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Abstract

As part of the research, chitin materials were obtained using the electrospinning method. For
this purpose, chitin solutions were prepared in phosphoric acid and lithium chloride in an am-
ide solvent. The coagulation of chitin materials was performed in alkaline water baths and in
distilled water. As a result of the method, microspheres and microfibers of chitin were ob-
tained. The morphological structure of the obtained materials was analyzed using a scanning
electron microscope (SEM) and an optical microscope. The obtained microspheres were
characterized by a similar diameter value, amounting to 195 uym. In contrast, chitin microfi-
bers from 90 to 150 ym. The obtained materials were subjected to mid-infrared and Raman
spectrophotometric tests in order to determine the influence of the solvents used on the
chemical structure of native and regenerated chitin. Infrared spectroscopy studies confirmed
no changes in the chemical structure of regenerated chitin. Raman spectroscopy studies
confirmed no degradation of regenerated chitin. In the spectra obtained, differences were
observed in the form of changes in the shape of the bands for oscillators be associated in in-
termolecular interactions, which is caused by changes in the supermolecular structure.
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1. WSTEP

Chityna, obok celulozy, jest drugim najczesciej wystepujgcym polisacharydem. Wy-
kazuje dziatanie homeostatyczne, przyspiesza gojenie sie ran, redukuje blizny, zapobiega
stanom zapalnym, wzmacnia odpornos¢ organizmu bez powodowania reakcji ubocznych
[Rinaudo 2006]. Chityna posiada uporzgdkowang strukture krystaliczng, ktéra jest stabilizo-
wana przez oddziatywania wodorowe, powstajgce pomiedzy grupami C-O---NH w sgsiednich
tahncuchach makroczgsteczek. Chityna wystepuje w trzech odmianach polimorficznych —
w zaleznosci od jej pochodzenia wyrézniamy odmiany: a, B, y. Poszczegdlne formy chityny
réznig sie miedzy sobg sposobem wzajemnego utozenia tancuchéw i rozmiarem komérek
elementarnych [Blackwell 1969, Saito i in. 2000, Bogdanova i in. 2016, Suenaga i in. 2017].

Od wielu lat prowadzone sg badania zwigzane z modyfikacjg chityny w celu poprawy
jej rozpuszczalnosci, ktére pozwolg na opracowanie prostego procesu technologicznego
przetwarzania chityny natywnej. Ze wzgledu na zwartg strukture, duzg ilos¢ oddziatywan wo-
dorowych, chityna jest nierozpuszczalna w popularnych rozpuszczalnikach organicznych,
stad poszukiwanie nowych mozliwosci, ktore utatwig jej przetwarzanie. W ostatnich latach
obserwuje sie zintensyfikowanie prac nad zastosowaniem cieczy jonowych do rozpuszczania
chityny [Prasad i in. 2009, Jaworska i Gorak 2016, Singh 2019], bgdz tez mieszaniny chlorku
litu w dimetyloacetamidzie [Bigiong i in. 2004, de Vasconcelos i in. 2011]. Stosowane roz-
puszczalniki mogg rozpuszczaé pewne frakcje czgsteczkowe chityny, a inne moga prowadzic¢
do degradaciji tancucha polimerowego. Prowadzono réwniez prace nad zastosowaniem kwa-
su fosforowego do rozpuszczania polisacharydéw [Vincendon 1997, Boerstoel i in. 2001, Wu
iin. 2016].

Strukture nadczagsteczkowg chityny natywnej oraz po modyfikacjach mozna analizo-
wac przy zastosowaniu metod spektroskopowych [Cardenas i in. 2004, Kumirska i in. 2010,
Binias i in. 2016].

Materiaty uzyskane metodg elektroprzedzenia cechuje duzy stosunek powierzchni na
jednostke masy materiatu i wysoka porowatosé. Wiasciwosci te sprzyjajg zastosowaniu for-
mowanych materiatéw, w tym chitynowych, w medycynie jako opatrunki, przyspieszajgce go-
jenie sie ran, skafoldy w inzynierii tkankowej, ale takze jako materiaty stuzgce do kontrolo-
wanego dostarczania lekéw [Min i in. 2004, Ding i in. 2014].

2. CZESC EKSPERYMENTALNA
2.1. Materiaty i formowanie widkien

Zastosowane do badan materiaty to: chityna krewetkowa (CgH130sN), z firmy Sigma-
Aldrich, 85% kwas fosforowy(V) (HsPO,) z firmy Chempur, wodorotlenek potasu (KOH), chlo-
rek litu (LiCl), N,N-dimetyloacetamid (DMACc) z firmy Avantor Performance Materials Poland
S.A.

W przeprowadzonych badaniach zastosowano roztwor chityny w HsPO4 o stezeniach
3% i 5%. Dodatkowo do poroéwnania wykonano elektroprzedