecno$¢ grup kwasu 4-formylofenyloboronowego
zwigkszyla zdolno$¢ nanoczastek do adsorpcji glikoprotein  HRP  (peroksydaza
chrzanowa). Maksymalna zdolno$¢ adsorpcyjna nanokompozytu dla peroksydazy
chrzanowej wynosita okoto 129,8 mg/g (pH 9.3).

W 2020 roku Jiaying Zhang i inni [154] przeprowadzili synteze magnetycznych
nanoczastek metodg reakcji solwotermicznej. Otrzymane nanoczastki zostaty sieciowane
zapomocg O-fenylenodiaminy (OPD) i formaldehydu, a nastgpnie pokryte
nanokrystaliczng 2,3-dialdehydowa otoczka celulozowg (DAC). W kolejnym etapie, wolne
grupy aldehydowe na powierzchni materialu zostaly poddane reakcji z kwasem
3-aminofenyloboronowym, prowadzac do otrzymania nanokompozytow magnetycznych
Fe30s@DAC-PBA (Rysunek 35).

OH
/
HO—B
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\

@ Fe30,@0PD DAC PBA B‘OH

Rysunek 35. Schemat syntezy nanokompozytow magnetycznych FesOs@DAC-PBA [154]
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Zdolnos¢ adsorpcji OVA na nanoczgstkach Fez0s@DAC- PBA zbadano przy pH
w zakresie od 4,5 do 8,5. Wigkszg zdolno$¢ adsorpcji - 9,65 mg/g zaobserwowano, gdy pH
wyniosto 8,5. Zdolno$¢ adsorpcji zmalata do 2,33 mg/g przy pH 4,5.

W Tabeli 4 zestawiono wczesniej opisane nanoczastki fukcjonalizowane kwasami
boronowymi z ilosciami zwigzanych glikoprotein oraz zastosowanym pH.
Tabela 4. TIlosci glikoprotein  zwigzanych z nanoczgstkami magnetycznymi

funkcjonalizowanymi kwasami boronowymi przy danym pH.

Nanoczgstki Glikoproteina Ilos¢ mg/g (pH)  Literatura
Fes04@- OVA 450.0 (10,0) [146]
SIO;@APTES@GA@PBA
Fes04@PBA “klik” OVA 490,4 (9,0) [147]
Trf 293,8 (9,0)
Fes04s@MPS@PBA OVA 777,9 (9,0) [148]
Trf 145,7 (9,0)
Fe:04@SH@AAPB OVA 899,1 (9,0) [148]
Trf 159,2 (9,0)
Fes04@SiO.@BA OVA 8,78 (8,5) [149]
Trf 5,46 (8,5)
MNPs@MIP—HRP HRP 25,2 (8,5) [150]
MNPs@MIP-OVA OVA 26.1(8,5) [150]
Fe30s@kwas-6-aminopirydyno-3-  HRP 12,0 (8,0) [151]
boronowy OVA 8,0 (8,0)
Fe3Os@dekstran@PBA hlgG 170,0 (8,5) [152]
Fes04s@P(AAPBACO-PEGMA) OVA 340,0 (9,0) [75]
320,0 (7,4)
PEIBA-MNP HRP 15,0 (8,0) [77]
PBA-MNP HRP 17,0 (8,0) [77]
Fes04@Si02@Poly(DEMA- HRP 129,8 (9,3) [153]
EGDMA-CO-FPBA)
Fe:04@DAC-PBA OVA 9,65 (8,5) [154]
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Opisane dotychczas nanoczastki magnetyczne wykazywatly bardzo r6zng zdolno$¢
do wigzania glikoprotein. Najbardziej efektywnie glikoproteiny wychwytywaty
nanoczastki syntetyzowane przez S. Zhang’a i wspotpracownikow [138]. Ilos¢ zwigzane;j
glikoproteiny OVA przy pH 9,0 na nanoczastkach FesOs@SH@AAPB wynosita
az 899,1 mg/g.

Na podstawie dokonanego przegladu materiatdéw wigzacych glikoproteiny mozna
wywnioskowacé, ze rodzaj powtoki pokrywajacej magnetyczne nanoczastki oraz wartosé
pH $rodowiska ma duzy wpltyw na ilo$¢ zwiazanych glikoprotein. Dotychczas celuloza
i dekstran to jedyne naturalne polimery, ktore zostaty opisane w literaturze jako powtoki
magnetycznych nanoczastek, modyfikowane kwasami boronowymi w celu wigzania
glikoprotein [152,154]. Nalezy jednak podkresli¢, ze brak jakichkolwiek doniesien

literaturowych dotyczacych materiatow zdolnych do wigzania a-1-kwasnej glikoproteiny.
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4. Cel i zakres pracy

Biomarkery to substancje zwigzane z obecnos$cia, rozwojem lub przebiegiem
choroby, ktére mozna wykry¢ i oznaczy¢ ilo§ciowo w organizmie. Biomarkerami
sa rowniez biatka osocza, takie jak albumina surowicy krwi ludzkiej (HSA), czy
a-1-kwasna glikoproteina (AGP). Badania zawartosci HSA 1 AGP w surowicy sg czesto
wykonywane w laboratoriach diagnostycznych w celu oceny stanu zdrowia pacjentow,
diagnozowania chorob i monitorowania skuteczno$ci stosowanych terapii. Gtownym
problemem w pracy z wolnym, nieunieruchomionym biatkiem jest trudno$¢ jego
oddzielenia od supernatantu, co wymaga zastosowania takich technik, jak ultrafiltracja,
ultrawirowanie i mikrodializa. W ostatnim czasie w literaturze pojawito si¢ bardzo wiele
prac dotyczacych no$nikow, ktére moga by¢ wykorzystywane do izolacji, identyfikacji
I 0znaczenia stezenia bialek w probkach biologicznych.

Przyktadem tego typu no$nikdw sa magnetyczne nanoczastki. Nanomaterialy te sg
bardzo czesto wykorzystywane do unieruchamiania bialek enzymatycznych zaréwno
na drodze immobilizacji fizycznej, jak 1 kowalencyjnej. Przy doborze nos$nika
magnetycznego wazne jest, aby zastosowaé powloke stabilizujgca rdzen magnetytu, ktora
jest zdolna do wigzania bioligandu do konkretnego rodzaju biatka. W literaturze znanych
i opisanych jest wiele no$nikow do immobilizacji lub wychwytu HSA, jednak w dalszym
ciggu brak jest prac dotyczacych wigzania a-1-kwasnej glikoproteiny, ktora obok HSA, jest
kolejnym waznym biatkiem osocza bioragcym udziat w wigzaniu substancji aktywnych,
oraz jest swojego rodzaju markerem stanu zapalnego jako biatko ostrej fazy.

W zwiazku z powyzszym, uznalam za sluszne zaprojektowanie i otrzymanie
nos$nikow, ktére beda zdolne do wigzania tego biatka. Pierwsze zastosowanie przeze mnie
podejscie, bylo klasyczne. Postanowitam otrzyma¢ materialy zawierajgce na SWOojej
powierzchni grupy aminowe, a nastgpnie zwigza¢ AGP kowalencyjnie w sposob
analogiczny do metody wigzania HSA. Jako tgcznik w immobilizacji zastosowatam
aldehyd glutarowy i alternatywnie uktad sulfo-NHS i EDC. Niestety, zastosowanie
klasycznej metody wigzania biatka z wykorzystaniem jego grup karboksylowych
lub aminowych obecnych w strukturze, w przypadku AGP nie przyniosto pozadanego
rezultatu. Ilo§¢ glikoproteiny zwigzanej na no$niku byta w granicach btedu statystycznego.
Dlatego uznatam, ze by¢ moze rozwigzaniem bedzie zwigzanie AGP, przez czgs$¢ cukrowa,
nie wykorzystujac tym samym czgsci biatkowej. W tym celu, zwrdcitam szczegdlng uwage
na reaktywno$¢ tancuchow cukrowych. Jak juz wspomniatam w czgsci teoretycznej pracy,

w literaturze opisane sg reakcje kwaséw boronowych z diolami, a co za tym idzie
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z weglowodanami. Dzigki obecnosci tancuchéw cukrowych, glikoproteiny tworza
z kwasami boronowymi trwate i stabilne potaczenia kowalencyjne, a reakcje te zachodza
szybko i wydajnie (co opisano w literaturze) co tez postanowitam wykorzysta¢ w swojej
pracy.

Zatem kluczowym celem mojej pracy byto zaplanowanie struktury materialow
powstalych przez modyfikacj¢ polisacharydéw powszechnie stosowanych w naukach
medycznych i farmaceutycznych, takich jak chitozan i skrobia, a takze ich chemiczna
modyfikacja w kierunku materialdow zawierajacych ugrupowania kwasow boronowych
Z wolnymi grupami dihydroksyborylowymi. Biorgc pod uwage wczesniejsze wyniki
otrzymane w naszym zespole, dotyczace wplywu budowy i geometrii czasteczki
polisacharydu na efektywno$¢ wigzania HSA, postanowitam réwniez sprawdzi¢, czy
modyfikacje w obrebie polisacharydu, polegajace na: zwickszeniu ilo$ci grup funkcyjnych
oraz ich odsunigciu przez fragment alkilowy od tancucha gltownego polisacharydu,
otwarciu struktury pierscieni glukopiranozowych czy karboksymetylowaniu wptyng
na zdolno$¢ materiatu do wigzania AGP. W zwiazku z tym do modyfikacji kwasami
boronowymi wybratam nastgpujace polimery:

(i) chitozan niemodyfikowany;

(i) chitozan z r6zng iloscig pierwszorzegdowych grup aminowych odsunigtych

od tancucha gtownego polimeru;
(iii) chitozanem dialdehydowym;
(iv) karboksymetylochitozan;

(v) skrobie dialdehydowa;

(vi) karboksymetyloskrobig.

Kwasami boronowymi, ktére wybratam do reakcji z ww. polimerami byly: kwas
3-aminofenyloboronowy i kwas 4-formylofenyloboronowy, w zaleznosci od sposobu
wprowadzenia ugrupowania kwasu boronowego do polimeru: z wykorzystaniem grup
aminowych lub amidowych. Wybor skrobi i chitozanu jak juz wspomniatam, podyktowany
byt biokompatybilnoscig tych biopolimeréw, ich znanym zastosowaniem w przemysle
farmaceutycznym i1 medycznym, a takze latwa dostgpnoscia i niska ceng. Poprzez
funkcjonalizacj¢ kwasami boronowymi otrzymatam materiaty o réznej zawartosci wolnych

grup dihydroksyborylowych 1 réznym stopniu odsuni¢cia tych grup od tancucha gtéwnego
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polimeru, a takze rdéznym sposobie polaczenia ugrupowania kwasu boronowego

Z fancuchem polimerowym co schematycznie przedstawitam na Rysunku 36.

W wyniku przeprowadzonych syntez otrzymatam nastepujace materiaty (I-1X):
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Rysunek 36. Materiaty funkcjonalizowane kwasami boronowymi oparte na chitozanie
i skrobi

W zwiazku z tym, ze moim celem bylo otrzymanie no$nikéw do efektywnego
wigzania AGP, ktore jednoczesnie znacznie ulatwityby prace¢ z biatkiem, dalsze etapy
polegaly na charakterystyce otrzymanych polimeréw i sprawdzeniu ich potencjalnej
zdolnos$ci do tworzenia wigzania z weglowodanami, a nastgpnie otrzymaniu nanoczgstek
magnetycznych pokrywanych tymi makroczasteczkami. Dlatego tez konieczna byta
wstepna ocena zdolno$ci otrzymanych przez mnie polimeréw do tworzenia wigzan
z modelowym sacharydem, ktorym byla glukoza. Badania wigzania glukozy
przeprowadzitam przy dwoch roznych wartosciach pH: fizjologicznym (pH 7,4)
i zasadowym (pH 9). Jak wspomniatam w czgéci pogladowej pracy, wigzanie diolu przez
kwasy borowe jest preferowane w Srodowisku alkalicznym. Ilo$¢ zwiazanej glukozy
oznaczono metodg DNS (kwas 3,5 dinitrosalicylowy), uzyskujac pozytywny wynik dla
wszystkich otrzymanych polimeréw. Dlatego kolejnym etapem byta synteza nanoczastek
magnetytu (FesOs) z modyfikowanymi powlokami polimerowymi zdolnymi do wigzania
a-1-kwasnej glikoproteiny w oparciu o opracowane procedury, a nast¢pnie charakterystyka
ich wlasciwosci. Dla otrzymanych nanoczgstek magnetycznych zbadatam ich zdolnos¢
do wigzania AGP uzyskujac pozytywne wyniki dla wszystkich materialow. W ostatnim
etapie postanowilam poréwnac¢ otrzymane wyniki wigzania AGP oraz takie wtasciwos$ci
jak hydrofilowos¢-hydrofobowos¢, porowatosc, stabilno$¢ termiczna, i przede wszystkim

strukture polimeru, z ilo$cig zwigzanego przez materiat biatka.
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Materiaty zdolne do wigzania kwasnej glikoproteiny, poza wykorzystaniem ich
jako no$niki AGP, moga by¢ uzyte w wielu innych zastosowaniach, takich jak: wychwyt
ligandow lub tworzenie testow diagnostycznych oraz wyznaczanie parametrow
farmakokinetycznych substancji czynnych. Ponadto, ze wzgledu na fakt, ze wirusy
w swojej budowie posiadajg biatka powierzchniowe (zwane glikoproteinami otoczki),
umozliwiajagce wniknigcie wirusa do komorki gospodarza, prowadzac tym samym
do zakazenia, mozna probowac znalez¢ zastosowanie dla tych materiatdbw rowniez w tym
obszarze. Pandemia COVID-19 pokazata, ze diagnostyka i poszukiwanie nowych lekow
oraz materiatow odpornych na wirusy stanowi aktualnie szczegdlny wazny nurt w naukach
medycznych 1 materiatlowych. Syntetyzowane w niniejszej pracy materialy moga zatem
wykazywac zdolnos¢ do dezaktywacji patogenow na drodze selektywnego i szybkiego
wigzania glikoprotein. Wirusy, ktorych glikoproteiny otoczki zostataby kowalencyjnie
zwigzane z powierzchnig materiatu, nie beda zdolne do wywotania zakazenia, a takze
do przenoszenia si¢ i namnazania. Jest to hipoteza, ktora wymaga potwierdzenia przez
zbadanie oddziatlywania materiatu z glikoproteinami izolowanymi z wirusow.

Dodatkowo, otrzymane materialy, ze wzgledu na obecno$¢ wolnych grup
dihydroksyborylowych, moga znalez¢ potencjalne zastosowanie jako czynniki sieciujace

w innych dziedzinach wspoétczesnych technologii.
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Czes¢ eksperymentalna
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5. Aparatura

Do syntezy polimeréw i nanoczastek uzywano mieszadla mechanicznego Heidolph
RZR 2020 oraz mieszadta magnetycznego z grzaniem RCT basic IKAMAG® firmy VWR.
Otrzymane nanoczastki suszono w suszarce prozniowej BINDER, seria VD, firmy VWR.

Wielko$¢ nanoczastek oznaczono metodg dyspersyjnego rozpraszania $wiatta
(DLS), za pomocg aparatu Zetasizer NANO-ZS90 oraz transmisyjnej mikroskopii
elektronowej przy uzyciu mikroskopu produkcji FEI Europe, model Tecnai F20 X-Twin,
0 atomowej zdolno$ci rozdzielcze;j.

Widma ATR-FTIR zarejestrowano za pomocg spektrometru ATR-FTIR Spectrum
2000 firmy Perkin Elmer, uzywajac przystawki ATR do ciat statych, z krysztalem
diamentowym. Widmo rejestrowano w zakresie 4000 cm™ do 400 cm * przy rozdzielczosci
4 cm™ w temperaturze pokojowe;j i liczbie 64 skanow; stosowano korekcje linii bazowe;
i normalizacje porownywanych widm.

Zdjecia SEM wykonano przy uzyciu mikroskopu 1430 VP LEO Electron
Microscopy Ltd (wszystkie probki byly w postaci proszkow);

Pomiary kata zwilzania wykonano za pomocg Goniometru (DSA 10, Kruss,
Niemcy), wyposazonego w kamer¢ oraz oprogramowanie do analizy ksztaltu kropli
i wyznaczania swobodnej energii powierzchniowej.

Analiz¢ rentgenograficzng XRD przeprowadzono za pomoca dyfraktometru
X°PERT firmy Pro Philips (CuKal, dhlugo$é fali 1,54056 A). Wszystkie probki
rejestrowano w zakresie 20 5-120° , przy 0,020° i temperaturze pokojowe;.

Analiz¢ termiczng wykonano za pomocg termoanalizatora Simultaneous TGA-
DTA Thermal Analysis TA Instruments typ SDT 2960 (atmosfera azotu oraz powietrza,
szybkos¢ grzania 10°C/min, grzanie do 600°C dla powietrza i 800°C dla azotu).

Parametry struktury porowatej oznaczono przy uzyciu analizatora ASAP 2010
firmy Micromeritics, USA.

Widma *C NMR zarejestrowano za pomoca spektrometru NMR Bruker 700 MHz,
awidma *B NMR za pomoca spektrometru NMR Bruker 400 MHz.

Toksycznos¢ ostra przygotowanych materiatow zbadano z wykorzystaniem aparatu
Microtox® M500 (Modern Water, Cambridge, UK).

Immobilizacje a-1-glikoproteiny kwasnej przeprowadzono w termomikserze Heat
MHR11 Easy Control, firmy VWR. Ilo$¢ zwigzanej glikoproteiny oznaczono za pomocg

spektrofluorymetru Jasco FP-8300 zaopatrzonego w przystawke temperaturowa.
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Oznaczanie glukozy metodg DNS (kwasem 3,5 dinitrosalicylowym) wykonano przy
uzyciu spektrofotometru UV-Vis UV-1601 PC, firmy Shimadzu.
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6. Materialy

Chitozan (o masie czasteczkowej 50 000-190 000 Da 1 stopniu deacetylacji 70%),
szesciowodny chlorek zelaza(Ill), etylenodiamina, nadjodan sodu, epichlorohydryna,
chlorowodorek-(3-dimetyloaminopropylo)-3-etylokarbodiimidu ~ (EDC), gliceryna,
dijodometan, odczynnik ninhydrynowy, kwas monochlorooctowy oraz a-1- kwasna
glikoproteina zostaty zakupione w firmie Sigma-Aldrich (Niemcy). Czterowodny chlorek
zelaza(Il), kwas octowy, wodoroweglan sodu, wodorotlenek sodu, weglan sodu, kwas 3,5
dinitrosalicylowy, aldehyd glutarowy oraz metanol kupiono w firmie POCh (Polskie
Odczynniki Chemiczne, Gliwice). Skrobia kukurydziana pochodzita z firmy Vitargo®.
Kwas 3-aminofenyloboronowy i kwas 4-formylofenyloboronowy zakupiono w firmie

Fluorochem. Do przygotowania roztworéw uzyto wody dejonizowane;.
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7. Wyznaczanie stopnia deacetylacji chitozanu
Stopien deacetylacji chitozanu (DA) wyznaczono na podstawie widma NMR C,

wykonanego w ciele statym i obliczono na podstawie rownania (1) [155]:

= [ N—CH;
DA = %(f C1+[ C2+[ C3+[ Ca+[ C5+[ C6) * 100 (1)

Gdzie: [ N — CHy jest calkg wegla metylowego,
JC1+ [C2+ [C3+ [C4+ [C5+ [C6 - jest suma calek atomdéw wegla pierScienia

glukopiranozylowego.

8. Wyznaczanie zawarto$ci amylozy i amylopektyny w skrobi

Oznaczanie procentowej zawarto$ci amylozy i amylopektyny zostato przeprowadzone
zapomoca testu Amylose/Amylopectin Assay Kit zakupionego w firmie Megazyme
[179,180].

9. Okreslenie ilosci pierwszorzedowych grup aminowych na powierzchni
modyfikowanych polimerow
Ilo§¢ grup aminowych na powierzchni otrzymanych polimerdw okreslono

wykorzystujgc standardowa metodg ninhydrynowa [156, 157]. W tym celu przygotowano
krzywa wzorcowa, rejestrujac widma absorpcyjne siedmiu roztworow glicyny o stezeniach
0,6-2 mM. Do probowek pobrano po 2 mL kazdego z przygotowanych roztwordéw oraz
dodano 2 mL odczynnika ninhydrynowego. Probe odniesienia stanowit roztwor,
zawierajacy po 2 mL wody dejonizowanej i reagentu ninhydrynowego. Chitozan z jedna
odsunigtg grupg aminowg w jednostce glikozydowej (Csl), chitozan z dwoma odsunigtymi
grupami aminowymi w jednostce glikozydowej (Cs2) i chitozan z trzema odsunigtymi
grupami aminowymi w jednostce glikozydowej (Cs3) rozpuszczono w buforze octanowym
(2 mL 0,1 mM o pH=5,5), a nastepnie dodano odczynnik ninhydrynowy (2 mL).

Wszystkie probki wytrzasano recznie oraz ogrzewano we wrzace] wodzie przez 30
minut. Po tym czasie, roztwory ochtodzono i dodano 50% roztworu alkoholu etylenowego
(3mL).

[lo$¢ pierwszorzedowych grup aminowych okreslono spektrofotometrycznie, mierzac
absorbancje przy dhlugosci fali réwnej 570 nm. Dla kazdej préby wykonano trzy

powtdrzenia.
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10. Okreslenie zawartosci grup aldehydowych na powierzchni modyfikowanych
polimerow

Ilo$¢ grup aldehydowych na powierzchni utlenionych polimerdéw okreslono metoda
miareczkowania alkacymetrycznego. Do kolby Erlenmeyera odwazono skrobie
dialdehydowa (0,1 g) i dodano roztwor NaOH (5 mL, 0,2503 M). Cato$¢ ogrzewano
w temperaturze 70°C na tazni wodnej do catkowitego rozpuszczenia probki.
Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej, dodano roztwér HCI (7,5 mL, 0,2508 M), wode
dejonizowang (15 mL) i 2 krople roztworu fenoloftaleiny, po czym rozpoczeto
miareczkowanie roztworem NaOH (0,2503 M). Dla kazdej proby wykonano trzy

powtdrzenia. Zawartos¢ grup aldehydowych obliczono ze wzoru:

C1V1 -GV,

ALD (%) = = - -

100 % )

gdzie: C41V; to stezenie (mol/L) 1 objetos¢ (L) roztworu NaOH; C, i V, to stgzenie (mol/L)
1 objetos¢ (L) roztworu HCI; m to masa probki (g), M to masa czasteczkowa powtarzajacej
si¢ jednostki w skrobi dialdehydowej (M = 160 g/mol).

W analogiczny sposoéb obliczono ilo$¢ grup aldehydowych na powierzchni chitozanu

dialdehydowego.

11. Okreslenie stopnia podstawienia grupami karboksylowymi na powierzchni
modyfikowanych polimeréw (DS)

Stopien podstawienia (DS) w karboksymetylowanych polimerach oznaczono
za pomocg metody miareczkowania alkacymetrycznego [148]. Do kolby Erlenmeyera
odwazono modyfikowany polimer (0,2 g), po czym dodano roztw6r NaOH (20 mL, 0,0503
M) 1 mieszano przez 1 godzing za pomoca mieszadta magnetycznego w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie dodano roztwor fenoloftaleiny (2 krople) i probke miareczkowano
roztworem HCI (0,0605 M). Kazda probg wykonano trzykrotnie. Stopien podstawienia
wyliczono na podstawie wzoru:

Dla karboksymetyloskrobii:

162 '(C1V1—C2V2)
m —(58:(C1V1—C2V3))

DS = 3)
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gdzie C, V; to stezenie (mol/L) i obj¢tos¢ (L) roztworu NaOH; C,V, to stezenie (mol/L)
i objetos¢ (L) roztworu HCI; m masa probki (g), 162 -masa molowa jednostki glukozowej

(g/mol), 58 masa molowa grupy karboksymetylowej (g/mol)

Dla karboksymetylochitozanu:

161 -(C1V;,—CzV5)

DS = s ViV

“4)

gdzie C; iV; to stezenie (mol/L) i objetos¢ (L) roztworu NaOH; C,i V, to stezenie (mol/L)
i objetos¢ (L) roztworu HCIl; m masa probki (g), 161 -masa molowa jednostki

glukozoaminowej (g/mol), 58 masa molowa grupy karboksymetylowej (g/mol)

12. Modyfikacja chitozanu
12.1. Chitozan modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym z utworzonym
wigzaniem iminowym (Cs-4FPBA) (1)

Synteze tego materiatu przeprowadzono

OH

modyfikujac opisang w literaturze procedure HO~R

[191]. W kolbie okragtodennej (250 mL) Q

OH Y/ OH
umieszczono chitozan (1.0 g) i metanol (30 mL). éoé\&)&‘%ﬂ‘%’é&
HO g 0
N
\ OH

o]
Nastepnie dodano kwas 4- 7 A
formylofenyloboronowy (0.8 g, 5.3mmol) b
rozpuszczony w metanolu (25 mL) i catosé¢ Ho-R B-oH
HO

mieszano przez 24 godziny w temperaturze 55°C.
Nastepnie mieszaning ochtodzono
do temperatury pokojowej. Osad odsagczono pod zmniejszonym ci$nieniem, PO Czym
przemyto woda dejonizowang (20 mL) i metanolem (50 mL). Produkt suszono w suszarce

prozniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

13C NMR (ciale stato),  ppm; 15,2 (C8); 61,5 (C2,C6); 72,4 (C3, C5); 82,0 (C4); 101,9
(C1); 130,3 (Car); 171,5 (C7, C=N)

B NMR (cialo stale), 5 ppm; 2,1

ATR-FTIR (cm)): 3350 (-OH), 1640 (C=N), 1410 (C-B), 1370 (B-0), 814 (C-H), 700
(C-H)
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12.2. Chitozan modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym z utworzonym
wigzaniem aminowym (Cs-4FPBA-R) (2)

Synteze tego materialu oH
HO—8

przeprowadzono modyfikujac metod¢ opisang
w literaturze [192]. Pierwszy etap syntezy tego )
zwigzku byl analogiczny jak opisano Dé&/m HN é&
w punkcie 13.1. Po ochtodzeniu mieszaniny A W OW\% 0
do temperatury pokojowej, dodano porcjami " '
metanolowy roztwor NaBHy (0,44 M, 30 mL).
Mieszaning ponownie ogrzano do temperatury HO_BOH HO’B_DH
55°C 1 kontynuowano mieszanie w tej
temperaturze przez 12 godzin. Nastepnie mieszaning ochlodzono do temperatury
pokojowej, a osad odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem 1 przemyto woda

dejonizowang (20 mL) oraz metanolem (50 mL). Produkt suszono w suszarce prozniowej

w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

13C NMR (ciato stale), & ppm; 22,5 (C8); 58,1 (C2,C6, C-N); 74,4 (C3, C5); 82,2 (C4);
104,5 (C1); 135,2 (Car); 174,3 (C7)

B NMR (cialo stale), § ppm; 2,2

ATR-FTIR (cm™): 3350 (-OH), 1556 (-NH-), 1411 (C-B), 1370 (B-0), 814 (C-H), 700 (C-
H)

12.3.Chitozan dialdehydowy (DACs) (3)

Synteze chitozanu

HO.
dialdehydowego przeprowadzono %o PN on \ﬁ}z\oj%\ﬁcm
w sposob  analogiczny do procedury *0:/}2, ¢ % oo 0)"1
opracowanej i opisanej przez nasz zespot
[181]. W kolbie okragtodennej (250 mL)
rozpuszczono chitozan (1,0g) w roztworze kwasu octowego (C= 1%, 100 mL). Nastepnie
dodano wodny roztwor nadjodanu sodu (0,7 M, 10 mL). Aby zapobiec rozktadowi NalO4
pod wptywem §wiatla, kolbe natychmiast owinigto folig aluminiowa, a jej zawarto$¢

mieszano za pomocg mieszadla magnetycznego w temperaturze 40°C przez 3 godziny. Po

tym czasie mieszaning ochtodzono do temperatury pokojowej, a produkt wytragcono przez
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dodanie acetonu (100 mL). Nastepnie osad odsgczono pod zmniejszonym ci$nieniem i
przemyto wodg dejonizowang (3x15mL) i acetonem (50mL). Produkt suszono w

atmosferze powietrza w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.

13C NMR (ciato state), § ppm; 22,6 (C8); 54,8 i 59,0 (C2,C6); 72,6 (C3, C5); 82,4 (C4);
98,3 (C1); 175,8 (C8, C=0)

ATR-FTIR (cm™): 3355 (-OH), 1742 (C=0), 1630 (C=0), 1400 (-O-C-0-), 767 (C-H),
722 (C-H)

Oznaczona zawarto$¢ grup aldehydowych: 29%

12.4. Chitozan dialdehydowy modyfikowany kwasem 3-aminofenyloboronowym
(DACs-PBA) (4)

W kolbie okragtodennej (50mL)
HO
rozpuszczono kwas 3- ’QO HaN o \&17\0 “2':') on
aminofenyloboronowy (0,1 g; 0,73 W HN  NH o~)
HO
mmola) w metanolu (3mL), nast¢pnie He @ Q n

dodano zawiesing chitozanu “O—B\OH JB—OH
dialdehydowego (1.0 g) w metanolu (10 "

mL) i mieszano przez 24 godziny w 55°C

za pomocg mieszadta magnetycznego. Mieszaning ochtodzono do temperatury pokojowej
i dodano metanolowy roztwor NaBHs (0,013 M, 3 mL). Kontynuowano mieszanie
w temperaturze 55°C przez 6 godzin. Nastepnie uktad ochtodzono do temperatury
pokojowej, osad odsagczono pod zmniejszonym ci$nieniem 1 SUSZONO W suszarce

prozniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

13C NMR (cialo state), 6 ppm; 22,6 (C8); 54,51 61,1 (C2,C6, C-N); 74,6 (C3, C5); 82,9
(C4); 104,6 (C1); 137,8 (Car); 177,0 (C7)

B NMR (cialo stale), § ppm; 5,3

ATR-FTIR (cm™): 3310 (-OH), 1632 (N-H), 1419 (C-B), 1372 (B-0), 792 (C-H), 760
(C-H)
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12.5. Karboksymetylochitozan (CMCs) (5)

Synteze karboksymetylochitozanu
przeprowadzono w sposdb analogiczny OO ;LO
do procedury opisanej w literaturze [177]. ﬁo o o 0
W kolbie  okraglodennej (100  mL) HO 5{%/”96&2\0}
umieszczono chitozan (1 g) w wodnym " 0 e
roztworze wodorotlenku sodu (10 M, 10mL) H}O
I mieszano za pomoca mieszadta
magnetycznego przez 30 min w temperaturze
pokojowej. Nastepnie dodawano porcjami wodny roztwdr kwasu monochlorooctowego (7
M, 3 mL). Uktad reakcyjny ogrzano do temperatury 60°C i mieszano w tej przez 5 godzin.
Nastepnie mieszaning ochtodzono do temperatury pokojowej i dodano 70% alkohol
etylowy (25 mL). Osad odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, przemyto 70%
alkoholem etylowym (25 mL), a nastgpnie suszono w suszarce préozniowej w temperaturze
50°C przez 24h. Uzyskang sol sodowa karboksymetylochitozanu (CMCs(Na) (1g)
rozpuszczono w wodzie dejonizowanej (100mL) 1 dodano st¢zonego kwasu
chlorowodorowego (3 mL), do momentu uzyskania roztworu o pH = 2. Nastepnie porcjami
dodawano 99% alkoholu etylowego do momentu wytracenia produktu (okoto 50 mL).
Uzyskany osad odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem i przemyto 99% alkoholem

etylowym (5x5 mL). Produkt suszono w suszarce prozniowej w temperaturze 30°C przez

24 godziny.

13C NMR (ciato state), § ppm; 24,2(C8); 55,5 (C2,C6); 74,5 (C3, C5,CH2-0-); 97,4 (C4);
97,4 (C1); 175,3 (C7, -COOH)

ATR-FTIR (cm!): 3300 (-OH), 1733 (C=0), 1612 (C=0), 1508 (N-H), 1314 (C-N), 1064
(C-0-), 900 (C-H)

Stopien podstawienia grupami karboksylowymi: 0,29
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12.6. Karboksylometylochitozan modyfikowany kwasem 3-aminofenyloboronowym
(CMCs-PBA) (6)

W kolbie okragtodennej (50 mL)

rozpuszczono kwas 3- R—oH pon
aminofenyloboronowy (0,1 g; 0,73 mmola) Q Q
w  metanolu (3mL). Nastepnie dodano HN

karboksymetylochitozan CMCs (1,0 g) Q}

zawieszony w tym samym rozpuszczalniku (

(10 mL). Cato$¢ mieszano przez 24 ég, \%ﬂ\ ‘§:T\
godziny w temperaturze 55°C za pomoca }
mieszadta magnetycznego. Po tym czasie ():

mieszaning ochtodzono do temperatury

pokojowej, osad  odsaczono  pod

zmniejszonym ci$nieniem 1 przemyto Ho—By,
OH

metanolem (3x5 mL), a nastgpnie suszono

w suszarce prozniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

13C NMR (ciato state), 8 ppm: 59,4 i 61,5 (C2,C6); 74,5 (C3, C5); 82,4 (C4); 103,5 (C1);
135,9 (Cag); 171,5 (-CO-NHR)

B NMR (cialo state), § ppm; 1,3

ATR-FTIR (cm™): 3350 (-OH), 1600 (N-H), 1515 (C-N), 1413 (C-B), 1374 (B-0), 897
(C-H), 646 (C-H)

12.7.Chitozan z jedna odsuni¢ta grupa aminowa w jednostce glikozydowej Csl1 (7)

Syntez¢ Csl wykonano w  sposob

OH

analogiczny do procedury opracowanej w zespole o

iopisanej w literaturze [159]. W kolbie ,H%‘\h,\’\
okraglodennej (250 mL) umieszczono chitozan (0,5 N
g) w buforze wodoroweglanowym (50,0 mM,;

pH=10, 25 mL). Nastepnie dodano 5% wodny roztwor aldehydu glutarowego (25 mL)
I mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing za pomocg mieszadia

magnetycznego. Dodano wodnego roztworu etylenodiaminy (2 M, 50 mL) i kontynuowano
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mieszanie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Otrzymany osad odsgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, przemyto wodg dejonizowang (5x10 mL) i suszono w suszarce

prozniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

13C NMR (ciato state),  ppm; 56,8 (C2, C6, CH>); 74,9 (C3, C5); 82,9 (C4); 104,4 (C1);
177,6 (C=N)

ATR-FTIR (cm™): 3350 (-OH, -NH>), 2872 (C-H), 1640 (C=N), 1552 (N-H), 1141 (C-N)
Ilo$¢ pierwszorzedowych grup aminowych: 3,24 mM/g

12.8. Chitozan z jedna odsunieta grupa aminowg w jednostce glikozydowej
modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym Cs1-FPBA (8)

W kolbie okragtodennej (50 oH HO
\

mL)  rozpuszczono  kwas  4- ’H(CX\//\C;%:)? B~oH
formylofenyloboronowy (0,250 g; —’\’\,_\\/\/N ﬂ

1,67 mmola) w metanolu (3 mL).

Nastgpnie dodano chitozan z jedna

odsunigtg grupg aminowg w jednostce glikozydowej (Csl) (1,0 g) i metanol (10 mL),
po czym catos¢ mieszano przez 24 godziny w temperaturze 55°C za pomoca mieszadta
magnetycznego. Roztwor ochtodzono do temperatury pokojowej, odsaczono
pod zmniejszonym ci$nieniem i suszono w suszarce prozniowej w temperaturze 30°C
przez 24 godziny.

13C NMR (ciato state), & ppm: 58,9 (C2,C6, CH>); 74,3 (C3, C5); 82,9 (C4); 104,3 (Cl);

137,5 (Car); 174,8 (C=N)

B NMR (cialo state), 5 ppm; 8,8
ATR-FTIR (cm™): 3350 (-OH), 2872 (C-H), 1641 (C=N), 1549 (N-H), 1403 (C-B), 1362

(B-0), 827 (C-H), 736 (C-H)
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12.9.. Chitozan z dwoma odsuni¢tymi grupami aminowymi w jednostce glikozydowej
Cs2 (9)

Synteze Cs2 przeprowadzono w sposob
analogiczny do procedury opracowanej w \ __/_ Nz
zespole i opisanej w literaturze [159]. W kolbie —/—-9
okraglodennej (250mL) umieszczono chitozan i
(05 g w 30% wodnym roztworze S @ N
wodorotlenku sodu (50 mL) i catos¢ mieszano
w temperaturze pokojowej przez 20 minut.
Nastepnie dodano epichlorohydryne (0,5 mL; 6,25 mmola) i ogrzewano w 50°C przez 2
godziny. Po ochtodzeniu, wprowadzono wodny roztwor nadjodanu sodu (0,37 M, 5 mL)
I kontynuowano reakcje¢ przez 30 min w temperaturze pokojowe;j. Nastepnie dodano wodny
roztwor etylenodiaminy (2 M, 50 mL) i mieszano w tych samych warunkach przez
2 godziny. Otrzymany osad odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem, przemyto woda
dejonizowang (5x10 mL) i suszono w suszarce prozniowej w temperaturze 30°C przez

24 godziny.

13C NMR (ciato stale), § ppm; 58,1 (C2,C6, CHy); 74,0-78,2 (C3,C5,C4); 104,4 (C1); 172,1
(C=N)

ATR-FTIR (cm): 3354 (-OH, -NH,), 2895 (C-H), 1650 (C=N), 1582 (N-H), 1032 (C-N)

[los¢ pierwszorzedowych grup aminowych: 6,03 mM/g
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12.10. Chitozan z dwoma odsuni¢tymi grupami aminowymi w jednostce glikozydowej

modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym Cs2-FPBA (10)

Synteze Cs2-FPBA //—©\/OH
przeprowadzono w sposob e N B\OH
. /
analogiczny do procedury 0_/_/
opisanej w punkcie 13.8., 0

Zuzyciem jako substratu /O/m:
chitozanu z dwoma HO~
odsunietymi grupami

aminowymi w jednostce

glikozydowej (Cs2).

13C NMR (ciato state), 5 ppm: 56,3 (C2, C6, CH>); 74,5 (C3, C5); 83,2 (C4); 104,6 (C1);
136,9 (Car); 176,3 (C=N)

B NMR (cialo state), & ppm; 9,7
ATR-FTIR (cm™): 3350 (-OH), 2866 (C-H), 1634 (C=N), 1593 (N-H), 1432(C-B), 1367

(B-0), 830 (C-H), 716 (C-H)

12.11. Chitozan z trzema odsunietymi grupami aminowymi w jednostce glikozydowej

Cs3 (11)

Syntezg Cs3 otrzymano w sposob
analogiczny do procedury opracowanej j
w zespole i opisanej w literaturze [159]. T
W kolbie  okragtodennej (250 mL) ))

umieszczono chitozan (0,5 g) w wodnym J/Skfoé/)'
roztworze wodorotlenku sodu (C=30%, 50 o N’\,\’\
=/—/ Y G NH2

mL) i mieszano w temperaturze pokojowej N N
przez 20 minut. Nastgpnie dodano HN
epichlorohydryne (0,5 mL; 6,25 mmola),
ogrzano do  temperatury 50°C

I kontynuowano mieszanie przez 2 godziny. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej
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dodano wodnego roztworu nadjodanu sodu (0,37 M, 5 mL) i mieszano przez 30 min
w temperaturze pokojowej. Osad odsaczono, przemyto wodg dejonizowana (5x10 mL)
I przeniesiono do kolby o pojemnosci 250 mL. Dodano bufor wodorowgglanowy (50,0
mM, pH=10, 25 mL) oraz wodny roztwor aldehydu glutarowego (C= 5%, 25 mL). Catos¢
mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Nastepnie wprowadzono wodny
roztwor etylenodiaminy (2 M, 50 mL) i kontynuowano mieszanie w tych samych
warunkach. Otrzymany osad odsaczono pod zmniejszonym cisnieniem, przemyto wodg
dejonizowang (5x10mL) i suszono w suszarce prozniowej w temperaturze 30°C przez

24 godziny.

13C NMR (cialo state), 5 ppm; 56,8 (C2, C6, CH2); 59,7 (C2, C6, CH2); 74,9 (C3, C5); 82,0
(C4); 105,6 (C1); 175,4 (C=N)

ATR-FTIR (cm™): 3315 (-OH, -NH,), 2881 (C-H), 1631 (C=N), 1476 (N-H), 1081 (C-N)

[lo$¢ pierwszorzedowych grup aminowych: 8,75 mM/g

12.12.Chitozan z trzema odsunietymi grupami aminowymi w jednostce glikozydowej

modyfikowany kwasem 4-formylofenyloboronowym Cs3-FPBA (12)

Synteze Cs3-FPBA
przeprowadzono w sposob
analogiczny do procedury S
opisanej w punkcie 13.8. ))N

Zuzyciem jako substratu 0

(0]
. n
chitozanu 7z trzema W

odsunigtymi grupami e OH
aminowymi w jednostce =N
glikozydowej (Cs3).
HO-B
OH

13C NMR (ciato stale), §
ppm: 57,6 i 60,9 (C2,C6, CH2): 74,3 (C3, C5); 83,5 (C4): 104,4 (C1); 133,8 (Car); 171,4
(C=N)

B NMR (cialo stale), 5 ppm; 8,1
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ATR-FTIR (cm™): 3350 (-OH), 1643 (C=N), 1550 (N-H), 1407 (C-B), 1320 (B-0), 824
(C-H), 744 (C-H)

13. Modyfikacja skrobi
13.1. Skrobia dialdehydowa DAS (13)

Synteze skrobi dialdehydowej

OH
przeprowadzono w sposob analogiczny do procedury OH
opracowanej w zespole i opisanej w literaturze [127]. (\ON % OH\S o*n
W kolbie okragtodennej (100 mL) rozpuszczono o Oéio O(y{
skrobi¢  kukurydziang (1,5 @) w wodzie & X o

dejonizowanej (30 mL). Dalsza procedura tj. ilos¢
nadjodanu sodu, czas itemperatura reakcji oraz wytracenie i suszenie produktu,

przeprowadzono w sposob analogiczny jak w przypadku otrzymywania chitozanu

dialdehydowego (DACS) (punkt 13.3).

13C NMR (ciato state), § ppm; 59,9 (C6); 71,9 (C5), 85,21 89,7 (C2 i C3); 95,2 (C4); 100,0
(C1)
ATR-FTIR (cm'!): 3458 (-OH), 3392 (-OH), 1631 (C=0), 1156 (C-C), 1026 (C-O-C)

Zawartos¢ grup aldehydowych: 29%

13.2. Skrobia dialdehydowa modyfikowana kwasem 3-aminofenyloboronowym
(DAS-PBA) (14)
Synteze DAS-PBA przeprowadzono w podobny

OH
sposob do procedury opisanej w punkcie 13.4. z uzyciem Qoﬁ{ oH 0”\3 O%n
OH o (o] cﬂ

jako substratu skrobi dialdehydowej (DAS). Reakcje

prowadzono w temperaturze pokojowej. Ilos¢ NH HN
substratow, rozpuszczalnikow 1 czas prowadzonej Q D
reakcji nie ulegl zmianie. oo ToH HOTE

13C NMR (cialo state), § ppm; 60,24 (C6, C-N); 68,7
(C2, C3,C5); 90,4 (C4): 99,5 (C1), 130,1 (Car)

B NMR (cialo stale), § ppm; 6,9
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ATR-FTIR (cm™): 3310 (-OH), 1641 (N-H), 1438 (C-B), 1337 (B-0), 1080 (C-O-C), 1030
(C-C), 794 (C-H), 765 (C-H)

13.3. Karboksymetyloskrobia (CMS) (15)

Syntez¢  przeprowadzono  zgodnie o

z procedurg opisang w literaturze [158]. OH ko
W kolbie  okragtodennej (100  mL) \(\0 oM 20 O OHO 0%’ )
umieszczono zawiesing skrobi (3 g) w alkoholu OH 5 -0 0}{
etylowym (C=99%, 10 mL). Nastepnie o O

HO" oM

dodawano  porcjami  wodny  roztwor

wodorotlenku sodu (5 M, 5 mL), przy ciaglym

mieszaniu przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Do mieszaniny reakcyjnej dodano
etanolowy roztwor kwasu monochlorooctowego (6,25 M, 2 mL) i kontynuowano mieszanie
w temperaturze 60°C przez 5 godzin. Nastgpnie wytracony osad odsgczono
pod zmniejszonym cisnieniem i przemyto alkoholem etylowym (C=70%, 5x5 mL).
Produkt suszono w suszarce prozniowej w temperaturze 50°C przez 24 godziny.
Z uzyskang solg sodowa karboksymetyloskrobi CMS(Na) postepowano analogicznie, jak

w przypadku soli sodowej karboksymetylochitozanu CMCs(Na), opisanej w punkcie 13.5.

13C NMR (ciato state), 8 ppm; 13,4 (-CH2-), 60,7 (C6); 71,5 (C2, C3,C5); 80,9 (C4); 102,7
(C1), 174,8 (-COOH)

ATR-FTIR (cm™): 3367 (-OH), 1729 (C=0), 1644 (C=0) 1229 (C-H), 1131 (C-C),
1087(C-0O-C), 1004 (C-C), 719 (C-H)

Stopien podstawienia grupami karboksylowymi: 0,31
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13.4. Karboksymetyloskrobia modyfikowana kwasem 3-aminofenyloboronowym

CMS-PBA (16)

W  kolbie okraglodennej (50 mL)
umieszczono zawiesing karboksymetyloskrobi
(CMS) (1.0g) w wodzie dejonizowanej (20mL)
i dodanol-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC) (10,0
mg; 0,06 mmol) rozpuszczonego w wodzie
destylowanej (2mL). Calo$¢ mieszano przez
15 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
do mieszaniny reakcyjnej dodano rozpuszczony
w wodzie (3mL) kwas 3-aminofenyloboronowy

(0,1 g; 0,73 mmola) i kontynuowano mieszanie

OH

~

HO—pg

(\;%CO}

przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Osad odsaczono pod zmniejszonym

ci$nieniem 1 przemyto woda dejonizowang (3x5mL). Produkt suszono w suszarce

prézniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

13C NMR (cialo state),  ppm; 13,3 (-CH2-), 61,3 (C6); 71,7 (C2, C3, C5); 81,8 (C4); 102,6

(C1), 131,3 (Car) 173,0 (-CO-NHR)

B NMR (cialo stale), § ppm; 6,9

ATR-FTIR (cm™):3350 (-OH), 1726 (C=0), 1557 (N-H,C-N) 1429 (C-B), 1366 (B-O),

1131(C-0-C), 1007 (C-C), 862 (C-H), 757 (C-H)
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14. Synteza nanoczastek magnetycznych

14. 1. Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem Cs-MNPs (17)

Synteze przeprowadzono
zgodnie z procedurg opisang
w literaturze [122]. W kolbie
dwuszyjnej (250 mL)
rozpuszczono chitozan (1,0 g)
w kwasie octowym (C=1% 100
mL). Nastepnie dodano
tetrahydrat chlorku zelaza(II)
(0,74 g; 3,7 mmol) i heksahydrat
chlorku zelaza(Ill) (2,03g; 7,5

o 5
OH > OH
o o HN
HO fo) ;
Q
HO o J %o o
NH, NH,
OH n

mmol), po czym wkroplono 30% wodny roztwoér wodorotlenku sodu (30 mL) do uzyskania

pH=13. Utworzony czarny osad nanoczgstek oddzielono za pomoca magnesu, przemyto

woda dejonizowang (5x10 mL) i suszono w suszarce prézniowej w temperaturze 30°C

przez 24 godziny.

ATR-FTIR (cm!): 3265 (-OH, -NH-), 2958 (-CH-), 1647 (N-H), 1558 (N-H), 1432 (C-H),
1391 (C-H), 1109 (C-N, C=0), 865 (C-H), 560 (Fe-O)

14.2. Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem modyfikowane kwasem 4-

formylofenyloboronowym z utworzeniem wigzania iminowego (Cs-FPBA-MNPs) (18)

W  kolbie okragtodenne;j
(250 mL) umieszczono
nanoczastki magnetyczne pokryte
chitozanem (1,0 g) oraz metanol
(20 mL). Nastepnie dodano kwas
4-formylofenyloboronowy (0,3 g;
2,00 mmol) rozpuszczony
w metanolu (20 mL). Catos¢
mieszano w temperaturze 55°C

przez 24 h. Nastgpnie mieszaning

HO—B

ochtodzono do temperatury pokojowej, a otrzymane nanoczastki magnetyczne oddzielono
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za pomocg magnesu i przemyto woda dejonizowang (5x5 mL) i metanolem (20 mL).

Produkt suszono w suszarce proézniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

ATR-FTIR (cm™): 3293 (-OH), 1644 (C=N), 1410 (C-B), 1368 (B-0), 893 (C-H), 558
(Fe-O)

14.3. Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem modyfikowane kwasem 4-
formylofenyloboronowym z utworzeniem wigzania aminowego (Cs-FPBA-R-MNPs)
(19)

Pierwszy etap syntezy tego
materiatu byl analogiczny do oH
opisanego w  punkcie 15.2.
Po ochtodzeniu do temperatury
pokojowej do mieszaniny dodano
porcjami metanolowy roztwor

NaBHs (061 M, 10 mL).

HO—B

Mieszaning ponownie podgrzano on u

do temperatury 55°C

i kontynuowano reakcje w tej
temperaturze przez 12 h. Po ochtodzeniu mieszaniny do temperatury pokojowej,
magnetyczne nanoczastki oddzielono, przemyto i suszono w sposob analogiczny,

jak opisano w punkcie 15.2.

ATR-FTIR (cmY): 3287 (-OH), 1577 (N-H), 1460 (C-B), 1342 (B-O), 570 (Fe-O)
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14.4. Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem dialdehydowym DACs-MNPs
(20)

W kolbie okragtodenne;j
(50 mL) umieszczono

nanoczastki magnetyczne

HO
pokryte chitozanem (1,0 Q) &o AN, oH \ﬁ}?o o OH
o )
oraz wode dejonizowana (10 \j?/ 4% /v?%—
HO

mL). Nastepnie dodano

wodnego roztworu nadjodanu
sodu (0,7 M, 5 mL).

Aby zapobiec degradacji NalO4 pod wptywem $wiatta, kolbg¢ natychmiast owini¢to folig
aluminiowa. Zawarto$¢ kolby ogrzano do temperatury 40°C i mieszano w tej temperaturze
przez 3 godziny. Po ochtodzeniu uktadu do temperatury pokojowej, postepowano zgodnie

z procedurg opisang w punkcie 15.2.

ATR-FTIR (cm™): 3309 (-OH), 1743 (C=0), 1647 (C=0), 1071 (-O-C-0-), 575 (Fe-O)

14.5. Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem dialdehydowym modyfikowane
kwasem 3-aminofenyloboronowym DACs-PBA-MNPs (21)

W kolbie okragtodennej (100 mL)
umieszczono nanoczastki magnetyczne
pokryte  chitozanem  dialdehydowym
(DAC-MNPs) oraz metanol (15 mL).
Nastepnie dodano kwas 3-
aminofenyloboronowy (0,15 g, 1 mmol)

rozpuszczony w metanolu (3 mL). Catos¢

mieszano przez 24 godziny

w temperaturze 50°C Nastepnie

ochtodzono do temperatury pokojowej,
dodano metanolowy roztwor NaBHa (26,5 mM, 2 mL) i ponownie ogrzano do temperatury
50°C. Kontynuowano mieszanie w tej temperaturze przez 6 h. Po zakonczeniu reakcji,
mieszaning ochtodzono do temperatury pokojowej. Nanoczastki magnetyczne oddzielono
za pomocg magnesu, przemyto metanolem (3x10 mL) i suszono w sposob analogiczny, jak

w procedurze opisanej w punkcie 15.2.
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ATR-FTIR (cm™): 3322 (-OH), 1638 (N-H), 1419 (C-B), 1378 (B-0), 570 (Fe-O)

14.6. Nanoczastki magnetyczne pokryte karboksymetylochitozanem CMCs-MNPs
(22)

W  kolbie okragtodennej
(100 mL) umieszczono nanoczastki
magnetyczne pokryte chitozanem 0x._OH HO
(3 g) oraz alkohol etylowy (10 mL).

~
o) (o]
) o HN /
Nastepnie, W  temperaturze fHo QN ?.Eé;\ik ,
NH, ° NH, ©
(o]
oo

pokojowej dodawano porcjami

wodny roztworu wodorotlenku
sodu (5.0 M, 2 mL) przez 30 minut,

ciggle mieszajac. W Kkolejnym

HO

etapie, do mieszaniny reakcyjnej
dodano etanolowy roztwor kwasu monochlorooctowego (5,08 M, 1mL) i kontynuowano
mieszanie w temperaturze 60°C przez 5 godzin. Nanoczastki magnetyczne oddzielono
za pomocg magnesu, przemyto alkoholem etylowym (3x10 mL) i suszono w suszarce

prozniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

ATR-FTIR (cm™): 3280 (-OH), 1588\ (C=0), 1444 (C-H) , 1058(-C-O-), 894 (C-H), 794
(C-H), 568 (Fe-0)

14.7. Nanoczastki magnetyczne pokryte karboksymetylochitozanem modyfikowane

kwasem 3-aminofenyloboronowym CMCs- PBA-MNPs (23)

W kolbie okraglodennej

(50 mL) umieszczono
magnetyczne nanoczastki
pokryte sola sodowg

karboksymetylochitozanu

(CMCs) (25 g) w wodzie
dejonizowanej (20 mL).
Nastepnie do mieszaniny

reakcyjnej dodano rozpuszczony

w wodzie (3 mL) kwas 3-
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aminofenyloboronowy (0,1 g; 0,73 mmola). Cato$¢ mieszano za pomocg mieszadta
mechanicznego przez 24 godzin w temperaturze pokojowej. Nanoczgstki magnetyczne
oddzielono za pomoca magnesu, przemyto woda dejonizowang (3x10mL) i suszono

W suszarce prozniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

ATR-FTIR (cm™): 3255 (-OH), 1587 (C-N), 1403 (C-B). 1327 (B-0), 710 (C-H), 574
(Fe-0)

14.8. Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z jedng odsuni¢tg grupg aminowa

w jednostce glikozydowej (Cs1-MNPs) (24)

Synteze przeprowadzono
zgodnie z procedurg opracowang
w zespole i opisang w literaturze [122].
W  kolbie dwuszyjnej (250 mL)
rozpuszczono chitozan (1,0 g) w kwasie

octowym (C=1% 100 mL), mieszajac

zapomoca mieszadla mechanicznego.

Nastepnie dodano tetrahydrat chlorku

zelaza(I)  (0,74g; 3,75  mmol)

i heksahydrat chlorku zelaza(Ill) (2,03g; 7,5 mmol, po czym wkroplono 30% wodny
roztworu NaOH (10 mL) do uzyskania pH=13. Uzyskane magnetyczne nanoczgstki
oddzielono za pomocg magnesu, przemyto wodg dejonizowang (5x5 mL) i przeniesiono
do kolby o pojemnos$ci 100 mL. Dodano buforu wodoroweglanowego (50 mM pH =10, 10
mL) i 5% wodnego roztworu aldehydu glutarowego (C=5%, 10 mL). Catos¢ mieszano
W temperaturze pokojowe] przez 1 godzing. Nastepnie dodano wodnego roztworu
etylenodiaminy (2 M, 20 mL) i kontynuowano mieszanie w temperaturze pokojowej przez
nastepne 2 godziny. Otrzymane nanoczastki magnetyczne oddzielono za pomocg magnesu,
przemyto woda dejonizowang (5x5 mL) i suszono w suszarce prozniowej w temperaturze

30°C przez 24 godziny.

ATR-FTIR (cm™): 3353(-OH), 3288 (-NH,), 2866 (C-H), 1653 (C=N), 1584 (N-H) 1062
(C-N), 577 (Fe-O)
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14.9.Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z jedna odsunieta grupa aminowa
w jednostce glikozydowej modyfikowane kwasem 4-formylofenyloboronowym (Cs1-
FPBA-MNPs) (25)

W kolbie okragtodenne;j
(50 mL) umieszczono
nanoczastki magnetyczne
pokryte chitozanem z jedng
odsunigta  grupg aminowg
w jednostce glikozydowej
(Cs1-MNP) (1,0 g) oraz

dodano metanol (20 mL) i kwas

4-formylofenyloboronowy

(0,150 g; 1,0 mmola)

rozpuszczony w metanolu (2 mL). Mieszaning ogrzano do temperatury 55°C i mieszano
w tej temperaturze przez 24 godziny, po czym catos¢ ochtodzono do temperatury
pokojowej. Nanoczgstki magnetyczne oddzielono za pomoca magnesu i przemyto
metanolem (3x5 mL). Produkt suszono w suszarce prozniowej w temperaturze 30°C przez

24 godziny.

ATR-FTIR (cm™): 3259 (-OH), 2882 (C-H), 1641 (C=N), 1406 (B-C), 1322 (B-0), 570
(Fe-O)
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14.10.Nanoczgastki magnetyczne pokryte chitozanem z dwoma odsunietymi grupami
aminowymi w jednostce glikozydowej Cs2-MNPs (26)

Syntez¢  przeprowadzono

zgodnie z procedurg

opracowang w zespole i opisang INHz
w literaturze [122]. W Kkolbie N

b
dwuszyjnej (250 mL) //)
rozpuszczono chitozan (1,0 Q) °
N
w kwasie octowym  (C=1%, HN TN~ V\:(a\i?\oq
NH T

100mL) mieszajac  rozwor

Za pomoca mieszadia

mechanicznego. Nastepnie
dodano tetrahydrat  chlorku
zelaza(Il) (0,74g; 3,75 mmol) i heksahydrat chlorku zelaza(III) (2,03g; 7,5 mmol), po czym
wkroplono 30% wodny roztwoér NaOH (10 mL) do uzyskania pH=13. Nast¢pnie dodano
epichlorohydryne (0,2 mL, 2,5 mmola), a calo$¢ ogrzano do temperatury 50°C 1 mieszano
za pomocg mieszadta mechanicznego przez 2 godziny. Po ochtodzeniu do temperatury
pokojowej dodano wodny roztwor nadjodanu sodu (0,3 M, 2,5 mL) i mieszano przez 30
min w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie dodano wodny roztworu etylenodiaminy (2 M,
20 mL) 1 mieszano w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Nanoczastki magnetyczne
oddzielono za pomoca magnesu, przemyto woda dejonizowanag (5x5 mL) i suszono

W suszarce prozniowe] w temperaturze 30°C przez 24 h.

ATR-FTIR (cm™): 3348 (-OH), 3285 (-NH,), 2863 (C-H), 1650 (C=N), 1556 (N-H), 1029
(C-N), 562 (Fe-O)
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14.11.Nanoczgastki magnetyczne pokryte chitozanem z dwoma odsunietymi grupami
aminowymi ~ w  jednostce  glikozydowej = modyfikowane  kwasem = 4-
formylofenyloboronowym (Cs2-FPBA-MNPs) (27)

Synteze Cs2-FPBA-

MNPs przeprowadzono
W sposob analogiczny
do procedury opisanej

w punkcie 15.9., z uzyciem jako

substratu nanoczastek

magnetycznych pokrytych

chitozanem z dwoma

odsunietymi grupami
aminowymi w jednostce glikozydowej (Cs2-MNPs).

ATR-FTIR (cm): 3227 (-OH), 2857 (C-H), 1683 (C=N), 1575 (N-H), 1444 (C-B), 1330
(B-0), 570 (Fe-O)

14.12 Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z trzema odsunietymi grupami

aminowymi w jednostce glikozydowej (Cs3-MNPs) (28)

Synteze przeprowadzono
zgodnie z procedurg opracowang
w zespole 1 opisang w literaturze

[122]. W kolbie dwuszyjnej (250 \
mL) rozpuszczono chitozan (1,0 ))

g) w kwasie octowym (C=1%, M
100mL) mieszajac za pomoca _/_Jo Nﬁ\/\/\
N=" o

mieszadla mechanicznego. )

Nastepnie dodano tetrahydrat HN
chlorku zelaza(Il) (0,74 g; 3,75

mmol) i heksahydrat chlorku

zelaza(I1I) (2,03 g; 7,5 mmol), po czym wkroplono 30% wodny roztwér NaOH (10 mL)
do uzyskania pH=13. Nast¢pnie dodano epichlorohydryng¢ (0,2 mL, 2,5 mmola), ogrzano

do temperatury 50°C i mieszano przez 2 godziny. Po ochtodzeniu do temperatury
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pokojowej dodano wodny roztwoér nadjodanu sodu (0,3 M, 2,5 mL). Cato$¢ mieszano przez
30 min w temperaturze pokojowej. Nanoczastki magnetyczne oddzielono za pomocg
magnesu 1 przemyto woda dejonizowang (5x5 mL). Nastepnie przeniesiono do kolby
okragtodennej (100 mL), dodano buforu wodoroweglanowego (50 mM, pH = 10, 10 mL)
i 5% wodny roztwor aldehydu glutarowego (10 mL). Cato§¢ mieszano w temperaturze
pokojowej przez 1 godzing za pomocg mieszadta mechanicznego. Nastepnie dodano
wodnego roztworu etylenodiaminy (2 M, 20 mL) ikontynuowano mieszanie
W temperaturze pokojowej przez nastgpne 2 godziny. Otrzymane nanoczastki magnetyczne
oddzielono za pomoca magnesu, przemyto woda dejonizowang (5x5 mL) 1 suszono

W suszarce prozniowej w temperaturze 30 °C przez 24 godziny.

ATR-FTIR (cm): 3350 (-OH), 3281 (-NH;), 2869(C-H), 1657 (C=N), 1594 (N-H), 1061
(C-N), 573 (Fe-O)

14.13. Nanoczastki magnetyczne pokryte chitozanem z trzema odsuni¢tymi grupami
aminowymi  w  jednostce  glikozydowej = modyfikowane  kwasem = 4-
formylofenyloboronowym (Cs3-FPBA-MNPs) (28)

Syntez¢ Cs3-FPBA-

MNPs przeprowadzono
W sposob analogiczny
do procedury opisanej

w punkcie 15.9., z uzyciem
jako substratu nanoczastek
magnetycznych  pokrytych
chitozanem z trzema

odsunietymi grupami

aminowymi w  jednostce

glikozydowej (Cs3-MNPs).

ATR-FTIR (cm): 3233 (-OH), 2914 (C-H), 1641 (C=N), 1410 (C-B), 1362 (B-0), 870
(C-H), 570 (Fe-O)
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14.14. Nanoczastki magnetyczne pokryte skrobig (S-MNPs) (29)

Synteze przeprowadzono
zgodnie z  procedura  opisang

w literaturze [178]. W  kolbie

dwuszyjnej (250 mL) umieszczono OH

skrobi¢  kukurydziang (2,0 g) o ﬁ{ OH oH \3 o
roZpuszczong W wodzie OH o /% ﬂ
dejonizowanej (100 mL). Catos¢ Ho 0: OH

mieszano za pomocg mieszadta

magnetycznego w temperaturze 40°C

do momentu rozpuszczenia skrobi.

Nastegpnie dodano tetrahydrat chlorku zelaza(II) (1,14 g; 7,4 mmol) i heksahydrat chlorku
zelaza(III) (4,06g; 15,0 mmol), po czym wkroplono 30% wodny roztwor wodorotlenku
sodu (30 mL) do uzyskania pH=13. Utworzony czarny osad nanoczastek oddzielono
za pomocg magnesu, przemyto woda dejonizowang (5x10 mL) i suszono w suszarce

prézniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

ATR-FTIR (cm): 3142(-OH), 1232 (C-C), 1099 (C-H), 1080 (C-H), 1023 (C-C), 574 (Fe-
0)

14.15.Nanoczastki magnetyczne pokryte skrobia dialdehydowa (DAS-MNPs) (30)

Synteze¢ przeprowadzono
zgodnie z procedurg opisang
w literaturze [178]. W kolbie
okragtodennej (50 mL)
umieszczono nanoczastki
magnetyczne pokryte skrobig (1,0

g) 1 dodano wode dejonizowang

(10 mL). Nastepnie dodano
wodnego roztworu nadjodanu

sodu (0,7 M, 10 mL). Dalsza

procedura byla analogiczna jak

w przypadku otrzymywania DACs-MNPs, opisanych w punkcie 15.4.
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ATR-FTIR (cm™): 3198 (-OH), 1638 (C=0), 1150 (C-C), 1037 (C-O-C), 580 (Fe-O)

14.16.Nanoczastki magnetyczne pokryte skrobia dialdehydowa modyfikowane
kwasem 3-aminofenyloboronowym (DAS-PBA-MNPs) (31)
Synteze DAS-PBA-MNPS

przeprowadzono w podobny sposob
do procedury opisanej w punkcie
15.5., zuzyciem jako substratu
DAS-MNPs. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej. Ilo$¢ 2
substratow, rozpuszczalnikéw

1 czas prowadzonej reakcji nie ulegt Q 7 D

- _ B<oH HO-B
zmianie. “ho” oM “oH

ATR-FTIR (cm™): 3350 (-OH),
1634 (N-H), 1419 (C-B), 1375 (B-0), 1052 (C-O-C), 551 (Fe-O)

14.17 Nanoczastki magnetyczne pokryte karboksymetyloskrobia (CMS-MNPs) (32)

W  kolbie okragtodennej (100
mL) umieszczono nanoczastki
magnetyczne pokryte skrobig (3g) oraz
alkohol etylowy (C=99%, 10 mL).
Nastepnie porcjami dodawano przez
30 minut wodny roztwoér wodorotlenku
sodu (C=5,0 M, 2 mL), mieszajac

zapomocg mieszadla mechanicznego

W temperaturze pokojowej. Nastepnie

dodano etanolowy roztwor kwasu
monochlorooctowego (C=5,1 M, 2 mL). Temperatura, czas reakcji oraz izolacja
otrzymanego produktu byta analogiczna, jak w punkcie 15.6.

ATR-FTIR (cm’™): 3248 (-OH), 2929 (C-H), 1586 (C=0), 1410 (C-H), 1229 (C-H), 1152
(C-C), 1047 (C-O-C), 895 (C-H), 559 (Fe-0)
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14.18.Nanoczastki magnetyczne pokryte karboksymetyloskrobia modyfikowane
kwasem 3-aminofenyloboronowym CMS- PBA-MNPs (33)
W  kolbie okraglodennej (50

mL) umieszczono nanoczastki
magnetyczne pokryte solg sodowg
karboksymetyloskrobi ~ (CMS-MNP)
(2.5 g) w wodzie destylowanej (20mL),
a nastgpnic dodano 1-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropylo)karbodiimid

EDC (10,0 mg; 0,06 mmol)

rozpuszczony w wodzie dejonizowanej

(2 mL). Catos¢ mieszano

w temperaturze  pokojowej  przez

15 min. Po tym czasie do mieszaniny reakcyjnej dodano rozpuszczony w wodzie (3mL)
kwas 3-aminofenyloboronowy (0,1 g; 0,73 mmola) i kontynuowano mieszanie przez
24 godziny w tych samych warunkach. Nanoczastki magnetyczne oddzielono za pomoca
magnesu 1 przemyto woda dejonizowang (5x5 mL). Produkt suszono w suszarce

prozniowej w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

ATR-FTIR (cm™): 3281 (-OH), 1625 (C=0), 1584 (N-H,C-N) 1435 (C-B), 1366 (B-O),
1153 (C-0-C), 1029 (C-C), 795 (C-H), 558 (Fe-0)
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15.Charakterystyka wlasciwosci fizykochemicznych otrzymanych materialéw
15.1.Pomiar kata zwilzania

Probki do pomiaru kata zwilzania przygotowano w postaci folii lub pastylek. Folie
uzyskano przez wylewanie roztworéw polimerdw o stezeniu 1% (m/v) na wypoziomowane
szkietka mikroskopowe i1 odparowanie rozpuszczalnika (w temperaturze pokojowej),
po uprzednim przesgczeniu na lejku Biichnera pod zmniejszonym cisnieniem w celu
usunigcia nierozpuszczalnych pozostatosci. W przypadku Cs, Cs-4-FPBA, Cs-4-FPBA-R,
Cs1-FPBA, Cs2-FPBA, Cs3-FPBA; i CMS-PBA rozpuszczalnikiem byt 1% kwas octowy,
aw przypadku S, CMCs-PBA — woda dejonizowana.

Ze wzgledu na stabg rozpuszczalno$é probek DACs-PBA i DAS-PBA,
przygotowano pastylki za pomocg prasy hydraulicznej z firmy Perkin Elmer.

Pomiary kata zwilzania (®, °) wykonano za pomocg automatycznego goniometru
G10 firmy Kriiss GmbH (Niemcy). Stosowano dwie ciecze pomiarowe o réznej polarnosci
(gliceryng 1 dijodometan). Na powierzchni kazdej probki, osadzono co najmniej 10 kropli
0 objetosci 3 plL, po czym wyznaczono katy zwilzania, ktore nast¢pnie postuzyly
do obliczenia swobodnej energii powierzchniowej (vs), a takze jej sktadowej polarnej (ysp )
i dyspersyjnej (ysd). Do obliczen wykorzystano oprogramowanie Drop Shape Analyzer

(wersja 1.90.0.14). Temperatura pomiaru wynosita 20°C, doktadno$¢ pomiaru ©-2°.
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15.2. Okreslenie porowatosci materialow magnetycznych

Parametry porowatosci nanoczgstek magnetycznych: Cs-FPBA-MNPs, Cs-FPBA-
R-MNPs, CMCs-PBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs, Csl1-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs,
Cs3-FPBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs i CMS-PBA-MNPs oznaczono metoda adsorpcji
i desorpcji azotu przy uzyciu analizatora ASAP 2010 firmy Micromeritics, USA. Przed
pomiarem wszystkie probki odgazowano w temperaturze 180°C w ciggu ok. 8 h. Pomiary
wykonano w temperaturze -196°C, w zakresie ci$nienia wzglednego 1x107-0.999.
Na podstawie uzyskanych izoterm wykonane zostaty obliczenia powierzchni wlasciwej
metodg BET (Brunauer-Emmett-Teller).

Badanie zostalo wykonane przez dr hab. Ann¢ Ilnicka, prof. UMK z Katedry
Chemii Materiatow, Adsorpcji 1 Katalizy Wydzialu Chemii, Uniwersytetu Mikotaja

Kopernika w Toruniu.
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16.0cena aktywnosSci przeciwbakteryjnej

Przygotowane w badaniach materiaty zostaly nastepnie ocenione pod katem
toksyczno$ci ostrej w tescie Microtox. Po zarejestrowaniu bioluminescencji bakterii
A. fischeri bezposrednio przed dodaniem probki, dodano 900 pl 2% roztworu chlorku sodu
(Microtox Diluent; Modern Water, Cambridge, UK) wstepnie schtodzonego do 15 °C i do
tak powstatej zawiesiny bakteryjnej dodano badany material. Nastgpnie rejestrowano
bioluminescencj¢ emitowang przez bakterie przy 490 nm za pomocg Microtox M500 po 5
minut i 15 minutach po dodaniu badanych probek. Do obliczenia procentowego efektu
(toksycznosci) wywieranego przez materialy wykorzystano oprogramowanie Modern
Water MicrotoxOmni 4.2 (Modern Water, Cambridge, UK). Wszystkie materiaty zostaly
przetestowane w trzech powtorzeniach.

Badanie zostalo wykonane przez dr n. farm. Dariusza Mtynarczyka z Katedry
i Zaktadu Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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17. Badanie zdolnoS$ci wigzania glukozy przez otrzymane materialy

llos¢ zwigzanej glukozy zbadano metodsg spektroskopii absorpcyjnej z uzyciem
kwasu 3,5 dinitrosalicylowego (DNS).

Zastosowano dwa roézne bufory: fosforanowy o pH=7,4 (50 mM)
i wodoroweglanowy o pH=9,0 (50 mM), dla ktoérych wykonano dwie krzywe wzorcowe
dla glukozy.
17.1. Krzywa wzorcowa glukozy w buforze fosforanowym o pH=7,4 (50 mM)

Roztwor podstawowy glukozy o st¢zeniu 100 mM w buforze fosforanowym
(pH=7,4; 50 mM) przygotowano przez odwazenie do kolbki miarowej (100 mL) 1,8016 g
glukozy. Kolbe uzupetniono buforem fosforanowym (pH 7.4; 50 mM). Nastepnie
Z roztworu podstawowego pobrano do kolbek miarowych o objetosci 10 mL odpowiednio
1; 15; 2; 2,5; 3; 3,5 mL iuzupeliono buforem fosforanowym (pH 7.4; 50 mM).
Otrzymano roztwory o nastepujacych stezeniach: 10, 15, 20, 25, 30 i 35 mM. W nowej
kolbie miarowej (250 mL) przygotowano 1% (w/v) roztwor kwasu 3,5-dinitrosalicylowego
(DNS) w 0,4 M NaOH. Do sze$ciu probowek typu Falcon o pojemnosci 25 mL dodano po
1 mL roztworu glukozy w/w stezeniach 1 mL 1% [w/v] roztworu kwasu 3,5-
dinitrosalicylowego (DNS) w 0,4 M NaOH i 5 mL wody dejonizowanej. Probe odniesienia
stanowit roztwor zawierajacy 1 mL buforu fosforanowego (pH 7.4; 50 mM), 5 mL wody
dejonizowanej i 1 mL 1% (wi/v) roztworu kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) w 0,4 M
NaOH. Wszystkie probki ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez 15 minut, mieszajac
ich zawarto$¢ co minutg. Po ochlodzeniu prob do temperatury pokojowej (taznia z zimnag
woda), zmierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali 540 nm i wykre$lono zalezno$é

absorbancji od stezenia glukozy.

17.1.1.1loSciowe oznaczanie zwiazanej glukozy przez otrzymane materialy w buforze
fosforanowym o pH 7,4 (50 mM)

Do probowek typu Falcon o pojemnosci 25 mL odwazono modyfikowany
polisacharyd (100-300 mg), a nastgpnie dodano 5 mL glukozy o stezeniu 29,85 mM
w buforze fosforanowym (pH =7,4; 50 mM). Cato$¢ wytrzasano w termomikserze (600
rpm) przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Pozostawiono na okoto 5 min. Znad osadu
pobrano 1 mL roztworu glukozy za pomocg strzykawki i mikrofiltra i przeniesiono
do kolejnych probowek typu Falcon (25 mL). Nastepnie dodano 1 mL 1% (w/v) roztworu
kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) w0,4 M NaOH i 5 mL wody dejonizowane;j.

Wszystkie probki ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez 15 minut, mieszajac rgcznie
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ich zawarto§¢ co minute. Prob¢ odniesienia stanowily polimery wytrzasane
w termomikserze (600 rpm) z 5 mL buforu fosforanowego (pH=7,4; 50 mM) przez 15
minut w temperaturze pokojowej. Po schlodzeniu préb do temperatury pokojowej,
Zmierzono absorbancje przy dlugosci fali 540 nm. Dla kazdej préby wykonano trzy
powtorzenia.
17.2. Krzywa wzorcowa glukozy w buforze wodoroweglanowym o pH= 9,0 (50 mM)
W analogiczny sposéb opisany w punkcie 18.1., przygotowano krzywa wzorcowa
glukozy w buforze wodorowgglanowym o pH= 9,0. Stosowano takie same st¢zenia

roztworu glukozy, buforu, DNS i identyczne rozcienczenia.

17.2.1.1loSciowe oznaczanie zwiazanej glukozy przez otrzymane materialy w buforze
wodoroweglanowym o pH=9,0 (50 mM)

Oznaczenie zwigzanej glukozy w buforze wodoroweglanowym o pH=9,0 (50 mM)
przeprowadzono w sposob analogiczny, jak przy zastosowaniu buforu fosforanowego
0 pH 7,4 (50 mM) (punkt 18.1.1.). Czas reakcji, tj. ogrzewanie we wrzacej tazni wodnej,

rowniez wynosit 15 min.

18. Badanie zdolno$ci wiazania glikoproteiny przez otrzymane materialy
Ilo§¢ zwigzanej a-1-kwasnej glikoproteiny wyznaczono metoda spektroskopii
emisyjnej w dwoch roznych srodowiskach: w buforze fosforanowym o pH=7,4 i buforze

wodoroweglanowym o pH=9,0. W tym celu wykonano dwie krzywe wzorcowe.

18.1. Krzywa wzorcowa a-1- kwasnej glikoproteiny w buforze fosforanowym pH 7,4
(50 mM)

Roztwor podstawowy o-1-kwasnej glikoproteiny o stezeniu 10 uM uzyskano
rozpuszczajac w kolbie miarowej o pojemnosci 100 mL 0,0446 g tej glikoproteiny
w buforze fosforanowym o pH 7.4 (50 mM). Nast¢pnie z roztworu podstawowego pobrano
do kolbek miarowych o objetosci 10 mL, odpowiednio 1,2,3,4,5,6,7,8,9 i 10 mL
i uzupetniono  buforem fosforanowym, oOtrzymujac roztwory o  stezeniach:
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 uM. Widma fluorescencyjne roztworéow rejestrowano W 25°C,
w zakresie od 300 do 400 nm przy dhlugosci fali wzbudzenia 289 nm. Zastosowano
nastepujace parametry: zakres rejestracji widma 300 - 400 nm, predko$¢ skanowania

100 nm/min, szerokos¢ szczeliny spektralnej Em/Ex 2,5 nm/5 nm.
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18.1.1.Wigzanie a-1-kwasnej glikoproteiny przez otrzymane materialy w buforze
fosforanowym pH 7.4 (50 mM)

Wiazanie a-1-kwasnej glikoproteiny w buforze fosforanowym o pH=7,4 (50 mM)
okreslono ilosciowo z wykorzystaniem spektrofluorometru. Przygotowano roztwor
a- 1- kwasnej glikoproteiny o stezeniu 6,65 uM w buforze fosforanowym (pH=7,4; 50
mM). W proboéwce Eppendorfa (2 mL) umieszczono nawazki otrzymanych materiatow
(50-100 mg), a nastepnie dodano 2 mL §wiezo przygotowanego roztworu o-1- kwasnej
glikoproteiny. Tak przygotowane proby inkubowano w termomikserze (600 rpm)
w temperaturze 36°C przez 15 min. Po tym czasie, pobrano roztwory w nastepujacy
sposob: roztwory glikoproteiny pobrano z nanoczastek magnetycznych pokrywanych
modyfikowanymi polisacharydami za pomoca przylozenia magnesu, a w przypadku
samych modyfikowanych polisacharydow za pomoca filtra strzykawkowego. Proba
odniesienia byly materiaty zawierajace 2 mL buforu fosforanowego pH=7,4 (50 mM)
inkubowane w tych samych warunkach. Widma fluorescencyjne roztworow rejestrowano
w 25°C w zakresie od 300 do 400 nm przy dtugos$ci fali wzbudzenia 289 nm. Zastosowano
nastepujace parametry: zakres rejestracji widma 300 - 400 nm, pr¢dkos¢ skanowania
100 nm/min, szeroko$¢ szczeliny spektralnej Em/Ex 2,5 nm/5 nm. Dla kazdej proby
wykonano trzy powtdrzenia.

18.2. Krzywa wzorcowa a-1- kwasnej glikoproteiny w buforze wodoroweglanowym
pH= 9,0 (50 mM)

Analogicznie przygotowano roztwory o-1-kwasnej glikoproteiny (roztwor
podstawowy 1 jego rozcienczenia) w buforze wodorowegglanowym pH= 9,0 (50 mM).
Réwniez widma fluorescencyjne tych roztworow uzyskano stosujac takie same warunki,
jak w przypadku roztwordéw przygotowanych w buforze fosforanowym (punkt 19.1,).
18.2.1.Wigzanie a-1-kwasnej glikoproteiny przez otrzymane materialy w buforze
wodoroweglanowym o pH 9.0 (50 mM)

Podobnie jak w punkcie 19.1.1 wykonano oznaczenie ilo§ciowej zawartosci o-1-
kwasnej glikoproteiny zwigzanej przez otrzymane materialy w §rodowisku alkalicznym,

czyli w buforze wodoroweglanowym. Uzyskany wynik jest §rednig z trzech pomiarow.
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Wyniki i dyskusja

19. Struktura chitozanu i jego pochodnych

W celu zbadania struktury chemicznej wyjsciowego chitozanu oraz materialow
otrzymanych w wyniku jego modyfikacji, wykonano widma NMR w ciele statym ('3C
i'B). Struktury potwierdzono réwniez metoda spektroskopii w podczerwieni
z transformacjg Fouriera z ostabionym catkowitym odbiciem (ATR-FTIR). W celu oceny
morfologii chitozanu niemodyfikowanego i modyfikowanego kwasami boronowymi

wykonano zdje¢cia SEM.

4 é& W % ”&

L

|BJ !60 HO 120 mo Eﬂ 60 10 20 C

Rysunek 37. Widmo *C NMR chitozanu wyjsciowego (**C NMR (ciato state), § ppm;
22,8 (C8); 55,8 (C2,C6): 61,2 (C2,C6): 74.9 (C3, C5); 82,3 (CA): 105,9 (C1); 172.3 (C7))

Obecnoéé sygnatéow o przesunieciu 22,3 i 172,1 ppm w widmie *C NMR
wyjéciowego chitozanu wskazuje na niekompletng deacetylacje (Rysunek 37). Na tej
podstawie tego widma i korzystajac z rownania (1), wyznaczono stopien deacetylacji
chitozanu (DA) [155], uzyskujac wartos¢ 70,19 %. Obecno$¢ grup funkcyjnych

w chitozanie potwierdzono za pomoca spektroskopii w podczerwieni (Rysunek 38).
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Rysunek 38. Widmo ATR-FTIR chitozanu wyj$ciowego

Na zarejestrowanym widmie widoczne sg charakterystyczne pasma chitozanu,
pochodzace miedzy innymi od grup hydroksylowych (3331 cm™) i aminowych (3287
cm™!). Rodzaje drgan poszczegdlnych wigzan i odpowiadajace im pasma absorpcyjne

zestawiono w Tabeli 5. Opisane widmo odpowiada danym literaturowym dla czystego

chitozanu o stopniu deacetylacji 77% [160].

Tabela 5. Rodzaje drgan i odpowiadajace im pasma absorpcyjne dla grup funkcyjnych

chitozanu [160].

Rodzaj wiagzania

Liczba falowa [cm™]

Rodzaj drgan

-O-H
-N-H
-C-H
-C=0
-N-H
-C-H
-C-H
-C-N

3360
3287
2882
1650
1574
1414
1375
1314
1059
1027
894
661

rozciggajace
rozciggajace
rozciggajace
rozciggajace
zginajace
deformacyjne
deformacyjne
walencyjne
rozciggajace
rozciggajace
deformacyjne

deformacyjne
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Morfologi¢ chitozanu scharakteryzowano za pomoca Skaningowej Mikroskopii

Elektronowe;.

g

100 pm 2um

Rysunek 39. Zdjgcia SEM chitozanu (proszek)

Obrazy SEM wyjsciowego chitozanu ilustruja niejednorodna strukturg sktadajaca
si¢ z nieregularnych aglomeratow (Rysunek 39).

Chitozan wyjsciowy zostat zmodyfikowany kwasem boronowym na dwa sposoby.
Pierwsze  podejscie  dotyczylo  funkcjonalizowania ~ kwasami  boronowymi
niemodyfikowanego polimeru, natomiast drugie, wprowadzenia tych ugrupowan do
polisacharydu poddanego wstepnym modyfikacjom.

Pierwszy sposob polegat na reakcji niemodyfikowanego chitozanu z kwasem
4-formylofenyloboronowym, co doprowadzilo do otrzymania polisacharydu

modyfikowanego kwasem boronowym przez wigzanie iminowe (Rysunek 40).

Rysunek 40. Schemat modyfikacji chitozanu kwasem 4-formylofenyloboronowym z

utworzeniem wigzania iminowego (Cs-4FPBA)

Drugim sposobem byta modyfikacja chitozanu kwasem
4-formylofenyloboronowym w obecnosci czynnika redukujacego (NaBHa4), co pozwolito
na zredukowanie wigzania iminowego do wigzania aminowego i otrzymanie kolejnego

modyfikowanego polisacharydu (Rysunek 41). Otrzymanie tego typu materiatow:
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nieredukowany i1 zredukowany miato na celu w koncowym etapie wigzania glikoproteiny
oceng, czy wolny proton w formie zredukowanej wptynie na zdolnos$¢ 1 efektywnos¢
materiatu do wigzania o-1-kwasnej glikoproteiny np. przez mozliwos¢ tworzenia wigzan

wodorowych.

HO.B,OH

OH

Rysunek 41. Schemat reakcji modyfikacji chitozanu kwasem 4-formylofenyloboronowym

z utworzeniem wigzania aminowego (Cs-4-FPBA-R)

Reakcje kondensacji grupy aldehydowej kwasu 4-formylofenyloboronowego
zwolng grupa aminowa chitozanu prowadzono w metanolu, w temperaturze 55°C.
Strukture otrzymanych modyfikowanych chitozanow Cs-4FPBA 1 Cs-4FPBA-R
potwierdzono za pomoca spektroskopii NMR i ATR-FTIR.

Rysunek 42, Widmo *¥C NMR chitozanu modyfikowanego kwasem

4-formylofenyloboronowym z wigzaniem iminowym (Cs-4FPBA)

Oba wyzej wymienione materiaty zostalty w trakcie prowadzenia badan w ramach

mojej pracy doktorskiej opisane w literaturze [191] 1 [192]. Sg to jedyne znane materiaty.
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W  widmie C  NMR  chitozanu  modyfikowanego  kwasem
4-formylofenyloboronowym z utworzonym wigzaniem iminowym (Cs-4FPBA) mozna
zauwazy¢ sygnaly charakterystyczne dla wyjsciowego chitozanu (DA 70,19%): 15,7 ppm
(C8), 61,5 ppm (C2, C6); 72,4 ppm (C3, C5); 82,0 ppm (C4); 101,9 ppm (C1),1171,5 ppm
(C7, C=N). Modyfikacj¢ struktury potwierdza obecno$¢ nowego sygnatu, ktorego
nie obserwowano w widmie czystego chitozanu przy 130,3 ppm. Sygnat, ten pochodzi
od atomow wegla aromatycznego kwasu boronowego uzytego do reakcji. Sygnat
pochodzacy od atomow wegla powstatej grupy iminowej (C=N), prawdopodobnie jest
przystoniety przez szeroki sygnal o przesuni¢ciu 171,5 ppm pochodzacy od grupy
acylowej. Ponadto, obecnos¢ wprowadzonej do polimeru jednostki kwasu boronowego
potwierdzona zostata za pomocg spektroskopii !B NMR (Rysunek 43). W tym widmie
obecno$¢ sygnatu o przesunigciu 2,05 ppm odpowiada grupie dihydroksyborylowej kwasu

boronowego przytaczonego do polisacharydu, co jest zgodne z literaturg [192].

Rysunek 43. Widmo B NMR chitozanu modyfikowanego  kwasem

4-formylofenyloboronowym z utworzeniem wigzania iminowego (Cs-4FPBA)

W widmie ¥C NMR drugiego nowego materialu z wigzaniem aminowym
(Cs-4FPBA-R), poza sygnatami pochodzacymi od tancucha polisacharydowego, obecny
jest sygnal, od wegli aromatycznych kwasu boronowego przy 130,3 ppm. Sygnat
,pochodzacy od utworzonego wigzania aminowego, potwierdzajacy redukcje wigzania
iminowego, prawdopodobnie jest przystoniety przez szeroki sygnat o przesunigciu 58,1
ppm (Rysunek 44). Obecnos¢ grup dihydroksyborylowych potwierdza obecnos¢ sygnatu o
przesunieciu 2,23 ppm w widmie !B NMR (Rysunek 45), co jest zgodne z literaturg [192],

gdzie rdwniez obserwowany byt jeden sygnat przy 19,5 ppm. Réznice w wartosciach
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przesunieé sygnatéw w widmie !B NMR rejestrowanych dla moich materiatow i
materiatlow opisanych w literaturze wynika z faktu zastosowania podczas rejestracji widm

innych wzorcow.

ppm
174,305
104,54
74,428

HO\B,OH

Rysunek 44. Widmo '¥C NMR chitozanu modyfikowanego  kwasem
4-formylofenyloboronowym z utworzeniem wigzania aminowego (Cs-4FPBA-R)
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Rysunek 45, Widmo B NMR chitozanu modyfikowanego  kwasem

4-formylofenyloboronowym z utworzeniem wigzania aminowego (Cs-4FPBA-R)
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Rysunek 46. Widma ATR-FTIR Cs-4FPBA 1 Cs-4FPBA-R

Dodatkowego potwierdzenia skutecznej modyfikacji chitozanu dostarcza
spektroskopia ATR-FTIR (Rysunek 46). Po reakcji chitozanu z kwasem
4-formylofenyloboronowym bez uzycia reduktora (NaBH4) utworzylo si¢ nowe pasmo
przy 1640 cm’, co wskazuje na obecno$é wigzania iminowego (C=N). Obecnoéé
ugrupowania kwasu boronowego mozna réwniez potwierdzi¢ obecnoscig pasm o niskiej
intensywnos$ci, pochodzacych od drgan C-H przypisywanych pierScieniowi
aromatycznemu: 814 cm™! i 700 cm™. Pasma potwierdzajace wigzanie B-C i B-O i mozna
zaobserwowaé odpowiednio przy 1410 cm™i 1370 cm™. W reakcji z uzyciem reduktora
(NaBH4) obserwuje sie zanik pasma przy 1640 cm™! przy jednoczesnym pojawieniu sie
pasma przy 1556 cm’', pochodzacego od drgan deformacyjnych -NH, co sugeruje
utworzenie aminy drugorzedowej. Szerokie pasmo przy 3352 cm’! zwigzane jest

z obecnoscig grup hydroksylowych kwasu boronowego 1 chitozanu.

106



K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

Scharakteryzowano réwniez morfologi¢ otrzymanych materiatow Cs-4FPBA

1 Cs-4FPBA-R, co przedstawiono na Rysunku 47 1 48.

500 pm

500 pm o 100 pm

Rysunek 48. Zdjecia SEM chitozanu modyfikowanego: Cs-4FPBA-R

Po modyfikacji chitozanu kwasem 4-formyloboronowym chitozanu, nastgpita
zmiana morfologii materialu, co rowniez obserwowano w literaturze [191, 192]. Na
zdjeciach SEM probki Cs-4FPBA mozna zauwazy¢, ze polimer ten ma stosunkowo gtadka,
regularng strukture, z duzymi porami, podczas gdy Cs-4-PBPA-R wykazuje morfologi¢
zblizong do gabczastej struktury.

Jak juz zaznaczono w celu pracy, modyfikacje polisacharydow miaty na celu
otrzymanie materiatéw, zawierajacych jak najwieksza ilo§¢ grup dihydroksyborylowych,
zdolnych do wigzania cze¢$ci cukrowej obecnej w AGP. Dlatego tez postanowitam wykonaé
kolejng modyfikacje chitozanu, w celu otrzymania jego pochodnej dialdehydowej [127].
Chitozan poddano reakcji utlenienia za pomocg nadjodanu sodu, ktéra doprowadzita do
peknigcia wigzania w pierscieniach glukozydowych powodujac ich otwarcie i1 utlenienie
w pozycjach C2 i C3. Nastepnie, powstate grupy aldehydowe poddano reakcji z kwasem

3-aminofenyloboronowym. Utworzone wigzanie iminowe poddano redukcji za pomoca
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borowodorku sodu, prowadzac do utworzenia wigzania aminowego (Rysunek 49).
Poréwnanie zdolno$ci do wigzania AGP przez material posiadajacy w strukturze wytacznie
pierscienie glukozaminowe i przez struktur¢ otwartg, pozwoli rOwniez na ocen¢ czy swego

rodzaju "sztywno$¢" struktury ma wptyw na efektywno$¢ oddziatywania z glikoproteina.
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Rysunek 49. Schemat modyfikacji chitozanu prowadzacej do otrzymania DACs-PBA
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Rysunek 50. Widmo *C NMR chitozanu dialdehydowego (DACsS)

Utworzenie chitozanu dialdehydowego, potwierdza zanik sygnatu przy 56,5 ppm
(C2, C6) w widmie ¥C NMR (Rysunek 50). Mozna zauwazy¢ pojawienie sie dwoch
nowych sygnatow, odpowiednio przy 54,8 ppm i 59,0 ppm (C2 i C6). Sygnat pochodzacy
od powstalych grup aldehydowych naktada si¢ na sygnat od wegla grupy acetylowej
obecnej w jednostkach chotozanu (DA = 70%) przy 176,4 ppm.
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Rysunek 51. Widmo NMR 3C chitozanu dialdehydowego modyfikowanego kwasem
3-aminofenyloboronowym (DACs-PBA)

Zajscie  reakcji, pomiedzy chitozanem dialdehydowym, a kwasem
3-aminofenyloboronowym, potwierdza obecno$¢ sygnalu o przesunigciu 137,8 ppm.
Sygnal ten pochodzi od atomow wegla pierScienia aromatycznego kwasu boronowego
(Rysunek 51). Obecnos¢ grup dihydroksyborylowych potwierdza sygnat przy 5,25 ppm
obecny w widmie B NMR (Rysunek 52).
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ppm

Rysunek 52. Widmo !B NMR chitozanu dialdehydowego modyfikowanego kwasem
3-aminofenyloboronowym (DACs-PBA)
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Rysunek 53. Widma ATR-FTIR DACs i DACs-PBA

Kolejne dowody, potwierdzajace modyfikacje, dostarczaja widma ATR-FTIR
(Rysunek 53). W widmie chitozanu dialdehydowego pasma przy 1742 cm™ i 1630 cm’!
pochodzg od grupy karbonylowej 1 sg potwierdzeniem skutecznie przeprowadzonej reakcji
utlenienia. Zmiany ksztattu i intensywnoéci pasma hydroksylowego (3355 cm™),
w porownaniu z chitozanem niemodyfikowanym, mozna wytlumaczy¢ otwarciem

pierscienia glikozydowego 1 utlenieniem do C=0. Ponadto, mozna zauwazy¢ zmniejszenie
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intensywnos$ci pasm absorpcyjnych w widmie DACs, przypisywanym pierscieniom
piranozowym. Obserwuje si¢ réwniez znaczne zmiany w zakresie drgan grup C—O-C
(1400-1300 cm), co $wiadczy o zajéciu reakcji utleniania w pozycjach C2 i C3
w pierscieniu glikozydowym [161].

Spodziewany przebieg reakcji DACs z kwasem 3-aminofenyloboronowym
zuzyciem reduktora (NaBH4) potwierdza pojawienie si¢ pasm przy 1422 cm™ i 1374
cm’!, ktore przypisuje si¢ odpowiednio, drganiom grup B-C i B-O. Jednocze$nie, w widmie
obserwuje si¢ zanik pasma, pochodzacego od grup karbonylowej, co réwniez jest
potwierdzeniem skutecznego przeprowadzenia reakcji miedzy DACs 1 kwasem
3-aminofenyloboronowym. Dodatkowo zanik tego pasma sugeruje, ze wszystkie grupy

aldehydowe przereagowaty z PBA.
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Rysunek 54. Zdjecia SEM probki DACs-PBA

Na zdjeciach SEM probki DACs-PBA mozna zauwazy¢ zmiany w morfologii tego
modyfikowanego polisacharydu. DACs-PBA, przyjmuje posta¢ sferycznych ziaren
(Rysunek 54).

Kolejnym substratem do modyfikacji byl karboksymetylochitozan, ktory
otrzymano w reakcji chitozanu z kwasem monochloroooctowym [177]. Obecnos¢ w tej
strukturze grup karboksylowych daje mozliwo$¢ utworzenia wigzania amidowego

z kwasem boronowym (Rysunek 55).
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Rysunek 55. Schemat modyfikacji chitozanu prowadzacej do otrzymania CMCs-PBA

111



K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

OH 2 o

- OT z £
8

1 [o]
N Ho 0y

j NH; %4
8]

C |

&

® T T T T T T T T T ] T T T T
ppm 240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Rysunek 56. Widmo *C NMR karboksymetylochitozanu (CMCs)

Struktur¢  karboksymetylochitozanu (CMCs) potwierdzono za pomoca
spektroskopii 1*C NMR w ciele statym (Rysunek 56). Sygnal obecny w widmie przy 199,7
ppm, odpowiada utworzonej grupie karboksylowej. Jak mozna zauwazy¢, w widmie
13C NMR CMC:s nie pojawiaja si¢ sygnaly od grup acetylowych z niepeinej deacetylacji
chitozanu. Prawdopodobnie jest to =zwigzane z tym, ze podczas syntezy
karboksymetylochitozanu  uzywano  stezonego roztworu wodorotlenku  sodu,
co doprowadzito do catkowitej deacetylacji chitozanu.

Karboksymetylochitozan poddano reakcji z kwasem 3-aminofenyloboronowym,
otrzymujac kolejny nowy polisacharyd, nieopisany dotad w literaturze. Ugrupowanie
kwasu boronowego zostalo wprowadzone przez wigzanie amidowe w modyfikacji
karboksymetylochitozanu. To kolejny materiat rdzniacy si¢ elementami strukturalnymi

od pozostatych do tej pory przeze mnie otrzymanych.
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Rysunek 57. Widmo *C NMR karboksymetylochitozanu modyfikowanego kwasem
3-aminofenyloboronowym (CMCs-PBA)

W widmie C NMR CMCs-PBA obecne sg sygnaly, ktore potwierdzajg zajécie
reakcji miedzy karboksymetylochitozanem i kwasem 3-aminofenyloboronowym
(Rysunek 57). Sa to m.in. sygnat przy 135,9 ppm, pochodzacy od atoméw wegla
pierScienia aromatycznego kwasu boronowego (Car), oraz sygnatl przy 169,2 ppm, ktéry
przypisany jest atomowi wegla przy grupie amidowej. Obecnos¢  grup
dihydroksyborylowych potwierdza obecno$¢ sygnatu o przesunieciu 1,281 ppm w widmie

1B (Rysunek 58).

Rysunek 58. Widmo B NMR karboksymetylochitozanu modyfikowanego kwasem
3-aminofenyloboronowym (CMCs-PBA)
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Strukture otrzymanego produktu potwierdzono roéwniez za pomocg ATR-FTIR (Rysunek
58).
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Rysunek 59. Widma ATR-FTIR prébek CMCs i CMCs-PBA

W widmie ATR-FTIR karboksymetylochitozanu mozna zaobserwowac obecnos¢

pasma przy 1733 cm’!

, pochodzacego od drgan rozciggajacych powstatej grupy
karboksylowej (—-COOH). Dodatkowo, mozna zaobserwowa¢ znaczng rdznice w widmie
ATR-FTIR w zakresie 3600—2600 cm™!, w poréwnaniu z chitozanem niemodyfikowanym,
co zwigzane jest z karboksymetylacja chitozanu. Obecno$¢ niewielkiego pasma przy
1733 cm™ w widmie materiatu otrzymanego w wyniku reakcji karboksymetylochitozanu
z kwasem 3-aminofenyloboronowym wynika 2z faktu, ze najprawdopodobniej
nie wszystkie grupy karboksylowe ulegly reakcji z PBA. W widmie *C NMR CMCs-PBA
sygnaty wolnych grup karboksylowych prawdopodobnie zostaty przystoniete przez szeroki
sygnat od wegla grupy amidowej. Pasma w widmie ATR-FTIR CMCs-PBA przy 1600 cm™
1

i 1515 cm’! potwierdzaja utworzenie wigzania amidowego (drgania deformacyjne N-H

1 drgania rozciggajace C-N) w strukturze CMCs-PBA.
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Rysunek 60. Zdjecia SEM CMCs-PBA

Na zdjeciach SEM tego materialu (Rysunek 60) mozna zauwazyd¢,
ze modyfikowany w ten sposob chitozan charakteryzuje si¢ morfologia zblizong
do morfologii chitozanu niemodyfikowanego.

Przeprowadzono kolejne modyfikacje chitozanu, prowadzace do otrzymania
polimeru zdolnego do reakcji z kwasami boronowymi. Jednym z powodéw obnizajacych
efektywnos¢ wigzania biatek przez no$nik lub znacznie jg obnizajacych, moze by¢ zawada
przestrzenna. W przypadku, gdy reaktywne grupy wigzace znajduja si¢ zbyt blisko
tancucha polimerowego stosunkowo duze czasteczki biatka moga mie¢ do nich utrudniony
dostep 1 w efekcie wydajno$¢ wigzania moze by¢ niska. W naszym zespole, podobny
problem obserwowano przy immobilizacji enzymoéw na powierzchni chitozanu.
Rozwigzaniem okazalo si¢ odsuniecie reaktywnych grup aminowych od tancucha
polimerowego. Bylo to rowniez podejécie bardzo korzystne w przypadku wigzania HSA
[122]. Dlatego postanowitam otrzyma¢ modyfikowany chitozan z grupami aminowymi
odsunietymi od tancucha gléwnego polimeru. Byt to polisacharyd z jedna, dwoma i trzema
grupami aminowymi w jednostce glikozydowej [159].

Modyfikacja chitozanu, polegajaca na otrzymaniu jednej grupy aminowej
odsunietej od *tancucha polisacharydowego byla dwuetapowa. W pierwszym etapie
chitozan poddano dziataniu aldehydu glutarowego, ktory reagujac z grupami aminowymi
polimeru, prowadzi do powstania grup karbonylowych. Zastosowanie odpowiednich
warunkow reakcji (takich jak: bufor weglanowy o pH=10,0), wykluczyto mozliwos¢
sieciowania tancuchéw polimerowych za pomoca aldehydu glutarowego. W drugim etapie,
do powstatego zwigzku dodano etylenodiaming, ktora reagujac z grupa karbonylowa,
doprowadzita do utworzenia wigzania iminowego, i w efekcie - zmodyfikowanego

chitozanu Csl.
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Tak otrzymany Csl poddano reakcji z kwasem 4-formylofenyloboronowym otrzymujac

materiat boronowany (Cs1-FPBA) (Rysunek 61).
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Rysunek 62. Widmo '3C NMR chitozanu z jedng odsunieta wolng grupa aminow3
w jednostce glikozydowej (Csl)

W widmie 1*C NMR chitozanu z jedng odsunieta wolng grupa aminowa w jednostce
glikozydowej (Csl) obecne sg pasma charakterystyczne dla chitozanu przy: 56,8, 74,9,
82,9, 104,4 ppm. Obecnos¢ nowego sygnatu przy 177,6 ppm pochodzi od atomow wegla

w utworzonych wigzaniach iminowych (C=N) (Rysunek 62).
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Rysunek 63. Widmo NMR 3C chitozanu z jedna odsunigta wolna grupa aminowa
w jednostce glikozydowej, modyfikowanego kwasem 4-formylofenyloboronowym (Cs1-

FPBA)

Sygnat 137,5 ppm pochodzi od atoméw wegla pierScienia aromatycznego
I potwierdza zaj$cie reakcji migdzy Csl i kwasem 4-formylofenyloboronowym (Rysunek
63). Dodatkowo, widmo B potwierdza obecno$¢ atomu boru w strukturze otrzymanego

materiatu (Rysunek 64).

Rysunek 64. Widmo B NMR chitozanu z jedna odsunigta wolna grupa aminowa
w jednostce glikozydowej modyfikowanego kwasem 4-formylofenyloboronowym (Cs1-

FPBA)
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Rysunek 65. Widma ATR-FTIR Cs1 i Cs1-FPBA

W widmie ATR-FTIR probki Csl, pasma przy 1640 cm™ i 1552 cm™ pochodza,
odpowiednio od drgah rozciagajacych C=N 1 drgan deformacyjnych N-H. Pomys$lny
przebieg reakcji, pomigdzy chitozanem z jedng grupa aminowa w jednostce glikozydowej,
a kwasem 4-formylofenyloboronowym potwierdza obecnoéé pasm przy 1403 i 1362 cm™,
pochodzacych od drgan B-C i B-O. Dodatkowo, pasma przy 827 i 736 cm™ pochodza

od drgan C-H, odpowiadajacych pier§cieniowi aromatycznemu kwasu boronowego.

100 pm 20 um

Rysunek 66. Zdjecia SEM probki Cs1-FPBA

Na zdjeciach SEM mozna zauwazy¢, ze polimer Csl-FPBA morfologig jest

zblizony do niemodyfikowanego chitozanu.
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Modyfikacja chitozanu, prowadzaca do otrzymania dwoch grup aminowych
oddalonych od tancucha gléwnego (Cs2), w pierwszym etapie polegata na poddaniu
chitozanu reakcji jego drugorzedowych grup hydroksylowych, z utworzeniem
odpowiedniego epoksydu. W drugim etapie, utworzony epoksyd, bez wydzielania
z mieszaniny reakcyjnej, utleniono do grup aldehydowych, ktére nastgpnie modyfikowano
etylenodiaming. Otrzymano w ten sposob chitozan z dwiema grupami aminowymi
w jednostce glikozydowej oddalonymi od tancucha gtownego. Nastgpnie, Cs2 poddano
reakcji z kwasem 4-formylofenylobolronowym, otrzymujac materiat, ktéry na swojej

powierzchni posiadat wolne grupy dihydroksyborylowe (Rysunek 67).
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Rysunek 67. Schemat modyfikacji chitozanu, prowadzacej do otrzymania Cs2-FPBA

Rysunek 68. Widmo '*C NMR chitozanu z dwoma odsunietymi grupami aminowymi

w jednostce glikozydowej (Cs2)
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Podobnie jak, w widmie '3*C NMR probki Cs1, w widmie '3*C NMR probki Cs2
obecne sg sygnaly charakterystyczne dla chitozanu niemodyfikowanego oraz sygnat przy

172,1 ppm, pochodzacy od atomu wegla przy wigzaniu iminowym.

@W \\ |
Wwwwwww ﬂ\/\j \f\\‘“‘*‘www

240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Rysunek 69. Widmo *C NMR chitozanu z dwoma odsunietymi grupami aminowymi
w jednostce glikozydowej, modyfikowanego kwasem 4-formylofenyloboronowym (Cs2-

FPBA)

O pomys$lnym przebiegu reakcji migdzy chitozanem z dwiema odsunigtymi
grupami  aminowymi w  jednostce  glikozydowej  (Cs2), a  kwasem
4-formylofenyloboronowym $wiadczy obecnos$¢ sygnatu w widmie '*C NMR przy 136,9
ppm, pochodzacego od atomoéw wegla pierScienia aromatycznego kwasu boronowego,

a takze sygnal w widmie "B NMR przy 9,12 ppm.
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Rysunek 70. Widmo "B NMR chitozanu z dwoma odsunietymi grupami aminowymi
w jednostce glikozydowej modyfikowanego kwasem 4-formylofenyloboronowym (Cs2-

FPBA)
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Rysunek 71. Widma ATR-FTIR Cs2 i Cs2-FPBA

W widmie ATR-FTIR materiatu Cs2, podobnie jak w przypadku Cs1, pasma przy
1650 cm™ i 1585 cm™ pochodza, odpowiednio, od drgan rozciagajacych C=N i drgan
deformacyjnych N-H. Po reakcji z kwasem boronowym, w widmie mozna zaobserwowac
szerokie pasmo przy 3600-3000 cm!, przypisane grupom dihydroksylowm kwasu

boronowego, a takze pasma przy 14321 1367 cm.
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Rysunek 72. Zdjecia SEM probki Cs2-FPBA

Zdjecia SEM probki Cs2-FPBA pokazujg charakterystyczng nieregularng
powierzchnie zbudowang z wielu aglomeratéw z ostrymi krawgdziami.

W celu otrzymania chitozanu posiadajacego trzy grupy aminowe w jednostce
glikozydowej, polimer natywny zostat poddany dziataniu epichlorohydryny, aldehydu
glutarowego oraz etylenodiaminy. W kolejnych etapach, w wyniku reakcji
z epichlorohydryna oraz aldehydem glutarowym utworzone zostaly grupy epoksydowe,
pochodzace z epichlorohydryny, ktére w nastepnym kroku utleniono do grup
karbonylowych za pomoca nadjodanu sodu. Do powstatlego zwigzku dodano
etylenodiaming (w obecno$ci buforu weglanowego o pH=10), ktora reagujac ze wszystkimi
grupami karbonylowymi, doprowadzila do utworzenia chitozanu z trzema grupami
aminowymi oddalonymi od tancucha gtownego (Cs3). Material ten, podobnie jak
w poprzednich ~ modyfikacjach, = poddano  nastgpnie  reakcji z  kwasem

4-formylofenylobolronowym (Rysunek 73).
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Rysunek 73. Schemat modyfikacji chitozanu prowadzacej do otrzymania Cs-3-FPBA
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Rysunek 74. Widmo '*C NMR chitozanu z trzema odsunietymi grupami aminowymi

w jednostce glikozydowej (Cs3)

W widmie *C NMR materialu Cs3 zaobserwowano réznice migdzy sygnatami

atomow C2 1 C6 (Rysunek 74), tj. dwa oddzielone sygnaly przy 57,5 1 61,0 ppm, czego nie

widaé w widmach '3C NMR Cs1 i Cs2. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi wynika to

z obecnosci odmiennego otoczenia chemicznego [159].
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Rysunek 75. Widmo *C NMR chitozanu z trzema odsunigtymi grupami aminowymi

w jednostce glikozydowej modyfikowanego kwasem 4-formylofenyloboronowym

(Cs3-FPBA)
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Podobnie, jak w przypadku widm *C NMR dla Cs1-FPBA i Cs2-FPBA, w widmie
13C NMR Cs3-FPBA obecny jest sygnat przy 133,8 ppm, pochodzacy od atomoéw wegla

pierscienia aromatycznego kwasu boronowego.

Rysunek 76. Widmo !'B NMR chitozanu z trzema odsunigtymi grupami aminowymi

w jednostce glikozydowej modyfikowanego kwasem 4-formylofenyloboronowym (Cs3-

FPBA)
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Rysunek 77. Widma ATR-FTIR Cs3 i1 Cs3-FPBA

W widmie Cs3, szerokie i bardzo intensywne pasmo przy 3600-3000 cm™ zwigzane
jest z lokalizacja grup aminowych i wodorotlenowych na powierzchni chitozanu. Pasmo

przy 1631 cm! odpowiada drganiom rozciagajacym C=N, natomiast pasmo przy
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1081 cm™ zwiazane jest z drganiami rozciggajacymi C-N oraz C-O, wystepujacymi we
wszystkich sacharydach. Po reakcji Cs3 z kwasem 4-formylofenyloboronowym, w widmie
pojawito si¢ intensywne pasmo przy 1643 cm™!, (pochodzace od drgan C=N) oraz pasma
przy 1407 cm™ i 1320 cm!, odpowiadajace drganiom C-B i B-O. Z kolei, pasma przy 824
i 744 cm™ pochodza od drgan oscylacyjnych C-H w pierécieniach aromatycznych kwasu

boronowego uzytego do reakcji.
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Rysunek 78. Zdjecia SEM Cs3-FPBA

Na zdjeciach SEM tej probki zaobserwowa¢ mozna znaczne zrdznicowanie
powierzchni zmodyfikowanego chitozanu (Rysunek 78). Struktura polimeru jest bardzo
nieregularna, a ponadto, ma on tendencje do tworzenia zwartych agregatow, sktadajacych

si¢ z licznych matych czastek polimeru.

20. Modyfikacja skrobi kukurydziannej

Strukture wyjsciowej skrobi kukurydzianej scharakteryzowano za pomocg widm
3C NMR oraz ATR-FTIR. Morfologi¢ materialéw oceniono za pomocg zdje¢ SEM.
Procentowa zawarto$¢ amylozy w skrobi uzytej do modyfikacji, wyznaczona za pomoca

testu Amylose/Amylopectin Assay Kit, wynosita 19,25 %.
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Rysunek 79. Widmo '*C NMR skrobi kukurydziane;

W widmie '*C NMR skrobi kukurydzianej uzytej do dalszych modyfikacji obecne
sg sygnaly o przesunigciu 61,5 ppm (C6); szeroki sygnat przy 72,7 ppm (C2, C3, C5)
oraz sygnat przy 82,5 ppm (C4) i 103,2 ppm (C1) (Rysunek 79) [199].
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Rysunek 80. Widmo ATR-FTIR skrobi kukurydziane;j

W widmie ATR-FTIR zarejestrowanym dla skrobi kukurydzianej (Rysunek 80)
widoczne sg charakterystyczne pasma dla drgan grup hydroksylowych, obecnych
w strukturze skrobi (3300 cm™ ) oraz drgan rozciggajacych grup C-H przy 2880 cm™.
Pasma przy 1330 cm™! oraz 1045 cm™ odpowiadaja odpowiednio, drganiom wigzan C-H
1

oraz C-C obecnym w pier§cieniu glukozowym, a pasmo przy 1075 cm™ S$wiadczy

o obecnos$ci w strukturze potaczen C-O-C, charakterystycznych dla wigzan glikozydowych
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skrobi [127]. Rodzaje drgan wigzan oraz odpowiadajgce im pasma absorpcyjne w widmie

ATR-FTIR skrobi kukurydzianej przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Rodzaje drgan wigzan 1 odpowiadajgce im pasma absorpcyjne w widmie ATR-

FTIR skrobi kukurydzianej [127].

Rodzaje wigzan Liczba falowa [cm™] Rodzaj drgan
-O-H 3500 rozciagajace
-C-H- 2900 rozciagajace
-C-C- 1163 rozciggajace

-C-0O-C- 1080 rozciagajace
-C-H- 1090 zginajace
-C-C- 1050 deformacyjne
-C-O- 1015 rozciagajace

Morfologi¢ wyjsciowej skrobi scharakteryzowano za pomoca SEM (Rysunek 80) [162].

10 pm 5um

Rysunek 81. Zdj¢cia SEM skrobi kukurydzianej

Na zdjeciach SEM skrobi kukurydzianej (Rysunek 81) mozna zauwazy¢, ze posiada
ona strukture¢ charakterystycznych ziaren o wielosciennych lub kulistych ksztattach
1 w miar¢ jednorodnych rozmiarach (ok. 10 um).

Podobnie, jak w przypadku chitozanu, modyfikacja skrobi miata na celu otrzymanie
materialu zdolnego do reakcji z kwasami boronowymi. Poniewaz skrobia w swojej
strukturze nie posiada grup funkcyjnych zdolnych do bezposredniej modyfikacji kwasami
boronowymi postanowitam otrzyma¢ materiat na bazie skrobi dialdehydowej. Nastepnie
wolne grupy aldehydowe poddatam reakcji z kwasem 3-aminofenyloboronowym.
W odréznieniu od reakcji chitozanu dialdehydowego z kwasem

3-aminofenyloboronowym, reakcja  skrobii  dialdehydowe; byta  prowadzona
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w temperaturze pokojowej, poniewaz przy podwyzszonej temperaturze, obecne w DAS
wolne grupy aldehydowe ulegaty sieciowaniu. W konsekwencji uniemozliwiato to reakcje
z kwasem boronowym.

W kolejnym etapie, utworzone w temperaturze pokojowej wigzanie iminowe
pomiedzy skrobig dialdehydowa a kwasem 3- aminofenyloboronowym poddatam redukcji

za pomocg NaBH4 (Rysunek 82).
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Rysunek 82. Schemat modyfikacji skrobi prowadzacej do otrzymania DAS-PBA
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Rysunek 83. Widmo '*C NMR skrobii dialdehydowej DAS

W widmie 3C NMR skrobi dialdehydowej brakuje sygnatu miedzy 170-190 ppm,
pochodzacego od wegla grupy aldehydowej. Sygnaty, pochodzace od grup aldehydowych
zazwyczaj majg niewielka intensywnosé, co w przypadku widm *C NMR w ciele statym
moze powodowaé, ze sg niewidoczne. Dodatkowo, zgodnie z danymi literaturowymi,

utworzone aldehydy sa obecne w postaci potacetalu, a nie jako grupy —CHO [163].
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Rysunek 84. Widmo '3C NMR skrobi dialdehydowej modyfikowanej kwasem
3-aminofenyloboronowym (DAS-PBA)

Pomys$lne zajécie reakcji, pomigdzy skrobig dialdehydowa a kwasem
3- aminfenyloboronowym potwierdza obecno$¢ sygnatu w widmie '*C NMR probki DAS-
PBA sygnatu o przesunigciu 130,1 ppm, pochodzacego od atoméw wegla pierscieni
aromatycznych kwasu boronowego uzytego do reakcji. Dodatkowo, widmo B NMR

potwierdza obecnos$¢ atomu boru.
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Rysunek 85. Widmo "B NMR skrobi dialdehydowej modyfikowanej kwasem
3-aminofenyloboronowym (DAS-PBA)
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Rysunek 86. Widma ATR-FTIR DAS i DAS-PBA

Dowodu utleniania skrobi dostarcza spektroskopia ATR-FTIR. Podczas reakcji
utlenienia peka wigzanie migdzy C2 a C3 w pierScieniu piranozowym skrobi. W obrebie
jednego meru powstaja dwie grupy aldehydowe, co potwierdza obecno$¢ pasma przy 1625
cm™' w widmie skrobi dialdehydowej (DAS). Ponadto, intensywnoéé pasm przy 700—-800

1

cm ! oraz przy 996 cm™!

w DAS, przypisywanych pierscieniom piranozowym, znacznie
maleje, co tez spowodowane jest ich otwarciem. Mozna réwniez zaobserwowac
przesuniecie pasma hydroksylowego z 3306 cm™' do 3400 cm™!, przy jednoczesnym
wzroscie jego intensywnosci 1 zmniejszeniu szerokosci. Spowodowane  jest
to zmniejszeniem ilosci grup hydroksylowych w skrobi dialdehydowej. Po reakcji skrobi
dialdehydowej z kwasem 3-aminofenyloboronowym zaobserwowano zanik pasma przy
1625 ¢cm’!, pochodzacego od drgan grupy karbonylowej, co potwierdza zajécie reakcji
miedzy skrobig a kwasem boronowym. Zanik tego pasma sugeruje rowniez, ze wszystkie
wolne grupy aldehydowe przereagowaty z kwasem PBA. Z kolei pasmo przy 1570 cm’!
odpowiada za obecno$¢ wigzania aminowego (pasmo amidowe II). Dodatkowo, pasma
przy 1432 cm™ i 1343 cm™! przypisuje si¢ odpowiednio, drganiom rozciggajacym B-C
1 B-O, potwierdzajac tym samym pomyslne zajscie reakcji. O wzroscie ilosci grup -OH
przez wprowadzenie grup dihydroksyborylowych §wiadczy zwigkszenie intensywnosci
pasma hydroksylowego w widmie DAS-PBA, natomiast jego poszerzenie wskazuje na

wzrost oddziatywan miedzyczasteczkowych np. tworzenie nowych wigzan wodorowych.
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i 100 um - N 4 pm

Rysunek 87. Zdjecia SEM DAS-PBA

Na zdjgciach SEM probki DAS-PBA (Rysunek 87) mozna zauwazy¢, ze czastki
majg posta¢ regularnych sze$cianow z ostrymi krawedziami. Ich rozmiary
sa zroznicowane, najwigksze osiagaja ok. 2 um. By¢ moze, tak regularne ksztatty
sa spowodowane silnymi oddzialywaniami miedzyczasteczkowymi, co sugerowaly widma
ATR-FTIR.

Kolejna modyfikacja skrobi, podobnie jak w przypadku chitozanu polegata
na przeprowadzeniu jej w karboksymetylowana pochodna, wykorzystujac do tego celu
kwas monochloroooctowy. Utworzong karboksymetyloskrobig, nastgpnie poddatam
reakcji z kwasem 3-aminofenyloboronowym. W odroznieniu od karboksymetylochitozanu,
ta reakcja wymagata obecnosci 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC),
w celu aktywacji grup karboksylowych na powierzchni karboksymetyloskrobi (Rysunek
88). EDC to zwigzek chemiczny, ktory jest powszechnie stosowany jako $rodek aktywujacy
grupe karboksylowa do reakcji z aminami pierwszorzegdowymi z wytworzeniem wigzan
amidowych. [164]. Bez udzialu EDC w widmie reakcja nie zachodzita - widma '*C NMR
i ATR-FTIR  wskazywaly jednoznacznie na  obecno$¢  niemodyfikowanej

karboksymetyloskrobi.

OH
HO—B/

HO NH
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Rysunek 88. Schemat modyfikacji skrobi prowadzacej do otrzymywania CMS-PBA
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Rysunek 89. Widmo '*C NMR karboksymetyloskrobii (CMS)

Utworzenie karboksymetyloskrobii potwierdza obecno$é w widmie *C NMR

sygnatu przy 174,8 ppm pochodzacego od atomu wegla powstatej grupy karboksylowe;.

p- §

Rysunek 90. Widmo !> C NMR karboksymetyloskrobii modyfikowanej kwasem
3-aminofenyloboronowym (CMS-PBA)

Pomyslny przebieg reakcji CMS z kwasem 3-aminofenyloboronowym w procesie
aktywowanym EDC potwierdza sygnat przy 131,3 ppm, ktéry mozna przypisa¢ atomom
wegla pierScienia aromatycznego kwasu boronowego, uzytego do reakcji. Dodatkowo,

sygnal przy 173 ppm potwierdza utworzone w reakcji wigzanie amidowe, miedzy
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modyfikowana skrobia, a kwasem boronowym. Z kolei, sygnat w widmie B NMR

przy 6,93 ppm $wiadczy 0 obecnos¢ atomu boru w strukturze CMS-PBA.

Rysunek 91. Widmo NMR !'B karboksymetyloskrobi modyfikowanej kwasem
3-aminofenyloboronowym (CMS-PBA)
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Rysunek 92. Widmo ATR-FTIR CMS i CMS-PBA

W widmie ATR-FTIR karboksymetyloskrobi (Rysunek 92), obecnos$¢ utworzonej
grupy karboksylowej potwierdza intensywne pasmo przy 1730 cm™.\W przypadku zwiazku
CMS-PBA mozna zauwazyé w widmie ATR-FTIR niewielkie pasmo przy 1733 cm™,

co moze $wiadczy¢ o niecatkowitym przereagowaniu grup karboksylowych z kwasem
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boronowym. W widmie *C NMR CMS-PBA, sygnal pochodzacy od nieprzereagowanych
grup karboksylowych natozyt si¢ prawdopodobnie z sygnatem, pochodzacym od wegla
wigzania amidowego. Obecnoéé pasm przy 1642 cm™ i 1580 cm™ odpowiada drganiom
deformacyjnym N-H i drganiom rozciggajacym C-N, co dodatkowo potwierdza powstanie

wigzania amidowego w strukturze CMS-PBA.

100 pm 3 \ ~ ) 10 um

Rysunek 93. Zdjecia SEM CMS-PBA

Na zdjeciach SEM CMS-PBA mozna zauwazy¢ strukture sktadajaca si¢ z wielu
pofaldowanych, naktadajacych si¢ ptatkoéw o nieostrych krawedziach (Rysunek 93).

Podsumowujac, otrzymano dziewig¢ rodzajow modyfikowanych kwasami
boronowymi polisacharydow opartych na chitozanie i skrobi. Zastosowane procedury
syntezy pozwolily na wprowadzenie ugrupowania kwasu boronowego przez modyfikacje
polisacharydu wzbogacanego o grupy aminowe, utlenianego z otwarciem pier§cienia
oraz karboksymetylowanie. Struktur¢ materialu boronowanego i posrednich produktow
polisacaharydowych potwierdzono, zard6wno za pomocg spektroskopii NMR, jak i ATR
FTIR. Po modyfikacji zauwazono zmiany w morfologii otrzymanych na kazdym etapie
materiatdéw, w poréwnaniu do polisacharydu wyj$ciowego. Otrzymane materiaty stanowia
pewna sekwencje modyfikowanych polimerow boronowanych, w ktérych rdznice
strukturalne polegaja na sposobie potaczenia ugrupowania kwasu boronowego

z tancuchem polimerowym oraz strukturze samego polimeru.
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21. Badanie kata zwilzania materialow

Kat zwilzania jest jednym z parametrow, okreslajagcych charakter powierzchni
materiatu. Warto$¢ kata zwilzania zalezy od chemicznej budowy badanego zwiazku,
rodzaju cieczy pomiarowej oraz heterogeniczno$ci warstwy wierzchniej. Material, ktorego
kat zwilzania ciecza polarng (np. wodg czy gliceryng) wynosi ~ 0°, uznawany jest za bardzo
hydrofilowy (naniesiona ciecz catkowicie rozptywa si¢, tworzagc warstwe
monomolekularng, wskutek silnych oddzialywan migdzyczasteczkowych). Dopoki kat
zwilzania cieczg polarng wynosi mniej niz 90°, materiat uznawany jest za hydrofilowy.
Wartosci powyzej 90° wskazuja na hydrofobowy charakter materiatu, ktoérego czasteczki
wykazujg bardzo stabe oddziatywania z czasteczkami cieczy polarne;.

Kat zwilzania (©) otrzymanych materialtbw polimerowych mierzono
w temperaturze 24°C metoda kropli osadzonej na powierzchni, za pomocg goniometru.
Do pomiaru zastosowano dwa rodzaje cieczy: gliceryne (ciecz polarna) i dijodometan
(ciecz niepolarna). Dla kazdego materialu wykonano dziesi¢¢ pomiaréw, a swobodng
energi¢ powierzchniowg (ys) obliczono standardowa metoda Owensa-Wendta [165,166].
Na podstawie otrzymanych wynikow dla otrzymanych materiatéw polimerowych
obliczono swobodng energi¢ powierzchniowg oraz ich sktadowe: polarng i dyspersyjna,
stosujac rownanie (5):

Ys=7vsp T Ysd ()

vs — swobodna energia powierzchniowa [mJ/m?]
vsp — sktadowa polarna swobodnej energii powierzchniowej [mJ/m?]

vsd — sktadowa dyspersyjna swobodnej energii powierzchniowej [mJ/m?]

Otrzymane usrednione wyniki z dziesigciu pomiaréw przedstawiono w Tabeli 7
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Tabela 7. Srednie warto$ci kata zwilzania polimerow cieczami pomiarowymi dla cieczy

pomiarowych oraz wyniki swobodnej energii powierzchniowej i jej sktadowych: polarnej

(vsp) 1 dyspersyjnej (vsa)

Material Kat zwilzania [0,°] Swobodna energia powierzchniowa [mJ/m?]
polimerowy Ciecz pomiarowa
Gliceryna Dijodometan s Ysd Ysp
Cs 82,0 56,0 30,70 27,46 3,23
Cs-FPBA 78,4 60,4 29,31 23,73 5,59
Cs-FPBA-R 79,3 64,8 27,29 21,12 6,18
CMCs-PBA 87,4 72,5 22,22 17,99 4,23
DACs-PBA 62,4 31,0 44,81 31,17 7,64
Cs1-FPBA 105,3 52,9 36,29 35,81 0,48
Cs2-FPBA 70,5 52,2 34,79 27,13 7,66
Cs3-FPBA 73,9 43,3 37,81 33,49 4,33
S 59,2 447 45,02 27,32 17,69
DAS-PBA 43,2 31,2 51,46 32,77 18,68
CMS-PBA 88,9 58,6 28,92 27,46 1,46

W celu poréwnania witasciwosci powierzchniowych otrzymanych materiatow,
uzyskane wyniki swobodnej energii powierzchniowej (ys ) 1 jej skladowe polarna (ysp )
1 dyspersyjna (ysa) przedstawiono na wykresie ponizej (Rysunek 94). Przyktadowe obrazy
kropli cieczy pomiarowych na powierzchniach wybranych probek przedstawiono

na Rysunku 95.
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Rysunek 94. Swobodna energia powierzchniowa (ys ) 1 jej sktadowe: polarna (ysp )

i dyspersyjna (ysq) otrzymanych materiatow

Kat zwilzania dijodometanem (cieczg niepolarng) jest we wszystkich przypadkach
mniejszy od kata zwilzania gliceryng. Analizujac $rednie warto$ci zmierzonych katow
zwilzania, mozna stwierdzi¢, ze w otrzymanych materiatach polimerowych przewaza
charakter hydrofobowy. Potwierdzaja to rowniez wartosci sktadowych dyspersyjnych (ysa),
ktore sa duzo wigksze niz sktadowe polarne (ysp) badanych materialow [167]. W
niemodyfikowanym chitozanie (Cs), warto$¢ kata zwilzania przez polarng gliceryne
wynosi 82°, a przez dijodometan 56°. Zblizone wartosci do chitozanu wykazujg probki Cs-
FPBA, Cs-FPBA-R, CMCs-PBA, Cs2-FPBA i Cs3-FPBA. Hydrofobowos$¢ chitozanu i
materiatéw, powstaltych w wyniku jego modyfikacji, mozna tlumaczy¢ obecnos$cia
hydrofobowego charakteru szkieletu tego polimeru [158]. Cecha ta zalezy rowniez od
stopnia deacetylacji chitozanu, poniewaz grupy aminowe sg bardziej hydrofilowe niz grupy
acetylowe [168]. Reakcja chitozanu z kwasem 4-formylofenyloboronowym doprowadzita
do otrzymania materialow, w ktorych mozna zauwazy¢ wzrost warto$ci sktadowej polarnej,
co wskazuje na wieksza polarno$¢ powierzchni materiatow: Cs-FPBA 1 Cs-FPBA-R.

Najbardziej zwilzang powierzchni¢ przez glicerynge wykazuje DACs-PBA (ponad
dwukrotnie wyzsza warto$¢ sktadowej polarnej w pordwnaniu z niemodyfikowanym
chitozanem). Moze to by¢ spowodowane otwarciem struktury chitozanu podczas procesu

utlenienia i tym, ze grupy dihydroksyborylowe w strukturze utlenionego chitozanu
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sg ustawione w kierunku powierzchni btony polimerowej. Jest to szczegdlnie korzystne
dla zastosowan biomedycznych 1 moze skutkowaé latwiejszg penetracja bton
biologicznych oraz lepsza rozpuszczalnos$cig w ptynach ustrojowych. Sposréd wszystkich
otrzymanych materialow, Cs1-FPBA wydaje si¢ by¢ najbardziej hydrofobowy (jego kat
zwilzania gliceryng wynosi 105°). W przypadku probek Cs2-FPBA i Cs3-FPBA mozna
zaobserwowa¢ wzrost hydrofilowosci w stosunku do chitozanu. Najwyrazniej,
w przypadku polimeru Csl-FPBA struktura nie sprzyja oddziatywaniom pomigdzy tym
polimerem a hydrofilowa ciecza badang (gliceryna).

W materiatach na bazie skrobi, DAS-PBA obserwuje si¢ wyzszg warto$¢ swobodnej
energii powierzchniowej i wyzszg wartos¢ sktadowej polarnej w stosunku do skrobi
wyjsciowej, co sugeruje wieksza polarno$¢ powierzchniowg tej probki. Podobnie, jak
w przypadku DACs-PBA, zwickszenie hydrofilowo$ci moze by¢ zwigzane z otwarciem
struktury polimeru. Z kolei, modyfikacja skrobi, prowadzaca do utworzenia
karboksymetyloskrobi, a nastgpnie jej reakcja z kwasem 3-aminofenyloboronowym (CMS-
PBA), spowodowata zmniejszenie wartosci energii powierzchniowej i sktadowej polarnej,
co wskazuje na zwigkszenie charakteru hydrofobowego powierzchni tego materialu
w stosunku do skrobi wyj$ciowe;.

Podobnie, jak w przypadku chitozanu, ta modyfikacja (tj. utworzenie
karboksymetylochitozanu), a nastepnie reakcja z kwasem 3-aminofenyloboronowym
doprowadzita do zmniejszenia polarnosci powierzchniowej, w odniesieniu do chitozanu

wyjsciowego.

b)
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c) d)

Rysunek 95. Zdjecie kropli cieczy na powierzchni polimeru a) gliceryna na DAS-PBA;
b) dijodometanu na DAS-PBA; c) gliceryny na CMCs-PBA,; d) dijodometanu na CMCs-
PBA
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22. Charakterystyka nanoczastek magnetycznych pokrywanych modyfikowanymi
polisacharydami

Otrzymane materiaty boronowe zostaly wykorzystane jako powtoki pokrywajace rdzen
magnetyczny nanoczastek. Czyste nanoczastki magnetytu Fe3Os4 otrzymano metoda
wspotwytracania in situ. Jak wspomniano w czg$ci teoretycznej, w metodzie tej wykorzystuje
si¢ reakcje tworzacego w $rodowisku zasadowym magnetytu. Jednakze aby mozna byto
zastosowa¢ metodg¢ in situ, bardzo wazny jest dobor odpowiedniego polimeru ochronnego.
W optymalnych warunkach powinien on rozpuszcza¢ si¢ w srodowisku kwasowym, a wytracaé
w zasadowym. Metoda wspotwytragcania in Situ w obecnosci polimeru jest jednoetapowa,

co jest bardzo korzystne dla aplikacji medycznych.

pH9-14

Fe' +H,0 —» Fe(OH),**
Fe(OH),”" + Fe(OH),”* —» Fe,0,
Fe'' +H,0 —» Fe(OH),""

Rysunek 96. Synteza nanoczastek magnetytu metoda wspotwytracania

W ramach pracy otrzymano dziewig¢ rodzajow nanoczastek magnetycznych
pokrytych wczesniej opisanymi polimerami: Cs-FPBA, Cs-FPBA-R, CMCs-PBA, DACs-
PBA, Cs1-FPBA, Cs2-FPBA, Cs3-FPBA, CMS-PBA i DAS-PBA.

W tym celu zastosowano reakcje otrzymania polimeréw boronowanych, ktorych
szczegotowe warunki opracowano we wczesniejszym etapie pracy. W kazdym przypadku,
pierwszy etap reakcji polegal na otrzymaniu nanoczastek magnetycznych pokrywanych
wyjsciowym niemodyfikowanym polimerem: chitozanem lub skrobig. Kolejne
modyfikacje prowadzono juz na powierzchni nanoczastek, zgodnie z procedurami
opracowanymi wczesniej dla polimeréw. Poniewaz obecno$¢ rdzenia magnetycznego
wyklucza wykonanie spektroskopii NMR, jedyng metoda pozwalajgcg na potwierdzenie

powloki pokrywajacej nanoczastki byta spektroskopia w podczerwieni.
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Rysunek 97. Struktury powlok polimerowych pokrywajacych nanoczgstki magnetytu

uzyskane w wyniku powierzchniowej modyfikacji chemicznej chitozanu i skrobi
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Dla porownania, zarejestrowano widmo ATR-FTIR czystych nanoczastek
magnetycznych (bez powloki polimerowej). Wykonano rowniez zdjgcia SEM, w celu
okreslenia ich morfologii. Wielko§¢ nanoczastek oznaczono dwoma metodami:
dyspersyjnego rozpraszania $wiatla (DLS) oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej

(TEM).
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Rysunek 98. Widmo ATR-FTIR nanoczastek Fe;O4

W widmie ATR-FTIR (Rysunek 98) czystych nanoczastek magnetytu obecne jest
charakterystyczne pasmo przy 550 cm’, ktére przypisuje sie drganiom Fe?*-0* i Fe**-O*

co $wiadczy o tym, ze otrzymane nanoczastki zbudowane sg z magnetytu - Fe304[182].

c)

Intemsity (Percent)

[ 1 L] 10 100 10000

4 pm

100 um

Rysunek 99. a) Zdjecie SEM Fes0s; b) Zdjecie TEM FesOq; ¢) rozktad wielkosSci czgstek
Fe3Os wyznaczony metodg DLS
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Na zdjeciach SEM czystych nanoczgstek magnetycznych mozna zauwazy¢ kulista
struktur¢ oraz tendencje do agregacji. Zdjecia SEM sg robione dla probek statych,
w ktorych agregacja jest nieunikniona. Zdjecia TEM potwierdzajg sferyczny ksztatt
nanoczastek. Rozmiar nanoczastek magnetycznych, wyznaczony zar6wno za pomoca

DLS, jak i TEM wynosit 15 nm (Rysunek 99).

[1] Cs-FPBA-MNPs
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Rysunek 100. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych Cs-FPBA-MNPs

W widmie ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs-FPBA (Rysunek
100) wystepuja pasma, pochodzace od modyfikowanego chitozanu (takie jak pasmo przy
1644 cm™!, charakterystyczne dla powstalej grupy iminowej). Pasma przy 1410 cm’!

i 1368 cm™! pochodza odpowiednio, od drgan C-B i B-O. W widmie obecne jest waskie

intensywne pasmo przy 558 cm’!, ktére przypisano wczesniej wspomnianym drganiom

Fe?*-0%* i Fe**-0%.

100 pm . 10 um 5pm

Rysunek 101. Zdjecia SEM nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs-FPBA (Cs-
4FPBA-MNPs)
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Na zdjeciach SEM tego materialu mozna zaobserwowac, ze Cs-4FPBA-MNPs
wykazujg bardzo nieregularny ksztatt. Rozmiar nanoczgstek magnetycznych Cs-4FPBA-
MNPs, wyznaczony zaréwno metodg DLS jak i TEM wynosit 26 nm. Obserwowany wzrost
wielko$ci nanoczastek spowodowany jest obecnoscia na powierzchni rdzenia

magnetycznego powloki polimerowe;.

b)

Size Distribution by Intensity
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Rysunek 102. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs-4FPBA;
b) rozktad wielkosci czastek Cs-4FPBA-MNPs
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Rysunek 103. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych Cs-4FPBA-R-MNPs
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Pokrycie nanoczastek magnetycznych chitozanem modyfikowanym kwasem
4-formylofenyloboronowym (FPBA) zwigzanym przez grup¢ aminowa (Cs-FPBA-R-
MNPs), powoduje pojawienie si¢ w widmie IR niewielkiego pasma, pochodzacego
od drgan C-H w pierscieniach aromatycznych przy 870 cm’'. Pasma, potwierdzajace
wigzanie B-O i B-C, mozna zaobserwowaé odpowiednio przy 1342 cm™ i 1460 cm’,
natomiast drgania deformacyjne N-H widoczne sg przy 1577 cm™!. Intensywne pasmo przy

570 cm’! potwierdza obecno$¢ rdzenia magnetytu.

100 pm 10 um 5pum

Rysunek 104. Zdjecia SEM nanoczgstek Cs-FPBA-R-MNPs

Zdjecia SEM nanomaterialu Cs-FPBA-R-MNPs pokazuja, Ze nanomaterialy
te podobnie jak Cs-FPBA-MNPs, charakteryzuja si¢ nieregularnym ksztalttem. W tym
przypadku $redni rozmiar nanomaterialu wynosi 24 nm i jest bardzo zblizony do rozmiaru
nanoczastek Cs-FPBA-MNPs.

Size Distribution by Intensity
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Rysunek 105. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs-4FPBA-R;
b) rozktad wielkos$ci czastek Cs-FPBA-R-MNPs
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Rysunek 106. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych DACS-PBA-MNPs

W widmie ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych pokrytych DACS-PBA,
szerokie pasmo przy 3300 cm! pochodzi od drgan grup hydroksylowych i aminowych
obecnych w czgsteczce chitozanu oraz grup dihydoksyborylowych kwasu boronowego
(Rysunek  106). Podobnie, jak w przypadku DACs-PBA, pasma przy
1419 em i 1378 cm™ odpowiadajg drganiom grup B-C i B-O. Jednocze$nie, w widmie

obecne jest rowniez pasmo przy 570 cm’!, charakterystyczne dla nanoczastek magnetytu.

2 pm

Rysunek 107. Zdjecia SEM DACs-PBA-MNPs

Nanoczastki magnetytu pokryte DACs-PBA, o $rednicy 35 nm, podobnie jak czyste
nanoczgstki, charakteryzuje sferyczny ksztalt, co jest rowniez charakterystyczne
dla samego modyfikowanego polimeru DACs-PBA (Rysunek 107 i 108). Zwigkszenie

146



K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

rozmiaru nanoczastek moze by¢ zwigzane ze strukturg przestrzenng warstwy polimerowe;j

pokrywajacej powierzchni¢ magnetytu.
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Rysunek 108. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych DAS-PBA;
b) rozktad wielkosci czastek DAS-PBA —MNPs
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Rysunek 109. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych CMCs-PBA-MNPs

W widmie ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych pokrytych CMCs-PBA,
szerokie pasmo przy 3250 cm™ pochodzi od drgan grup hydroksylowych obecnych
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W czgsteczce chitozanu oraz grup dihydoksyborylowych kwasu boronowego. Intensywne

pasmo przy 1587 cm™, ktore jest rowniez obecne w czasteczce CMCs-PBA, potwierdza

powstanie drugorzedowego amidu, a pasmo przy 574 cm ! wskazuje na obecnos¢ drgan
Fe?"-0% i Fe**-O%* (Rysunek 109).

100 pm 10 pm

Rysunek 110. Zdjecia SEM CMCs-PBA-MNPs

Nanoczastki CMCs-PBA-MNPs wykazuja nieregularny ksztatt (Rysunek 110).
Rozmiar nanoczastek wyznaczony na podstawie zdjeg¢ TEM 1 potwierdzony za pomoca

DLS wynosi 36 nm (Rysunek 111), podobnie jak rozmiar nanoczastek DACs-PBA-MNPs.
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Rysunek 111. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych CMCs-PBA;
b) rozktad wielkos$ci czastek CMCs-PBA-MNPs
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Rysunek 112. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych Cs1-FPBA-MNPs

W widmie ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs1-FPBA, pasmo
przy 1641ecm™ pochodzi od drgan rozciggajacych C=N. Obecno$é ugrupowania
boronowego potwierdzaja pasma przy 1406 i 1322 cm™!, pochodzace od drgan C-B i B-O,

a intensywne pasmo przy 570 cm™ §wiadczy o obecnosci drgan Fe?*-O? i Fe**-0%.

2 pum

100 pm

Rysunek 113. Zdjecia SEM Cs1-FPBA-MNPs

Wyznaczony rozmiar tych nanoczastek wynosi 41 nm. Zwigkszenie rozmiaru

nanoczastek pokrywanych tym materialem najprawdopodobniej wynika ze struktury

powtoki polimerowej. Chitozan zostal poddany modyfikacji przez dobudowanie

do pierscienia glukozaminowego fragmentu z odsuni¢tg grupg aminowa.
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Rysunek 114. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs1-FPBA;
b) rozktad wielkosci czastek Cs1-FPBA-MNPs
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Rysunek 115. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych Cs2-FPBA-MNPs

W widmie ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs2-FPBA, pasmo

przy 1638cm™! pochodzi od drgan rozciagajacych C=N, pasmo przy 1444 cm™ od drgan

wigzania C-B, a pasmo przy 1330 cm™ od drgan C-B (Rysunek 115). Podobnie, jak we

wczesniejszych widmach nanoczastek, tu réwniez wystepuje pasmo przy 570 cm’,

pochodzace od wigzania Fe-O.
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10 pm

2 um

Rysunek 116. Zdjecia SEM Cs2-FPBA-MNPs

Na zdjeciach SEM Cs2-FPBA-MNPs mozna zaobserwowaé ostre krawedzie
nanoczastek pokrytych modyfikowanym chitozanem (Rysunek 116), co rowniez jest
widoczne na zdjeciach SEM samego polimeru Cs2-FPBA (Rysunek 72). Wyznaczono

rozmiar tego typu nanoczastek, ktory wynosi 46 nm, podobnie jak dla poprzedniego

materiatu.
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Rysunek 117. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs2-FPBA;
b) rozktad wielkosci czastek Cs2-FPBA-MNPs
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Rysunek 118. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych Cs3-FPBA-MNPs

Na podstawie analizy ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych pokrytych
Cs3-FPBA mozna potwierdzi¢, ze zaplanowana modyfikacja byta skuteczna, poniewaz
w widmie obecne jest charakterystyczne szerokie pasmo przy 3233 cm’, pochodzace
zaréwno od grup OH i NH chitozanu jak i od drgan grup dihydroksyborylowych (Rysunek
118). Ponadto, w widmie obecne s3 pasma przy 2914 cm™! (drgania rozciagajace C-H), ostre
pasmo przy 1641 cm™ (od drgah grupy C=N) i pasma przy 1410 cm™ i 1362 cm’!

pochodzace odpowiednio, od C-B i B-O. Ponadto, w widmie znajduje si¢ réwniez

charakterystyczne pasmo przy 570 cm’!, ktore przypisywane jest weze$niej wspomnianym

drganiom Fe?"-0% i Fe**-O%.

2 pm

Rysunek 119. Zdjecia SEM Cs3-FPBA-MNPs
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Zdjecia SEM przedstawiajg Cs3-FPBA-MNPs w postaci nieregularnych agregatow
(Rysunek 119). Rozmiar tych nanoczastek wynosi 50 nm (Rysunek 120).

a) b)
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Rysunek 120. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych Cs3-FPBA;
b) rozktad wielkosci czastek Cs3-FPBA-MNPs

Poréwnujac rozmiar nanoczastek magnetycznych pokrywanych modyfikowanym
chitozanem funkcjonalizowanym kwasem boronowym odsunigtym od pier§cienia
glukozaminowego mozna zauwazy¢, ze rozmiar nanoczastek nieznacznie wzrasta wraz
z iloScia odsunigtych jednostek kwasu boronowego od pierScienia glukozaminowego.
Jest to wynik, ktorego mozna byto si¢ spodziewac, ze wzglgdu na zmieniajacg si¢ strukture
polimeru prowadzacag najprawdopodobniej do roznych oddzialywan pomiedzy tancuchami.
Podobny efekt obserwowano juz w poprzedniej pracy, gdzie poréwnywane byly chitozany
modyfikowane rozng ilosciag odsunigtych grup aminowych, a ktére byly produktami

posrednimi w tej syntezie [122].
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Rysunek 121. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych DAS-PBA-MNPs

Po pokryciu nanoczgstek magnetycznych polimerem DAS-PBA, w widmie ATR-
FTIR mozna zaobserwowa¢ szerokie pasmo przy 3350 cm™! pochodzace od drgan grup
dihydoksyborylowych, aminowych i hydroksylowych (Rysunek 121). Pasma przy 1419
cm! 11375 cm! odpowiadaja odpowiednio drganiom grup B-C i B-O. Jednoczesnie,

w widmie obecne jest pasmo przy 570 cm™!, charakterystyczne dla magnetytu.

Yo AR

10 pm

2 pum

Rysunek 122. Zdjecia SEM DAS-PBA-MNPs
Na zdjeciach SEM nanoczastek magnetycznych pokrytych modyfikowang skrobia,
podobnie jak w przypadku nanoczastek pokrytych modyfikowanym chitozanem, wida¢
charakterystyczne agregaty o réznorodnych ksztattach (Rysunek 122). Sredni rozmiar

nanoczastek wynosi 36 nm (Rysunek 123).
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Rysunek 123. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych DAS-PBA;
b) rozktad wielkos$ci czastek DAS-PBA-MNPs
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Rysunek 124. Widmo ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych CMS-PBA-MNPs

W widmie ATR-FTIR nanoczastek magnetycznych pokrytych CMS-PBA, szerokie

' pochodzi od drgan grup dihydoksyborylowych oraz grup

pasmo przy 3281 cm’
hydroksylowych (Rysunek 124). Obecno$¢ wigzania amidowego, utworzonego pomiedzy
karboksymetyloskrobig a kwasem boronowym, potwierdzaja pasma przy 1625 cm’!

i1584 cm™. Z kolei, pasma przy 1435 cm™ i 1366 cm™' odpowiadaja, odpowiednio
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drganiom grup B-C i B-O. Podobnie, jak w przypadku wczes$niej opisanych widm
nanoczastek, tak rowniez w widmie CMS-PBA-MNPs obecne jest pasmo przy 570 cm™,

charakterystyczne dla grupy Fe-O.

X
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Rysunek 125. Zdjgcia SEM CMS-PBA-MNPs
Na zdjeciach SEM nanoczastek magnetycznych pokrytych CMS-PBA mozna
zauwazy¢ charakterystyczne ostre krawedzie, ktore rowniez sg zauwazalne na zdjgciach
samego polimeru (Rysunek 125). Sredni rozmiar tych nanoczastek wynosi 37 nm (Rysunek

126).

a) b)

Size Distribution by Intensity
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Rysunek 126. a) Zdjecia TEM nanoczastek magnetycznych pokrytych CMS-PBA;
b) rozklad wielkos$ci czastek CMS-PBA-MNPs

Zestawienie rozmiarOw nanoczastek magnetytu pokrytych wszystkimi otrzymanymi

polimerami oraz nanoczastek bez powloki (MNPs) przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8. Rozmiary nanoczastek magnetycznych

Rodzaj nanoczastek Sredni rozmiar [nm|

MNPs 15
Cs-FPBA-MNPs 26
Cs-FPBA-R-MNPs 27
DAS-PBA-MNPs 35
CMCs-PBA-MNPs 36
Cs1-FPBA-MNPs 41
Cs2-FPBA-MNPs 46
Cs3-FPBA-MNPs 50
DAS-PBA-MNPs 36
CMS-PBA-MNPs 37

Wszystkie nanoczastki z powtoka polimerowa charakteryzuja si¢ wiekszymi
rozmiarami niz MNPs, co jest oczywiScie zwigzane z powstaniem warstwy
powierzchniowej. Ponadto mozna stwierdzi¢, ze pokrycie nanoczastek magnetycznych
powlokami polimerowymi funkcjonalizowanymi kwasami boronowymi nie zmniejszyto

ich zdolnosci do czgéciowej agregacji.

Rodzaj powtoki, pokrywajacej nanoczastki wptynat jednak znaczaco na ich
rozmiary. Najmniejszym rozmiarem charakteryzuja si¢ nanoczastki pokryte chitozanem
niemodyfikowanym funkcjonalizowanym kwasem boronowym (Cs-FPBA-MNPs i Cs-
FPBA-R-MNPs). Najwiekszy rozmiar posiadajg nanoczastki, ktore zostaly pokryte
modyfikowanym chitozanem z odsuni¢tymi jedng, dwoma i trzema grupami aminowymi
funkcjonalizowane kwasami boronowymi. Prawdopodobnie zwigzane jest to z dlugimi
taficuchami polimerowymi obecnymi na rdzeniu nanoczastek. Modyfikacje majace na celu
utlenienie polisacharydu, czy utworzenie karboksymetylopochodnych polisacharydow,
a nastgpnie funkcjonalizacja kwasami boronowymi spowodowaty, ze nanoczastki pokryte
tak modyfikowanymi chitozanem i skrobig posiadaja zblizone rozmiary. Z punktu widzenia
zastosowan biomedycznych najwazniejsze jest jednak to, ze wszystkie uklady

sg rzeczywiscie nanomaterialami tj. maja rozmiary znacznie mniejsze niz 100 nm.
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23. Analiza rentgenograficzna otrzymanych nanoczastek magnetycznych

W celu dodatkowego potwierdzenia obecnosci rdzenia nanoczgstek zbudowanego

z Fe3s04 wykonano rowniez analizy rentgenograficzne otrzymanych probek (Rysunek 127

i Rysunek 128). Dla wszystkich materiatow otrzymano sze$¢ charakterystycznych
sygnatow: (22 0),(311),(400),(422),(511),(440), przy wartosciach kata 26= 30,
35, 43, 53, 57 1 62°. Poréwnanie z danymi znajdujacymi si¢ w bazie X’Pert High Score

potwierdzito, ze rdzen otrzymanych nanoczastek stanowi czysty magnetyt
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127. Rentgenogram czystych nanoczastek magnetytu

128 przedstawiono przyktadowe dyfraktogramy nanoczastek

pokrytych  modyfikowanym chitozanem Cs-FPBA 1 CMCs-PBA

oraz modyfikowang skrobia CMS-PBA-MNPs. W pozostalych materiatach roznice

w dyfraktogramach rentgenowskich byly nieznaczne.
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Rysunek 128. Rentgenogramy czystych nanoczastek magnetytu, nanoczastek magnetytu

pokrytych: Cs-FPBA, CMCs-PBA, DAS-PBA

Analiza rentgenograficzna potwierdzita, ze rdzeniem otrzymanych nanoczastek

magnetycznych jest czysty magnetyt. Przeprowadzone modyfikacje na powierzchni

nanoczastek nie spowodowaly zmian w strukturze rdzenia.

159



K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

24. OkreSlenie porowatosci materialéw magnetycznych

Stopien porowatos$ci nanomateriatow magnetycznych Cs-FPBA-MNPs, Cs-FPBA-
R-MNPs, CMCs-PBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs, Cs1-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs,
Cs3-FPBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs, CMS-PBA-MNPs zbadano metoda adsorpcyjng
(Rysunek 129). Na podstawie uzyskanych izoterm obliczono powierzchni¢ wiasciwa

materiatdow BET (Brunauer-Emmett-Teller).

200
Cs-FPBA-R-MNPs
Cs-FPBA-MNPs
Cs2-FPBA-MNPs
150

CMS-PBA-MNPs
CMCs-PBA-MNPs
DACs-PBA-MNPs
DAS-PBA-MNPs

100
Cs3-FPBA-MNPs -
| Cs1-FPBA-MNPs _

Tlo$¢ zaadsorbowana (cm®/g STP)

Cis$nienie wzgledne (p/po)

Rysunek 129. Izoterma adsorpcji-desorpcji azotu nanoczastek pokrytych modyfikowanym

chitozanem 1 modyfikowang skrobig

Pola powierzchni wlasciwej nanoczgstek magnetycznych zestawiono w Tabeli 9.
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Tabela 9. Wartosci pola powierzchni wlasciwej nanoczgstek magnetycznych pokrywanych

modyfikowanym chitozanem i modyfikowang skrobig

Rodzaj nanoczastek Pole powierzchni wlasciwej

S et (M?/Q)

Cs-FPBA-MNPs 80
Cs-FPBA-R-MNPs 54
CMCs-PBA-MNPs 36
DACs-PBA-MNPs 80
Cs-1-FPBA-MNPs 91
Cs-2-FPBA-MNPs 33
Cs-3-FPBA-MNPs 16
DAS-PBA-MNPs 102
CMS-PBA-MNPs 91

Jak mozna zauwazy¢, najwigksze pole powierzchni wiasciwej maja nanoczastki
DAS-PBA-MNPs (warto$¢ ta wynosi 102 m?/g), podczas gdy najmniejsze pole
powierzchni whasciwej wynoszace 16 m?/g posiadaja Cs-3-PBA-MNPs.

Wedtug danych literaturowych, warto$¢ pola powierzchni wlasciwej Sget czystego
magnetytu przyjmuje roézne wartosci m.in. 94,40 m?/g [169]; 71,314 m?/g [170]; 111 m?/g
[171]. Na tak r6zng warto$¢ moze mie¢ wptyw proces przygotowania probki do pomiaru.
Mozna jednak wnioskowaé, ze pokrycie nanoczastek modyfikowanymi chitozanami,
w niektorych przypadkach powoduje zmniejszenie pola powierzchni wiasciwej.

Powierzchnia wtasciwa (Sget) jest waznym parametrem w charakteryzowaniu
nanoczastek do roznych zastosowan, w tym badan biomedycznych. Wigksza powierzchnia
moze prowadzi¢ do zwigkszonych interakcji z biomolekutami, co jest korzystne
w zastosowaniach takich jak ukierunkowane dostarczanie lekow, gdzie nanoczastki musza
wigza¢ si¢ ze specyficznymi receptorami komorkowymi. Dodatkowo wigksza
powierzchnia wtasciwa pozwala na lepszg dyspersje nanoczastek w osrodku biologicznym
I poprawia potencjalnie efekt terapeutyczny [183]. Niemniej jednak nanoczastki
magnetyczne o duzej powierzchni wilasciwej moga wykazywaé wigksza tendencje

do agregacji, co jest ich niepozadang wtasciwoscig [184].
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25. Charakterystyka termiczna

Charakterystyka termograwimetryczna substancji réznego pochodzenia, w tym
réwniez polimerdw, pozwala okresli¢, jak te materialty zachowuja si¢ w szerokich
zakresach temperatur, a takze jak bardzo odporne sa na zmiang, i w ktorym momencie
zachodzg przemiany chemiczne lub fizyczne. Analiz¢ termiczng mozna prowadzié
w réznych warunkach.

W zalezno$ci od metody, zmianie moze ulega¢ réwniez srodowisko otaczajace
badang probke (tj. sklad chemiczny atmosfery, ci$nienie). Probka moze by¢ dodatkowo
poddawana dziataniu r6znych czynnikéw chemicznych (chemicznie aktywna atmosfera)
lub fizycznych (czynniki mechaniczne, dziatanie pol elektrycznych czy magnetycznych
itp.). Oznacza to, ze metody analizy termicznej umozliwiajg okreslanie zmian stanu
badanej substancji wraz ze zmiang temperatury w réznych warunkach pomiarowych.

Bardzo wazne jest okreSlenie stabilno$ci termicznej nowo syntetyzowanych

materialow, poniewaz ma to duzy wptyw na mozliwos¢ ich dalszego zastosowania.

25.1. Charakterystyka termiczna natywnych i modyfikowanych polimerow
w atmosferze powietrza

Rozktad termiczny chitozanu zachodzi w atmosferze powietrza w trzech etapach,
co jest zgodne z danymi literaturowymi (Rysunek 130) [159]. Pierwszy etap rozktadu
obserwuje si¢ w zakresie temperatur 20-160°C, z Tmax = 61°C, ktory odpowiada ubytkowi
masy okoto 9%. Proces ten zwigzany jest z odparowaniem wody. Rozktad tancuchow
polimerowych chitozanu zachodzi w zakresie 271-400°C, z Tmax = 292°C i z ubytkiem
masy okoto 55%. Ostatni etap obserwuje si¢ w zakresie temperatur 400-600°C (z okoto
31% ubytkiem). Krzywa DTA chitozanu w atmosferze powietrza wykazuje obecnos¢
dwoch egzotermicznych procesow (sa to reakcje utleniania towarzyszace rozktadowi
termicznemu) oraz jednego procesu endotermicznego, zachodzacego na poczatku rozktadu
(przy ok. 60°C zwigzany z odparowaniem wody). Pozostato$¢ chitozanu w 600°C wynosi
5%.
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Rysunek 130. Krzywe TGA, DTG, DTA chitozanu w atmosferze powietrza

Na rysunku 131 i rysunku 132 zostaly przedstawione termogramy chitozanu
1 chitozanu modyfikowanego kwasami boronowymi, a w Tabeli 10 parametry termiczne
wyznaczone z krzywych TGA-DTA otrzymanych materiatdw polimerowych: Cs, Cs-
FPBA, Cs-FPBA-R, CMCs-PBA, DAS-PBA, Cs1-FPBA, Cs2-FPBA i Cs3-FPBA.
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Rysunek 131. Krzywe TGA: Cs, Cs-FPBA, Cs-FPBA-R, CMCs-PBA, DAS-PBA, Csl-
FPBA, Cs2-FPBA, Cs3-FPBA w atmosferze powietrza.
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Rysunek 132. Krzywe DTG: Cs, Cs-FPBA, Cs-FPBA-R, CMCs-PBA, DAS-PBA, Csl-
FPBA, Cs2-FPBA i Cs3-FPBA w atmosferze powietrza

Tabela 10. Parametry termiczne polimeréw: Cs, Cs-4FPBA, Cs-4FPBA-R, CMCs-PBA,
DAS-PBA, Csl-FPBA, Cs2-FPBA i Cs3-FPBA wyznaczone z krzywych TGA-DTA
w atmosferze powietrza (To — temperatura poczatku rozkltadu, Tmax—temperatura przy

maksymalnej szybkosci rozktadu, Am — ubytek masy danego etapu).

Material | etap 11 etap 111 etap 1V etap V etap Pozostalosé

Tmax AM(%) To(°C) Tmax  AM(%) To(°C) Tmax  AM(%) To(°C) Tmax  AM(%) To(°C) Trmax  AM(%)

(C) (0) (0) () (C) 600°C
Cs 61 9 271 292 55 423 527 31 5
Cs-FPBA 57 10 250 310 43 425 520 22 564 593 8 17
Cs-FPBA-R 62 11 285 310 40 434 552 23 26
CMCs-PBA 57 7 223 232 24 359 434 12 515 574 5 52
DACs-PBA 61 7 250 288 29 296 306 15 361 417 12 467 507 8 29
Csl-FPBA 70 10 277 302 39 427 () 26 25
Cs2-FPBA 75 8 268 320 28 461 *) 10 54
Cs3-FPBA 66 9 292 312 39 433 (%) 23 29

* Brak wyraznego punktu przegigcia na TG 1 brak maksimum na DTG; masa stopniowo
maleje

We wszystkich badanych materiatach pierwszy etap rozkladu zwigzany jest
Z uwolnieniem wody zaadsorbowanej na powierzchni polimeru i nie odnosi si¢ do zmian

chemicznych w jego strukturze, podobnie jak w przypadku niemodyfikowanych
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polisacharydéw. Wskazuje on na r6zng podatno$¢ pochodnych chitozanu na sorpcj¢ wody.
Pomimo tego, ze wszystkie materiaty byly suszone w tych samych warunkach to ubytek
masy S$cisle zwigzany z desorpcja wody zalezy od sposobu modyfikacji polimeru.
Najwicksza zdolno§¢ wigzania wody wykazuje Cs-FPBA-R. Jednak zawarto$¢ wody
we wszystkich probkach polimerowych miescita si¢ w zakresie okoto 6-11%, co jest
typowe dla polisacharydéw [149].

W przypadku modyfikowanych pochodnych chitozanu, najmniej stabilnym
materiatem jest CMCS-PBA (jego glowny rozktad zaczyna si¢ juz w 223°C), natomiast
najbardziej stabilnym materiatem jest Cs3-FPBA, z To w 292°C. Probki Cs-FPBA | CMCS-
PBA, w odr6znieniu do niemodyfikowanego chitozanu wykazuja cztery etapy rozktadu, a
DACs-PBA az pig¢ etapow. Pozostatos¢ pochodnych chitozanu w 600°C jest znacznie
wigksza niz niemodyfikowanego chitozanu i miesci si¢ w granicy od okoto 17 % do 54%
(podczas gdy niemodyfikowanego chitozanu warto$¢ ta wynosi zaledwie okoto 5%).

Polisacharydy sg spalane w obecnosci tlenu z wydzielaniem COz i H20, stad wynika
niewielka pozostato§¢ chitozanu w 600°C w atmosferze powietrza. Stosunkowo duza
pozostatos¢ weglowa pochodnych chitozanu w atmosferze powietrza moze wskazywac,
na obecno$¢ trwatych uktadéw usieciowanych oraz poliaromatycznych, powstajacych
w efekcie rekombinacji rodnikow i makrorodnikow (co byto sugerowane w innych pracach
naukowych [162]). Dodatkowo jest to zwigzane z obecnoscig w strukturze atomow boru.
Zwiazki boru roéwniez ulegajg sieciowaniu, co zostato opisane w literaturze [185-187].

Zgodnie z literaturg [159], rozktad termiczny niemodyfikowanego wyjsciowego
chitozanu zachodzi zgodnie z mechanizmem wolnorodnikowym, ktory polega gléwnie
na pekaniu wigzan glikozydowych, otwieraniu pierscieni 1 odrywaniu podstawnikow
bocznych. Procesy zachodzace w badanych pochodnych chitozanu sga duzo bardziej
zrdznicowane, poniewaz moga zachodzi¢ nie tylko w fancuchach glownych, ale takze
W duzych podstawnikach bocznych. Oprocz typowych reakcji charakterystycznych dla
chitozanu, takich jak rozszczepienie wigzan glikozydowych 1 otworzenie pierScieni,
mozliwe jest réwniez niszczenie tancuchow bocznych w réznych miejscach, stad
pojawiajace si¢ dodatkowe etapy (Tabela 10).

Rozktad termiczny skrobi niemodyfikowanej w atmosferze powietrza, podobnie jak
w przypadku chitozanu, zachodzi w trzech etapach (Rysunek 133), co réwniez jest zgodne
z danymi literaturowymi [173]. Pierwszy etap rozkladu obserwuje si¢ w zakresie 20-
150°C, z Tmax przy 56°C i okoto 11% ubytkiem masy. Proces ten jest spowodowany

usuwaniem wody zwigzanej 1 niezwigzanej. Wiasciwy rozklad tancuchéw polimerowych
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skrobi zachodzi w zakresie temperatur 284-400°C, z Tmax = 294°C i ubytkiem masy okoto
70%. Ostatni etap przebiega w temperaturze 400-550°C, z okoto 19% ubytkiem masy.
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Rysunek 133. Krzywe TGA, DTA DTG skrobi w atmosferze powietrza
Na Rysunku 134 i Rysunku 135 =zostaly przedstawiono termogramy materiatow
skrobiowych modyfikowanych kwasem boronowym, a w Tabeli 11 parametry termiczne

wyznaczone z krzywych TGA-DTA w atmosferze powietrza otrzymanych materiatow: S,
DAS-PBA i CMS-PBA.
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Rysunek 134. Krzywe TGA: S, DAS-PBA i CMS-PBA w atmosferze powietrza
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Rysunek 135. Krzywe DTG: S, DAS-PBA, CMS-PBA w atmosferze powietrza

Tabela 11. Parametry termiczne polimerow: S, DAS-PBA, CMS-PBA wyznaczone
z krzywych TGA-DTA w atmosferze powietrza.

Material | etap 11 etap 111 etap Pozostalo$é

Toax AM(%) To(°C) Trmax  AM(%) To(°C) Tmax  AM(%)

(OC) (OC) (OC) 600 OC
S 56 11 284 294 70 400 () 19 0
DAS-PBA 47 7 265 251 27 286 301 28 38

CMS-PBA 66 7 281 306 52 439 520 17 24

* Brak wyraznego punktu przegiecia na TG i brak maksimum na DTG; masa stopniowo

maleje

Podobnie, jak w przypadku chitozanu, pierwszy etap rozktadu skrobi zwigzany jest
Z uwolnieniem wody zaadsorbowanej na powierzchni polimeru 1 nie odnosi si¢ do zmian
chemicznych w jego strukturze.

Pochodne skrobi DAS-PBA i CMS-PBA, podobnie jak skrobia niemodyfikowana
wykazujg trzy etapy rozkladu. Obie skrobie modyfikowane kwasem boronowym
zmniejszyly swoja stabilno$¢ termiczng W poréwnaniu do wyjsciowej skrobi. Pozostatosé¢
w 600°C dla niemodyfikowanej skrobi wynosi 0%, co sugeruje, ze polimer ten ulega
catkowitemu spaleniu w obecnosci tlenu z wydzieleniem COz i H20. Pozostatos¢ w 600 °C
pochodnych skrobi wynosi 38% w DAS-PBA i 24% w CMS-PBA, co ewidentnie zwigzane

jest z obecnos$cig w strukturze atoméw boru.
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25.2. Charakterystyka termiczna natywnych i modyfikowanych polimerow
w atmosferze azotu

Jak wspomniano wcze$niej, na rozklad termiczny maja wplyw rézne czynniki
zewngtrzne m.in. skad chemiczny atmosfery. Dlatego tez wykonano analiz¢ termiczng
otrzymanych materiatbw w atmosferze azotu w temperaturze 800°C, co pozwala
na wyeliminowanie reakcji utleniania termicznego.

Chitozan w atmosferze azotu ulega dwuetapowemu rozktadu termicznemu, co jest
zgodne z danymi literaturowymi (Rysunek 136) [174]. Pierwszy etap rozktadu obserwuje
si¢ zakresie 20-160°C, ktoremu odpowiada ok. 9% utraty masy. Proces ten zwigzany jest z
odparowaniem wody (Tmax = 60°C). Drugi etap, rozpoczyna si¢ przy ok. 277°C, a
maksimum szybkosci Tmax przypada w 297°C. Ubytek masy w tym etapie wynosi okoto
57% 1 zwigzany jest z pekaniem tancuchéw polisacharydowych (wlaczajac w to
dehydratacj¢, deaminacj¢, deacetylacje, pegknigcie wigzan glikozydowych 1 otwarcie
pierScienia piranozowego) oraz eliminacjag maloczasteczkowych produktéw degradacji
[174]. Dalsze powolne zmniejszenie masy obserwuje si¢ powyzej 400°C (utrzymuje si¢
ono do 800°C, bez maksimum na krzywej DTG).

Pierwszy etap rozktadu jest procesem endotermicznym, co moze by¢ zwigzane z p¢kaniem
wigzan wodorowych, drugi etap rowniez jest endotermiczny z nakladajacym si¢ efektem
egzotermicznym (ktorym moze by¢ np. proces sieciowania). Pozostalo$¢ chitozanu
w 800°C wynosi 29%. W atmosferze powietrza w 600 °C warto$¢ ta byta znacznie nizsza
(okoto 5%). Stosunkowo duza pozostato§¢ weglowa w atmosferze azotu wskazuje,
na powstawanie trwatych ukladéw usieciowanych oraz poliaromatycznych w efekcie

rekombinacji rodnikéw, co byto sugerowane w literaturze [172].
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Rysunek 136. Krzywe TGA-DTA chitozanu w atmosferze azotu

Na Rysunku 137 i Rysunku 138 przedstawiono termogramy dla chitozanu
1 chitozanu modyfikowanego kwasami boronowymi, a w Tabeli 12 parametry termiczne
wyznaczone z krzywych TGA-DTA w atmosferze azotu dla otrzymanych materiatow: Cs,
Cs-FPBA, Cs-FPBA-R, CMCs-PBA, DAS-PBA, Cs1-FPBA, Cs2-FPBA, Cs3-FPBA.

100

80 4

60

Weight (%)

40

20

T r - T T - - v T - v -
200 400 600 800
Temperature (°C) Universal V& SA TA nstruments

Rysunek 137. Krzywe TGA: Cs, Cs-4FPBA, Cs-4FPBA-R, CMCs-PBA, DACs-PBA,
Csl1-FPBA, Cs2-FPBA i Cs3-FPBA w atmosferze azotu.
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Rysunek 138. Krzywe DTG: Cs, Cs-4FPBA, Cs-4FPBA-R, CMCs-PBA, DACs-PBA,
Csl1-FPBA, Cs2-FPBA i Cs3-FPBA w atmosferze azotu.

Tabela 12. Parametry termiczne materiatow: Cs, Cs-4FPBA, Cs-4FPBA-R, CMCs-PBA,
DAS-PBA, Csl-FPBA, Cs2-FPBA, Cs3-FPB wyznaczone z krzywych TGA-DTA

w atmosferze azotu.

Material | etap 11 etap 111 etap Pozostalo$é
Trnax (°C) AM(%)  To(°C) Toax (°C)  AM(%)  To(°C) Trnax (°C)  AM(%)
800 °C
Cs 60 9 277 297 57 *) 5 29
Cs-4FPBA 57 12 254 308 48 40
Cs-4FPBA-R 83 7 242 271 49 44
CMCS-PBA 58 6 217 234 65 29
DACS-PBA 65 7 246 292 39 501 800 29 25
Csl1-FPBA 69 10 284 318 47 43
Cs2-FPBA 69 8 247 325 24 384 (@) 22 46
Cs3-FPBA 71 10 303 331 46 44

* Brak wyraznego punktu przegigcia na TG 1 brak maksimum na DTG; masa stopniowo

maleje

Mozna zaobserwowac, ze w zaleznoS$ci od struktury chemicznej zmodyfikowanego

chitozanu przesuwaja si¢ To I Tmax, zmienia si¢ tez Am. W przypadku modyfikowanych

pochodnych chitozanu, najmniej stabilnym materiatem w atmosferze azotu, tak samo jak

w atmosferze powietrza, jest CMCS-PBA (jego gtowny rozktad zaczyna si¢ juz w 217°C),
natomiast najbardziej stabilnym materiatem jest Cs3-FPBA, z To w 303°C. DACS-PBA
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i Cs2-FPBA, tak jak niemodyfikowany chitozan wykazujg trzy etapy rozktadu, a pozostate
pochodne chitozanu tylko dwa. Pozostatos¢ pochodnych chitozanu w 800°C jest znacznie
wigksza niz samego chitozanu, za wyjatkiem DACS-PBA.

Skrobia w atmosferze azotu ulega dwuetapowemu rozktadowi termicznemu
(Rysunek 139). Podobnie dwuetapowy rozktad termiczny tego polimeru opisat Aggarwal
w swojej pracy [173]. Oba etapy sg procesami endotermicznymi. Pierwszy zwigzany jest
z utrata wody (okoto 11% ubytek masy), natomiast gldéwny etap rozkladu zachodzi
w temperaturze 290°C (Tmax W 294°C), ktorego ubytek masy wynosi okoto 80% (Tabela
13).
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Rysunek 139. Krzywe TGA, DTA, DTG skrobi w atmosferze azotu
Na Rysunku 140 i Rysunku 141 zostaly przedstawione termogramy skrobi 1 skrobi

modyfikowanej kwasami boronowym (DAS-PBA, CMS-PBA), a w Tabeli 13 parametry

termiczne wyznaczone z krzywych TGA-DTA w atmosferze azotu
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Tabela 13. Parametry termiczne materiatow: S, DAS-PBA, CMS-PBA wyznaczone

z krzywych TGA-DTA w atmosferze azotu.

Material | etap 11 etap 111 etap Pozostalo$é
Tmax (°C)  AM(%) To(°C) Toax (°C)  AM(%) To(°C) Toax (°C)  AM(%)
800 °C
S 56 11 290 294 80 9
DAS-PBA 47 7 285 340 27 286 301 28 38
CMS-PBA 70 7 269 311 56 37

* Brak wyraznego punktu przegiecia na TG 1 brak maksimum na DTG; masa stopniowo

maleje
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Bioragc pod uwage To, skrobia niemodyfikowana jest najbardziej stabilna,
ale najwyzszg Tmax Wykazuje DAS-PBA (340 °C). Analizujgc Tmax, mozna stwierdzic,
ze modyfikacja chemiczna skrobi znaczaco poprawita jej stabilno$¢ termiczng: wzrost Tmax
w DAS-PBA wynosi 46 °C, aw CMS-PBA 57 °C w stosunku do skrobi niemodyfikowane;.
Skrobia wyjsciowa wykazuje najwicksza szybkos¢ reakcji (okoto 20%/min). Pozostatos¢
w 800°C pochodnych skrobi jest znacznie wigksza niz samego niemodyfikowanego
polimeru.

Mozna zauwazy¢ znaczng roznic¢ miedzy rozktadami termicznymi polimerdw i ich
pochodnych w atmosferze azotu i atmosferze powietrza. W atmosferze azotu wystepuja
maksymalnie trzy etapy rozkladu, ale wigkszos¢ polimeréw w tej atmosferze ulega
dwuetapowej degradacji. Uogolniajac mozna jednak stwierdzi¢, ze stabilno$¢ termiczna
pochodnych polimeréw nie ulegta duzej zmianie. Temperatury poczatkowe T, (°C) drugich
etapow sa zblizone wartosciami do tych, w ktorych rozklad byt prowadzony w atmosferze
powietrza.

Pozostato$¢ w 800°C dla chitozanu w atmosferze azotu wynosi okoto 28 %. Warto$¢
ta jest znacznie wyzsza dla pochodnych chitozanu, takich jak: Csl1-FPBA, Cs2-FPBA
1 Cs3-FPBA. W przypadku skrobi modyfikowanej kwasami boronowymi pozostatos¢
w 800°C jest prawie czterokrotnie wyzsza, w porownaniu ze skrobig niemodyfikowana,
co $wiadczy o efektywnym procesie termicznego sieciowania. Dowodzi to udzialu

podstawnika zawierajgcego kwas boronowy w tym procesie.
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25.3. Charakterystyka termiczna nanoczgstek magnetycznych pokrywanych
natywnymi i modyfikowanymi polimerami w atmosferze powietrza

Stabilno$¢ termiczng otrzymanych nanoczastek magnrtycznych rowniez zbadano
zapomocg analizy termograwimetrycznej (TGA-DTA). Otrzymane wyniki pozwolily,
zarowno na okreslenie zawartoSci wody w badanych nanoczgstkach magnetycznych, jak
i wstepne oszacowanie procentowej zawartosci polimeru pokrywajacego rdzen
magnetyczny.

Rozktad termiczny magnetycznych nanoczastek pokrytych chitozanem
w atmosferze powietrza nastepuje w dwoch etapach (Rysunek 142). Pierwszy etap
obserwuje si¢ w zakresie temperatur 20-160°C, z Tmax = 84°C, co odpowiada okoto 11%
ubytkowi masy. Proces ten jest zwigzany z odparowaniem wody zaadsorbowanej przez
materiat. Drugi etap zachodzi w zakresie 225-400°C z ubytkiem masy okoto 12 %. Krzywa
DTA dla tego typu materiatu wykazuje obecno$¢ procesu egzo- i endotermicznego.
Pierwszy etap rozktadu jest procesem endotermicznym, co moze by¢ zwigzane z peckaniem
wigzan wodorowych i uwalnianiem wody, natomiast drugi etap to egzotermiczny rozktad

utleniajacy (Tmax=230°C).
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Rysunek 142. Krzywe TGA-DTA nanoczastek magnetycznych pokrytych chitozanem (Cs-

MNPs) w atmosferze powietrza

Na Rysunku 143 i Rysunku 144 zostaly przedstawione termogramy nanoczastek pokrytych

chitozanem i modyfikowanym chitozanem, a w Tabeli 14 parametry termiczne tych
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nanoczastek (Cs-MNPs, Cs-4FPBA-MNPs, Cs-4FPBA-R-MNPs, CMCs-PBA-MNPs,
DAS-PBA-MNPs, Cs1-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs i Cs3-FPBA-MNPSs) wyznaczone
z krzywych TGA-DTA w atmosferze powietrza.
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Rysunek 143. Krzywe TGA : Cs-MNPs, Cs-4FPBA-MNPs, Cs-4FPBA-R-MNPs, CMCs-
PBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs, Cs1-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs i Cs3-FPBA-MNPs
w atmosferze powietrza.
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Rysunek 144. Krzywe DTG: Cs-MNPs, Cs-4FPBA-MNPs, Cs-4FPBA-R-MNPs, CMCs-
PBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs, Cs1-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs i Cs3-FPBA-MNPs
w atmosferze powietrza.
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Tabela 14. Parametry termiczne materialow: Cs-MNPs, Cs-4FPBA-MNPs, Cs-4FPBA-R-
MNPs, CMCs-PBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs, Csl-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs
I Cs3-FPBA-MNPs wyznaczone z krzywych TGA-DTA w atmosferze powietrza.

Material | etap 11 etap 111 etap Pozostalos¢

Toax  AM%)  To°C) Tmax AM(%)  To(°C) Tmax(°C) AM(%)

) ) e00%C
Cs-MNPs 84 11 225 230 12 77
Cs-FPBA-MNPs 66 7 241 270 10 313 336 5 78
Cs-FPBA-R- 60 8 220 243 18 433 552 2 72
MNPs
CMCs-PBA- 79 10 229 255 16 400 * 4 70
MNPs
DACs-PBA- 62 5 198 215 4 247 332 10 81
MNPs
Cs1-FPBA - 73 4 241 270 16 322 353 9 71
MNPs
Cs2-FPBA - 65 6 229 264 15 318 341 7 72
MNPs
Cs3-FPBA- 74 5 255 282 18 334 374 12 65
MNPs

* Brak wyraznego punktu przegigcia na TG 1 brak maksimum na DTG; masa stopniowo

maleje

Magnetyczne nanoczastki pokryte modyfikowanym chitozanem wykazuja
trojetapowy rozktad termiczny, a ich pozostatos¢ w temperaturze 600°C miesci si¢
w granicy od 65 do 81%. Najmniej stabilnymi uktadami sa nanoczastki pokryte DACs-
PBA - ich T, wynosi 198°C. Z kolei najbardziej stabilne w tej atmosferze sa nanoczastki
pokryte Cs1-FPBA i Cs-FPBA - ich T, wynosi 241 °C.

Rozktad termiczny nanoczastek magnetycznych pokrytych skrobig rowniez
zachodzi dwuetapowo. Pierwszy etap termicznego rozkltadu jest procesem
endotermicznym i obserwuje si¢ go w zakresie 20-120°C (Tmax = 60°C), z okoto 8%
ubytkiem masy. Proces ten jest zwigzany z odparowaniem wody z powierzchni
nanoczastek. Drugi etap jest procesem egzotermicznym i zachodzi w zakresie 242-400°C
(Tmax = 257°C), z ubytkiem masy okoto 30%. Swiadczy to o intensywnym utlenianiu

potaczonym z wydzielaniem matoczasteczkowych produktow rozktadu.
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Rysunek 145. Krzywe TGA, DTA, DTG nanoczastek magnetycznych pokrytych skrobig

w atmosferze powietrza

Na Rysunku 146 i Rysunku 147 zostaly przedstawione termogramy nanoczastek pokrytych
skrobig 1 modyfikowang skrobig, a w Tabeli 15 parametry termiczne tych nanoczastek
(S-MNPs, DA PBA-MNPs i CMS-PBA-MNPs) wyznaczone z krzywych TGA-DTA.
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Rysunek 146. Krzywe TGA nanoczgstek magnetycznych: S-MNPs, DAS-PBA-MNPs
i CMS-PBA-MNPs w atmosferze powietrza.
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Rysunek 147. Krzywe DTG nanoczastek magnetycznych: S-MNPs, DAS-PBA-MNPs
i CMS-PBA-MNPs w atmosferze powietrza.

Tabela 15. Parametry termiczne nanoczastek: S-MNPs, DAS-PBA-MNPs i CMS-PBA-
MNPs wyznaczone z krzywych TGA-DTA w atmosferze powietrza.

Material | etap 11 etap 111 etap 1V etap Pozostalo$é
Trax AM(%) To(°C) Tmax AM(%) To(°C) Trmax  AM(%) To(°C) Trmax AM(%)
0
(C) (C) (C) (C) eore
S-MNPs 50 8 242 257 30 62
DAS-PBA 50 5 260 296 4 293 319 6 85
MNPs
CMS-PBA- 67 5 237 265 1 208 256 5 313 345 3 86
MNPs

* Brak wyraznego punktu przegigcia na TG 1 brak maksimum na DTG; masa stopniowo
maleje

W przypadku nanoczastek pokrytych modyfikowang skrobig mozna zauwazy¢, ze

ich pozostato$¢ w temperaturze 600°C miesci si¢ w granicy okoto 85%. Jest to znacznie

wigce] poréwnujac do nanoczastek pokrytych natywnym polimerem, dla ktorych

pozostato$¢ w tej temperaturze wynosi okoto 60%.
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Nanoczastki magnetyczne pokryte niemodyfikowang skrobig wykazuja najwigksza
szybkos$¢ reakcji w poréwnaniu do nanoczastek pokrytych jej pochodnymi. Porownujac
ich stabilno$¢, nanoczastki magnetyczne z powloka DAS-PBA sa stabilniejsze
od nanoczastek magnetycznych powlekanych niemodyfikowana skrobia.

Ksztalt krzywych termograwimetrycznych nanoczastek FesOs pokrytych
polimerami i ich pochodnymi rézni si¢ od krzywych zarejestrowanych dla polimeréw
badanych indywidualnie. Krzywa TG w ukladzie 2z magnetytem pokrytym
modyfikowanym polimerem wykazuje trzy-cztery etapy rozktadu termicznego. Zasadnicza
roznica spowodowana jest wystepowaniem wigkszej pozostatosci masy na koncu procesu
degradacji termicznej (600°C), ze wzgledu na obecno$¢ cz¢sci nieorganicznej (Fes;Os).
Podobnie, jak w przypadku samych polimerdéw, réwniez w przypadku nanoczgstek
magnetycznych pokrytych modyfikowanymi polimerami pierwszy etap rozktadu zwigzany
jest z odparowaniem wody zaabsorbowanej na materiale.

Na podstawie réznic w pozostatosci weglowej modyfikowanych polimerdéw i nanoczastek
nimi pokrywanych oszacowano procentowa zawarto$¢ polimeru na nanoczgstkach
(Tabela 16).

Tabela 16. Oszacowane warto$ci procentowej zawartosci polimeru na nanoczastkach

Material Procentowa zawartos¢ powloki
polimerowej na nanoczgstkach

magnetycznych [%]

Cs-MNPs 28
Cs-FPBA-MNPs 39
Cs-FPBA-R-MNPs 54
CMCs-PBA-MNPs 82
DACs-PBA-MNPs 47
Cs1-FPBA -MNPs 54
Cs2-FPBA -MNPs 82
Cs3-FPBA -MNPs 64
S-MNPs 38
DAS-PBA MNPs 53
CMS-PBA-MNPs 38
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Jak wida¢, chemiczna modyfikacja polimeru pokrywajacego nanoczastki
przyczynia si¢ do wzrostu grubosci tej powloki. Szczegolnie duzy wzrost procentowe;j

zawarto$ci polimeru na nanoczgstkach magnetycznych zaobserwowano w przypadku

CMCs-PBA-MNPs i Cs2-FPBA -MNPs.
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25.4. Charakterystyka termiczna nanoczgstek magnetycznych pokrywanych
natywnymi i modyfikowanymi polimerami w atmosferze azotu

W  przeciwienstwie do rozkltadu termicznego nanoczastek magnetycznych
pokrytych chitozanem (Cs-MNPs) w atmosferze powietrza, rozktad termiczny tych
materiatdw w atmosferze azotu przebiega trojetapowo (Rysunek 148). Standardowo,
pierwszy etap zwigzany jest z odparowaniem wody i obserwuje si¢ go w zakresie 20-160°C
(Tmax = 80°C), co odpowiada okoto 8 % ubytkowi masy. Drugi etap zachodzi w zakresie
temperatur 229-430°C z ubytkiem masy okoto 11%. Ostatni etap rozktadu Cs-MNPs
obserwuje si¢ powyzej 600°C. Ten etap zwigzany jest ze zmianami, zachodzacymi
w nieorganicznym rdzeniu. Magnetyt w tej temperaturze ulega przemianie w magnemit
(Fe203) Iub niestechiometryczny tlenek zelaza Fe1xO [159,175,176]. Mimo ze, reakcja
wydaje si¢ by¢ bardziej prawdopodobna w obecno$ci powietrza (wymagana jest obecnosé
utleniacza), mozna zatozy¢, ze w takim przeksztalceniu uczestnicza atomy tlenu,

dostarczane z produktow rozktadajacego si¢ chitozanu.
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Rysunek 148. Krzywe TGA, DTA, DTG nanoczastek magnetycznych pokrytych

chitozanem w atmosferze azotu

Na Rysunku 149 i Rysunku 150 przedstawiono termogramy nanoczastek pokrytych
chitozanem 1 modyfikowanym chitozanem, a w Tabeli 17 parametry termiczne tych
nanoczastek (Cs-MNPs, Cs-4FPBA-MNPs, Cs-4FPBA-R-MNPs, CMCs-PBA-MNPs,
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DAS-PBA-MNPs, Cs1-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs i Cs3-FPBA-MNPSs) wyznaczone

z krzywych TGA-DTA uzyskane w wyniku analizy termicznej wykonanej w atmosferze
azotu.
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Rysunek 150. Krzywe DTG: Cs-MNPs, Cs-FPBA-MNPs, Cs-FPBA-R-MNPs, CMCs-
PBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs, Cs1-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs i Cs3-FPBA-MNPs

w atmosferze azotu
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Tabela 17. Parametry termiczne nanoczgstek: Cs-MNPs, Cs-FPBA-MNPs, Cs-FPBA-R-
MNPs, CMCs-PBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs, Csl-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs,
Cs3-FPBA-MNPs wyznaczone z krzywych TGA-DTA w atmosferze azotu

Material | etap 11 etap 111 etap 1V etap Pozostalo§¢

Tmax  AM(%) To(°C)  Tmax (°C) AM(%) To(°C)  Tmax (°C) AM(%) To(°C)  Tmax (°C) AM(%)

C) 800 °C
CsMNPs 80 8 229 239 11 449 665 11 70
Cs-4FPBA- 70 7 239 263 12 457 637 9 656 686 6 66
MNPs
Cs-4FPBA-R-74 8 226 248 14 442 646 20 58
MNPs
CMCsPBA- 79 8 236 260 16 452 662 11 733 797 9 56
MNPs
DCs-PBA- 64 6 205 210 4 48 * 6 535 747 11 73
MNPs
Cs1-FPBA- 75 6 242 290 19 491 649 17 725 781 6 52
MNPs
Cs2-FPBA- 70 7 230 257 16 464 664 26 51
MNPs
Cs3-FPBA- 78 6 243 218 21 442 611 13 655 721 13 47
MNPs

* Brak wyraznego punktu przegiecia na TG i brak maksimum na DTG; masa stopniowo
maleje

Pokrycie nanoczastek magnetycznych pochodnymi chitozanu wptyngto na ich
stabilno$¢ termiczng. W Cs-4FPBA, CMCs-PBA, Csl-FPBA, Cs2-FPBA, Cs3-FPBA
zaobserwowano wzrost stabilnosci tych materialdow w stosunku do nanoczastek pokrytych
chitozanem wyjsciowym.

Podobnie, jak w przypadku nanoczastek magnetycznych pokrytych chitozanem, dla
nanoczastek magnetycznych pokrytych skrobig (S-MNPs) obserwuje si¢ trzyetapowy
rozktad termiczny (Rysunek 150). Pierwszy etap zachodzi w zakresie 20-160°C
(Tmax=69°C), co odpowiada okoto 7% ubytkowi masy. Jest to proces endotermiczny. Drugi
etap obserwuje si¢ W zakresie 203-420°C z ubytkiem masy okoto 17%, natomiast trzeci
etap, dla ktorego Tmax przypada powyzej 600°, zwigzany jest ze zmianami, zachodzgcymi

w nieorganicznym rdzeniu.
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Na Rysunku 152 i Rysunku 153 zostaly przedstawione termogramy nanoczastek pokrytych

skrobig 1 pochodnymi skrobi, a w Tabeli 18 parametry termiczne tych nanoczastek:

S-MNPs, DAS-PBA-MNPs i CMS-PBA-MNPs wyznaczone z krzywych TGA-DTA

w atmosferze azotu.
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Rysunek 153. Krzywe DTG: S-MNPs, DAS-PBA-MNPs i CMS-PBA-MNPs
w atmosferze azotu.
Tabela 18. Parametry termiczne materiatbw S-MNPs, DAS-PBA-MNPs i CMS-PBA-
MNPs wyznaczone z krzywych TGA-DTA w atmosferze azotu

Material | etap 11 etap 111 etap 1V etap Pozostalosé

Toax  AM(%) To(°C)  Tinax (°C) AM(%) To(°C)  Trmax (°C) AM(%) To(°C)  Tinax (°C) AM(%)

C) 800 °C
S-MNPs 69 7 203 236 17 472 680 5 71
DAS-PBA 66 5 201 223 8 251 284 8 456 604 4 75
MNPs
CMS-PBA- 63 4 223 266 11 472 666 6 712 756 3 76
MNPs

* Brak wyraznego punktu przegigcia na TG 1 brak maksimum na DTG; masa stopniowo
maleje

Nanoczastki magnetyczne pokryte DAS-PBA wykazuja podobng stabilnos¢
termiczng do nanoczastek magnetycznych pokrytych niemodyfikowang skrobig. Z kolei
nanoczastki CMS-PBA-MNPs, charakteryzuja si¢ wigkszg stabilno$cig niz nanoczastki
DAS-PBA MNPs i S-MNPs.

Poréwnujac wyniki analizy termogawimetrycznej w réznych atmosferach mozna
stwierdzi¢, ze rozktad termiczny magnetycznych materialdéw w atmosferze azotu zachodzi
zazwyczaj w czterech etapach, a w obecnos$ci atmosferycznego tlenu rozktad byt na ogoét
trzyetapowy (tylko CMS-PBA-MNPs wykazywaly czteroetapowy rozktad). Nalezy jednak
zwroci¢ uwage, ze Tmax czwartego etapu rozktadu zachodzi powyzej 600°C, co zwigzane

jest jak wczesniej wspomniano, ze zmianami zachodzgcymi w nieorganicznym rdzeniu.

185



K.Mylkie, Nanoczgstki magnetyczne funkcjonalizowane polisacharydami zawierajgcymi ugrupowanie
kwasu boronowego do wigzania alfa-1-kwasnej glikoproteiny

Podsumowujgc, mozna zaproponowa¢ ogolny przebieg degradacji termicznej
badanych uktadow opierajagc si¢ na opublikowanych pracach dotyczacych chitozanu
i skrobi. Podczas rozkladu termicznego nowych, funkcjonalizowanych pochodnych
chitozanu i skrobi oraz ich uktadow z nanoczgstkami magnetycznymi nalezy wziaé pod
uwagge nastepujace reakcje:

a) w atmosferze gazu obojetnego (N2) - pgkanie tancucha glownego i destrukcja grup
bocznych, sieciowanie skarbonizowanej pozostatosci odpornej na rozklad w wysokich
temperaturach;

b) w atmosferze powietrza — dominujgca jest reakcja utleniania, prowadzaca
do powstawania lotnych produktow, zawierajacych wszystkie pierwiastki tworzace
polisacharyd, to jest wegiel, azot, tlen 1 wodoér (wystepuja tu zardwno procesy
endotermiczne, jak i egzotermiczne);

c) w przypadku ukladow, zawierajacych magnetyt (w obydwu atmosferach) — oprocz
lotnych produktéw degradacji typowych dla samych polisacharydow, w pozostatosci

w temperaturze 800°C wystepuje tez tlenek zelaza.
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26. Badania Microtox

Wyniki badan przeprowadzonych za pomocg testu Microtox dostarczaja informacji
o toksycznosci ostrej wywotywanej przez badang substancje na bakterie. Test ten polega
na podaniu roztworu lub zawiesiny zwigzkow chemicznych do hodowli komorek bakterii
Aliivibrio fischeri (dawniej Vibrio fischeri) o popekanych $cianach komoérkowych,
a nastgpnie pomiarze ich przezywalnos$ci bakterii. Bioluminescencja Aliivibrio fischeri,
zmniejsza si¢ liniowo po kontakcie z substancjg toksyczng [193]. Test Microtox jest
stosowany do oceny toksyczno$ci gleb i zanieczyszczen woéd, ale z uwagi na fakt,
ze mikroorganizmy uzyte w tym tescie to bakterie Gram-ujemne, moze by¢ rowniez uzyty
do wstepnej oceny cytotoksycznos$ci zwiazkéw chemicznych, w tym ukladow
biopolimerowych.

Ogolnie przyjeta warto$cig graniczng obnizenia przezywalnosci Aliivibrio fischeri
jest poziom 20%. Wyniki ponizej tej wartosci wskazuja na to, ze badana probka jest
nietoksyczna. Uzyskanie wartosci rownej 100% S$wiadczy o tym, ze wszystkie komorki
bakterii obumartly i nie emitujg $wiatta. Moze to wynika¢ z wysokiej toksycznosci badanej
substancji. W teécie tym, standardowo wykonuje si¢ pomiar luminescencji po 5 i 15
minutach od dodania badanej probki. Zmiany tych warto$ci s3 wazne podczas badan
mieszanin zwigzkow lub probek srodowiskowych 1 wskazuja na to jaki typ substancji
wywoluje efekt toksyczny. Jezeli wartosci te sg zblizone lub efekt jest wyzszy po 15
minutach — toksyczno$¢ zwigzana jest z obecnoscig zwigzkow organicznych. Dla
zwigzkow nieorganicznych obserwuje si¢ wyzszg warto$¢ obnizenia przezywalnosci po 5

minutach, ktora nastepnie dalej maleje po 15 minutach.
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Rysunek 154. Wykres spadku bioluminescencji Aliivibrio fischeri [%] dla polimeréw

Wszystkie materiaty wykazujg spadek zywotnosci bakterii powyzej 20% (Rysunek
154). Mozna by zatem stwierdzi¢, ze wszystkie materiaty posiadajg toksyczne wlasciwosci
w stosunku do bakterii. Takie warto$ci wynikajag prawdopodobnie z wprowadzonego
do struktury tych materiatow ugrupowania dihydroksyborylowego. Istnieje wiele prac
[196-198], ktore potwierdzaja wiasciwosci przeciwbakteryjne kwasow boronowych.
Wedtug danych literaturowych, sam niemodyfikowany chitozan wykazuje spadek
zywotno$ci komorek bakteryjnych na poziomie 61% [194]. Tak duzy spadek zywotno$ci
komorek w przypadku CS (61%) nalezy powigzaé rowniez z jego wilasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi wywieranymi na bakterie A. fischeri uzywanymi w tescie,
poniewaz, jak wiadomo, jest on nietoksyczny dla cztowieka [195]. Wysokie warto$ci
spadku luminescencji bakteryjnej modyfikowanych pochodnych chitozanu moga wynikaé
cze$ciowo z whasciwosci przeciwdrobnoustrojowych samego chitozanu i obecnosci grup
dihydroksyborylowych, co predestynuje te materiaty jako materiaty 0 wtasciwosciach

bakteriobodjczych
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Rysunek 155. Wykres spadku bioluminescencji Aliivibrio fischeri [%] w nanoczastkach

magnetycznych pokrytych polimerami

Toksycznos¢ materiatdéw magnetycznych pokrytych modyfikowanymi polimerami
roézni si¢ nie€znacznie od samych polimeréw. Najmniejszy spadek zywotnosci bakterii
mozna zaobserwowa¢ dla CMCs-PBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs, DAS-PBA-MNPs
i CMS-PBA-MNPs.

W probkch Cs-4-FPBA-R-MNPs, DAS-PBA-MNPs, CMCs-PBA-MNPs, DAS-
PBA-MNPs i CMS-PBA-MNPs zaobserwowano niewielki wzrost toksycznosci,
porownujac do samych polimeréw bez rdzenia magnetycznego. Z kolei, w Cs-4-FPBA-
MNPs, Cs1-FPBA-MNPs, Cs2-FPBA-MNPs i Cs3-FPBA-MNPs zaobserwowano spadek
toksycznosci, porownujac do samych polimeréw. Nie mozna zatem jednoznacznie okresli¢
wplywu obecnosci magnetytu na toksyczno$¢ materiatow.

Do zastosowan praktycznych w medycynie poszukiwane s3a materialy
0 wlasciwos$ciach  bakteriostatycznych lub bakteriobdjczych, poniewaz utatwiaja
zachowanie sterylnych warunkéw bez koniecznosci stosowania dodatkowych srodkow
dezynfekujacych. Z badan za pomoca Microtox wynika, ze wszystkie modyfikowane
polisacharydy maja takie wilasciwosci, co otwiera nowe mozliwosci ich zastosowania

w aplikacjach biomedycznych.
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27. Wstepna ocena zdolno$ci materialéw do wiazania cukréw

Metoda DNS, opiera si¢ na wykrywaniu obecno$ci wolnej grupy karbonylowej
C=0 cukrow redukujacych. Podczas reakcji nastgpuje utlenianie aldehydowej grupy
funkcyjnej glukozy do grupy karboksylowej przez kwas 3,5-dinitrosalicylowy (kolor
z01ty), z utworzeniem Kkwasu 3-amino-5-nitrosalicylowego (pomaranczowo-czerwony)
w srodowisku obojetnym lub alkalicznym (Rysunek 156). W ramach ponizszego testu,
pomiar wykonano metoda spektrofotometryczng, mierzac absorbancje przy A=540 nm,

odpowiadajaca kwasowi 3-amino-5-nitrosalicylowemu [188].

o O M o Og~OH
H——OH H——OH
HO No2 . HO——H HO No2 , HO——H
HO T HO H——OH
CH,0H CH,OH

Rysunek 156. Konwersja glukozy do kwasu glukuronowego przez DNS

Do badan, jako zwigzek modelowy wykorzystano glukoze, ze wzgledu na jej ceng
I dostepnos¢. Zdolnos¢ wigzania glukozy przez badane polimery miata na celu wstgpng
ocen¢ przydatnosci tych materiatdow do wigzania cze$ci cukrowych wystepujacych
w glikoproteinach. Ponadto, okreslono wptyw pH srodowiska na ilo$¢ wiazanej glukozy.
Tak jak wspominano wczes$niej, wykonano dwie krzywe wzorcowe glukozy: w buforze
fosforanowym o pH 7,4 (50 mM) i w buforze wodoroweglanowym o pH 9,0 (50 mM)
(Rysunek 157 i 158). Zaleznosci te wykorzystano do odczytu stezenia glukozy w roztworze
po zwigzaniu przez badane materiaty polimerowe, na podstawie zmierzonej absorbancji

przy 540 nm.
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Rysunek 157. Krzywa wzorcowa glukozy w buforze fosforanowym o pH 7,4 (50 mM)

uzyskana metodg spektrofotometryczng (pomiar absorbancji przy A=540 nm)
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Rysunek 158. Krzywa wzorcowa glukozy w buforze wodoroweglanowym o pH 9,0 (50

mM) uzyskana metodg spektrofotometryczng (pomiar absorbancji przy A = 540 nm)

Nastepnie, wyznaczono ilo$¢ zwigzanej glukozy przez otrzymane polimery z wolnymi

grupami dihydroksyborylowymi. Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 19.
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Rysunek 159. Schematyczna
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ilustracja, przestawiajagca wigzanie glukozy przez

Tabela 19. Ilo$¢ zwigzanej glukozy przez modyfikowane polimery w dwoch réznych

srodowiskach
Ilo$¢ zwiazanej glukozy przez polimer
Bufor fosforanowy Bufor wodoroweglanowy
Polimer
pH 7.4 (50 mM) [mg/g] pH 9.0 (50 mM) [mg/g]

Cs-FPBA 42,36+1,05 51,7+1,95
Cs-FPBA-R 55,04+ 1,20 67,20+1,80

CMCs-PBA 139,00+2,01 158+2,32
DACs-PBA 32,30+1,51 45,00+1,80
Cs1-FPBA 107,02£1,72 123,94+1,84
Cs2-FPBA 90,10+1,31 107,84+1,42
Cs3-FPBA 102,34+1,25 122,28+1,41
DAS-PBA 30,25+1,02 42,55+1,10
CMS-PBA 186,20+2,05 208,00+2,37

Mozna zauwazy¢, ze dla wszystkich polimerdw ilo§¢ zwigzanej glukozy w buforze

wodoroweglanowym jest znacznie wigksza od ilosci glukozy zwigzanej w buforze

fosforanowym. Mozna to wythumaczy¢ tym, ze kwas boronowy stuzy do wychwytywania

ugrupowania 1,2- 1 1,3-diolowego glikopeptydow, poprzez utworzenie wigzania

kowalencyjnego i tworzenie cyklicznego estru kwasu boronowego, co jest preferowane
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przy wyzszych warto$ciach pH [70]. Materiat, ktory najefektywniej wigzal glukoze,
to modyfikowana skrobia CMS-PBA. llo$ci zwigzanej glukozy dla tego polimeru wynosity
okoto 186 mg/g w buforze fosforanowym i 208 mg/g, w buforze wodoroweglanowym.
Kolejnym polimerem, ktoéry wykazywat najwigksza zdolno$¢ do wigzania glukozy, byt
CMCs-PBA. Warto zwroci¢ uwage, ze oba polimery majg zblizong strukture. Rdzeniem
struktury jest karboksymetyloskrobia (CMS) i karboksymetylochitozan (CMCs), ktore
byly modyfikowane kwasem 3-aminofenyloboronowym. Polimery DAS-PBA i DACs-
PBA otrzymane na bazie struktur dialdehydowych struktur wigzaly najmniejsza ilos¢
glukozy. Moze to wynika¢ z zawady przestrzennej, ktora pojawia sie w tych
makroczasteczkach. Oba wczes$niej wspominane materialty wykazujg rowniez najmniej
hydrofobowy charakter, co powinno teoretycznie prowadzi¢ do wykazywania wigkszego
powinowactwa tych polimeréow do glukozy. By¢ moze, grupy dihydroksyborylowe w tych
materialach zostaly zaangazowane w oddziatywania mi¢dzymolekularne pomiedzy
tancuchami polimerow, co utrudnito dostep cukru do miejsc wigzania. Stosunkowo duza
ilos¢ glukozy byta rowniez wigzana przez Csl-FPBA, Cs2-FPBA i Cs3-FPBA.
Najprawdopodobniej wynika to z tego, ze w tych polimerach zostaly wprowadzone
najwigksze ilosci grup dihydroksyborylowych, ktore powinny by¢ od siebie oddalone i nie
tworzy¢ zawady przestrzennej. Mozna zauwazy¢ réznicg w ilosci zwigzanej glukozy przez
materialy Cs-FPBA i Cs-FPBA-R. Korzystniej na ilo$¢ zwigzanej glukozy wplywa
wigzanie kwasu boronowego przez amine, czyli po redukc;ji.

Niestety nie udato si¢ okresli¢ ilosci wolnych grup dihydroksyborylowych
na powierzchni otrzymanych materiatow. Zgodnie z danymi literaturowymi, kwasy
boronowe moga ulega¢ miegdzyczgsteczkowemu sieciowaniu [186], niemniej jednak
wszystkie syntetyzowane polimery wykazywaly zdolnos¢ do wigzania glukozy.
Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna bylo stwierdzi¢, ze wszystkie otrzymane
materialy beda posiadaty zdolno$¢ do wigzania czgéci cukrowej glikoproteiny, cO jest
zaleta w przypadku przewidywanych zastosowan. Ponadto, jako warunki sprzyjajace

wybrano srodowisko alkaliczne.
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28. Ocena zdolnosci materialow do wigzania glikoproteiny

Z uwagi na to, ze wszystkie otrzymane materialty wykazywaly w mniejszym, badz
wigkszym stopniu powinowactwo do glukozy, w kolejnym etapie zbadano zdolno$¢ wyzej
wymienionych polimeréw do wigzania o-1-kwasnej glikoproteiny. Schemat reakcji
przedstawiono na Rysunku 160. Pomiar wykonano metodg spektroskopii emisyjnej
mierzac fluorescencje roztworow glikoproteiny w zakresie 300-400 nm (Rysunek 161
1 163). Oceniono réowniez wplyw pH Srodowiska na ilo$¢ zwigzanej glikoproteiny,
wykonujagc pomiary w buforze fosforanowym o pH 7,4 (50 mM) i w buforze
wodoroweglanowym o pH 9,0 (50 mM). W tym przypadku réwniez wykonano dwie
krzywe wzorcowe obu buforach (Rysunek 162 i 164). Jak mozna zauwazy¢ na widmach
przesunigcie maksimum na krzywej i jej ksztalt jest taki sam dla obu buforéw. Mozna
zatem stwierdzi¢, ze zmiana pH w tym zakresie nie wptyneta na zmiany strukturalne
w AGP.
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Rysunek 160. Schematyczna ilustracja przestawiajagca wigzanie glikoproteiny przez

modyfikowane polimery
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Rysunek 161. Widma emisyjne a-1- kwasnej glikoproteiny w buforze fosforanowym
pH 7,4 (50 mM)
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Rysunek 162. Krzywa wzorcowa a-1- kwasnej glikoproteiny w buforze fosforanowym

pH 7,4 (50 mM) wyznaczona metoda fluorescencyjna
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Rysunek 163. Widma emisyjne o-1- kwasnej glikoproteiny w buforze

wodoroweglanowym o pH 9,0 (50 mM)
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Rysunek 164. Krzywa wzorcowa o-1- kwasnej glikoproteiny w buforze

wodoroweglanowym o pH 9,0 (50 mM) wyznaczona metoda fluorescencyjng

Otrzymane wyniki ilosci zwigzanej gllikoproteiny przez modyfikowane polimery

przedstawiono w Tabeli 20.
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Tabela 20. Ilo$¢ zwigzanej gllikoproteiny przez modyfikowane polimery

Hlos¢ zwiazanej a-1- kwasnej glikoproteiny

przez polimer

Polimer
Bufor fosforanowy Bufor wodoroweglanowy
pH 7.4 (50 mM) [mg/g] pH 9.0 (50 mM) [mg/g]

Cs-FPBA 25,70+0,55 34,00+0,87
Cs-FPBA-R 28,82+0,62 36,23+0,75
CMCs-PBA 35,53+0,29 42,8440,28
DCS-PBA 15,66+0,35 23,3440,45
Cs1-FPBA 32,38+0,85 38,24+0,68
Cs2-FPBA 30,20+0,64 36,9+0,71
Cs3-FPBA 32,53+0,71 38,64+0,63
DAS-PBA 19,08+0,57 25,40+0,42
CMS-PBA 38,98+0,42 46,20+0,38

Podobnie, jak w przypadku wigzania glukozy przez polimery, na ilo§¢ zwigzanej
glikoproteiny w znaczacy sposob wplywa pH srodowiska. W buforze wodorowegglanowym
opH 9,0, otrzymane polimery wigzaty wicksze ilosci glikoproteiny, co jest zgodne
z doniesieniami literaturowymi, i jak juz wspomniatam, wynika to z charakteru grup
dihydroksyborylowych. [146-154]. Najwigksza ilo§¢ biatka zostala zwigzana
na powierzchni CMS-PBA oraz CMCs-PBA, co réwniez obserwowano w badaniach
wigzania glukozy. Warto$ci zwigzanej glikoproteiny przez CMS-PBA wynosity 38,98 mg/g
oraz 46,20 mg/g, a przez CMCs-PBA 35,53 mg/g 1 42,84 mg/g odpowiednio przy pH 7,4
1 9,0. Porownywalne ilosci biatka zostaty zwigzane przez Csl1-FPBA, Cs2-FPBA 1 Cs3-
FPBA. Najmniejsza ilo$¢ glikoproteiny zostata zwigzana na powierzchni DCS-PBA (15,66
mg/g 123,34 mg/g odpowiednio dla pH 7,4 19,0).
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Badanie oddziatywania modyfikowanych polimerow z glukozg a nastgpnie
z glikoproteing bylo do$¢ skomplikowane, ze wzgledu na trudnosci w oddzieleniu
glukozy/biatka od supernatantu. Ze wzgledu na dtugi proces sedymentacji, aby zachowac
we wszystkich probach jednakowy czas pomiaru, uzywano mikrofiltroéw strzykawkowych.
Zupehie inaczej wygladato to w przypadku badania oddzialywania z magnetycznymi
nanoczgstkami pokrytymi modyfikowanymi polimerami. Proces ten byt znacznie szybszy
I fatwiejszy. Oddzielenie nosnika ze zwigzang glikoproteing od supernatantu nastegpowato
przez przylozenie magnesu, a nastepnie zdekantowanie supernatantu znad powierzchni

nanoczastek skupionych przy magnesie (Rysunek 165 i 166).

a)

Rysunek 165. a) Probka bez i z przylozonym zewnetrznym polem magnetycznym,

b) sedymentacja supernatantu znad probki
OH
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Rysunek 166. Schematyczna ilustracja przestawiajgca wigzanie glikoproteiny przez

nanoczastki magnetyczne pokryte modyfikowanymi polimerami

Otrzymane wyniki przedstawiono w Tabeli 21.
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Tabela 21. Tlo$¢ zwigzanej glikoproteiny przez nanoczastki

Hlos¢ zwiazanej a-1- kwasnej glikoproteiny

przez nanoczastki
Rodzaj nanoczastek

Bufor fosforanowy Bufor wodoroweglanowy

pH 7.4 (50 mM) [mg/g] pH 9.0 (50 mM) [mg/g]

Cs-4FPBA-MNPs 12,75+0,25 14,35+0,21
Cs-4FPBA-R-MNPs 13,56+0,15 16,204+0,17
CMCs-PBA-MNPs 16,70+0,14 20,44+0,19
DCS-PBA-MNPs 7,2240,09 10,49+0,10
Cs1-FPBA-MNPs 13,90+0,11 14,90+0,25
Cs2-FPBA-MNPs 10,79+0,15 11,96+0,21
Cs3-FPBA-MNPs 12,77+0,35 13,99+0,41
DAS-PBA-MNPs 7,5020,10 10,89+0,21
CMS-PBA-MNPs 18,29+0,18 21,30+0,19

Materialy magnetyczne pokryte polimerami z grupami dihydroksyborylowymi
rowniez wykazuja zdolnos¢ do wigzania glikoprotein. Na ilo$¢ zwigzanej glikoproteiny
przez magnetyczne nanoczgstki réwniez ma wpltyw pH $rodowiska oraz rodzaj polimeru
pokrywajacego materiat. Najwigksza ilo§¢ biatka zostata zwigzana przez CMS-PBA-MNPs
w pH 9,0 (21,30 mg/qg).

Ilosci zwigzane] glikoproteiny przez magnetyczne nanoczastki pokryte
modyfikowanymi polimerami sg mniejsze od ilosci zwigzanej glikoproteiny przez sam
modyfikowany material. Wynika to z tego, ze w wigzaniu glikoprotein biorg udziat grupy
dihydoksyborylowe obecne w strukturze otrzymanych polimerow, a na powierzchni
nanoczastek powtoka polimeréw stanowi jedynie procentowy udziat w masie nanoczastki.
W Tabeli 16 przedstawiono oszacowane na podstawie wynikow analizy
termograwimetrycznej w atmosferze powietrza, wartosci procentowej zawartosci polimeru

na nanoczastce. Sam magnetyt, ktoéry stanowi pewien procent materialu uzytego
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do wigzania glikoprotein, nie bierze udziatlu w ich wigzaniu, stad prawdopodobnie takie
roznice w 1ilosci zwigzanego biatka. Niemniej jednak praca z nanoczgstkami
magnetycznymi pokrytymi polimerami z kwasami boronowymi byla nieporéwnywalnie
duzo prostsza i szybsza ze wzgledu na latwe oddzielenie no$nika od supernatantu

za pomocg magnesu, co potwierdzito zasadno$¢ podjetego tematu.
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29. Podsumowanie i wnioski

Otrzymano dziewie¢ rodzajow materiatdw polisacharydowych, zawierajacych
ugrupowanie kwasu boronowego: siedem z nich to materiaty nowe, nie opisane do tej poru
w literaturze, natomiast pozostate dwa (Cs-4FPBA i Cs-4FPBA-R) zostaty opublikowane

przez inne zespoty w trakcie realizacji moich badan.

Pozytywny przebieg zaplanowanych reakcji potwierdzono za pomoca spektroskopii NMR

I ATR-FTIR (struktura, obecnos$¢ grup funkcyjnych).

Materiaty po modyfikacji charakteryzowaly si¢ odmienng morfologia w poroéwnaniu

Z polisacharydami wyj$ciowymi co zaobserwowano na zdjeciach SEM.

Funkcjonalizacja materiatbw kwasami boronowymi poskutkowala zmiang charakteru
hydrofobowo-hydrofilowego  powierzchni  materiatow.  Otwarcie  pier§cienia
glikozydowego i1 dalsza modyfikacja kwasem boronowym zwigkszyly hydrofilowos¢
materialow, przy czym wigksze roznice wykazuje materiat chitozanowy. W przypadku

pozostatych materiatéw trudno zauwazy¢ regularnosc.

Otrzymane polimery scharakteryzowano pod katem ich wilasciwosci termicznych.
Modyfikowane materiaty nie wykazywaly znaczacych r6zni¢ w pordOwnaniu
z polisacharydami wyjsciowymi. Mozna jednak zauwazy¢, ze otwarcie pierScienia
glikozydowego poskutkowato obnizeniem temperatury poczatkowego rozktadu polimerow
opartych zaréwno na chitozanie, jak i skrobi. Niemniej jednak najwigkszag zmiang
zaobserwowano dla CMCs-PBA (obnizenie temperatury poczatkowego rozktadu o okoto
50°C).

Otrzymano dziewi¢¢ rodzajow nowych, nieopisanych w literaturze nanoczastek
magnetycznych, ktorych rdzen stanowil magnetyt, pokrywanych syntetyzowanymi

wczesniej materiatami zawierajgcymi ugrupowanie kwasu boronowego.

Podobnie, jak w przypadku materiatdw polisacharydowych, skuteczno$¢ syntezy
potwierdzono za pomocg spektroskopii ATR-FTIR. Ksztalt i rozmiar otrzymanych

nanoczastek magnetycznych okreslono za pomocg technik SEM, TEM oraz DLS. Ich
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rozmiary nie przekraczaty 50 nm. Wyniki analizy XRD potwierdzity, ze rdzeh nanoczastek

magnetycznych stanowi czysty magnetyt.

Stwierdzono, ze rodzaj powtoki wptywa na srednig wielko$¢ nanoczastek magnetycznych.
Sposréd wszystkich badanych materiatow, nanoczastki pokryte Cs3-FPBA charakteryzuja
si¢ najwickszym rozmiarem (50 nm), co zwigzane jest z trzema dlugimi podstawnikami
bocznymi w chitozanie. Natomiast nanoczastki pokryte Cs-FPBA (bez duzych

podstawnikoéw w polimerze powlokowym), wykazuja najmniejszy $redni rozmiar (26 nm).

Otrzymane nanoczastki scharakteryzowano pod wzglgdem ich stabilnosci termicznej.
Na podstawie r6znic w pozostatosci weglowej modyfikowanych polimerdéw i nanoczastek
nimi pokrywanych oszacowano procentowa zawarto$¢ polimeru na nanoczgstkach
Najwieksza procentowa zawarto$cig polimeru charakteryzowaty si¢ nanoczastki CMCs-
PBA-MNPs. Niemniej jednak, wszystkie otrzymane nanomaterialy charakteryzuja

si¢ dobrg stabilno$cig termiczna.

Wszystkie otrzymane polimery wykazuja zdolno$¢ do wigzania glukozy, co potwierdzono
metodg DNS. Najwickszg zdolno$¢ do wigzania glukozy wykazuje CMS-PBA i CMCc-
PBA. Z Kkolei polimery na bazie dialdehydowej skrobi i dialdehydowego chitozanu
funkcjonalizowazne kwasem 3-aminofenyloboronowym wigzaly najmniejsza ilo$¢

weglowodanu.

Dla wszystkich otrzymanych nanoczastek magnetycznych, zbadano zdolnos¢ do wigzania
a-1-kwasnej glikoproteiny. Ilo$¢ zwigzanej AGP oznaczono mierzac poczatkowe

i koncowe stezenie biatka w supernatancie.

Najwicksza zdolnos¢ do wiazania o-1-kwasnej glikoproteiny wykazuja materiaty
polimerowe na bazie polisacharydu karboksymetylowanego: CMS-PBA i CMCs-PBA.
Zalezno$¢ ta jest analogiczna w przypadku otrzymanych nanoczastek magnetycznych.
Mozna to wytlumaczy¢ r6znicg w wartosciach pola powierzchni wtasciwej, ktore wynosza
odpowiednio 91 i 36 m?/g. Same powloki polimerowe CMS-PBA i CMCs-PBA réwniez

wigzaty najwigksze ilosci glukozy i glikoproteiny.

Na ilos¢ zwigzane] glukozy oraz glikoproteiny przez modyfikowane polisacharydy

ma wptyw pH srodowiska.
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Wszystkie otrzymane materiaty przekazano do badan wstepnej oceny ich aktywnosci W
tescie Microtox. Wykonane badania Microtox potwierdzaja, ze wszystkie materialy
polimerowe i pokrywane nimi magnetyczne nanoczgstki wykazuja spadek zywotnoSci
Aliivibrio fischer powyzej 20%, co predestynuje je jako materialy o wlasciwos$ciach

bakteriobojczych.

Na podstawie przeprowadzonych badan i powyzszego posumowania mozna sformutowac

nastepujace wnioski:

- na drodze chemicznej modyfikacji polisacharydow mozliwe jest otrzymanie materialow

polimerowych funkcjonalizowanych kwasami boronowymi;

- na wilasciwoséci materiatow polisacharydowych zawierajacych ugrupowanie kwasu
boronowego, takie jak: stabilno$¢ termiczna, hydrofilowos$¢-hydrofobowosé, czy
morfologia, ma wpltyw struktura chemiczna gléwnego tancucha polimerowego. Otwarcie
pierScienia glikozydowego w tancuchu gtéwnym polimeru skutkuje obnizeniem jego

stabilnosci termicznej oraz zwigkszeniem charakteru hydrofilowego powierzchni;

- opracowane metody funkcjonalizacji materiatow polisacharydowych kwasami
boronowymi mozna z powodzeniem zastosowac do syntezy nanocCzastek magnetycznych

pokrytych tymi polimerami;

- rodzaj powloki polimerowej pokrywajacej rdzen magnetyczny ma wplyw na rozmiar
nanoczastek. Odsunigcie ugrupowania kwasu boronowego od tancucha gtéwnego polimeru

skutkuje najwigkszym wzrostem rozmiaru nanoczastek;

- materiaty polimerowe, zawierajace ugrupowanie kwasu boronowego i pokrywane nimi
nanoczatki wykazuja zdolno$¢ do efektywnego 1 szybkiego wigzania a-1-kwasnej

glikoproteiny, bez zastosowani czynnika wigzacego;
- rodzaj pokrywajacej rdzen magnrtyczny powloki polimerowej wplywa na zdolnos¢
nanomaterialu do wigzania AGP. Materialy otrzymane na drodze funkcjonalizacji

karboksymetylowanych polisacharydow wiaza najwigksza ilo§¢ glikoproteiny
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W przeciwienstwie do tych, w ktorych ugrupowanie kwasu boronowego wprowadzono

Z jednoczesnym otwarciempierscienia glikozydowego;

- otrzymane materiaty, ze wzglgdu na zdolnos¢ do wigzania glikoprotein mogtyby znalez¢
wykorzystanie w testach diagnostycznych dla wychwytu glikoprotein. Dodatkowo
mogtyby zosta¢ uzyte w wielu innych zastosowaniach takich jak: wychwyt ligandow czy
tworzenie testow diagnostycznych. Ponadto, ze wzgledu na fakt, ze wirusy w swojej
budowie posiadaja glikoproteiny, materialy te moga znalez¢ potencjalne zastosowanie jako
materialy do dezaktywacji patogenow, na drodze selektywnego i1 szybkiego wigzania

glikoprotein.
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30. Streszczenie
W ramach niniejszej pracy, przeprowadzono funkcjonalizacje kwasami

boronowymi polimeréow w formie niezmodyfikowanej i zmodyfikowanej, takich jak: (i)
chitozan niemodyfikowany; (ii) chitozan z r6zng ilos$cig pierwszorzgdowych grup
aminowych odsunietych od tancucha giéwnego polimeru; (iii) chitozan dialdehydowy; (iv)
karboksymetylochitozan (v) skrobia dialdehydowa; (vi) karboksymetyloskrobia. W ten
sposOb  otrzymano dziewig¢ nowych biopolimeréw z wolnymi  grupami
dihydroksyborylowymi na powierzchni, a takze nanoczastki magnetytu (FesOs4) pokryte
tymi polimerami.

Struktur¢ chemiczng polimeréw oraz ich ukladow z nanoczgstkami, badano
metodami spektroskopowymi (ATR-FTIR, 3C i !B NMR), natomiast obecno$¢ rdzenia
magnetytowego potwierdzono metoda rentgenografii dyfrakcyjnej (XRD). Wielkos¢
nanoczastek wyznaczono metoda dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) oraz
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Analiza SEM postuzyta do zbadania
morfologii uzyskanych probek.

Okreslono stabilno$¢ termiczng nanoczastek oraz polimerow stabilizujacych ich
powierzchnig, stosujac analiz¢ termograwimetryczng (TGA-DTA) w atmosferze azotu
i powietrza.

Scharakteryzowano wiasciwosci fizykochemiczne (hydrofobowosc-
hydrofilowos¢) modyfikowanych polimerow. Otrzymane modyfikowane polimery
I nanoczastki magnetyczne pokryte tymi polimerami wykorzystano do wigzania o-1-
kwasnej glikoproteiny. Wigzanie glikoproteiny byto mozliwe dzigki obecnosci na
powierzchni materiatow grup dihydroksyborylowych. Stwierdzono, Ze na ilo§¢ zwigzanej
glikoproteiny wptyw ma rodzaj modyfikowanego polimeru oraz pH Srodowiska.

Otrzymane funkcjonalizowane kwasami boronowymi polimery oraz nanomateriaty,
charakteryzujg si¢ korzystnymi wtasciwosciami fizykochemicznymi, a takze stabilnoscia
termiczng, co umozliwia ich wykorzystanie jako materialy, przydatne w zaréwno

w zastosowaniach naukowych i medycznych.
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Abstract

In the present work, boronic acid functionalization of polymers in unmodified
and modified forms was carried out, such as (i) unmodified chitosan, (ii) chitosan with
different amounts of primary amino groups shifted from the polymer backbone, (iii)
dialdehyde chitosan, (iv) carboxymethyl chitosan, (v) dialdehyde starch, and (vi)
carboxymethyl starch. Thus, nine new biopolymers with free dihydroxyboryl groups on the
surface and magnetite (FesO4) nanoparticles coated with these polymers were obtained.

The chemical structure of polymers and their systems with nanoparticles was
studied by spectroscopic methods (ATR-FTIR, 3C, and !B NMR). Moreover, the presence
of the magnetite core was confirmed by X-ray diffraction (XRD). The size of the
nanoparticles was determined by dynamic light scattering (DLS) and transmission electron
microscopy (TEM). SEM analysis was used to study the morphology of the obtained
samples. The thermal stability of nanoparticles and polymers stabilizing their surface was
determined using thermogravimetric analysis (TGA-DTA) in nitrogen and air atmospheres.

The polar nature of the modified polymers was characterized. The modified
polymers and magnetic nanoparticles coated with these polymers were used for a-1-acid
glycoprotein binding. The binding of the glycoprotein was made possible
by dihydroxyboryl groups on the surface of the materials. It has been found that the amount
of bound glycoprotein depends on the type of modified polymer and the pH of the
environment.

The obtained polymers and nanomaterials functionalized with boronic acids have
favorable physicochemical properties and thermal stability, which allows their use

as materials beneficial in scientific and medical applications.
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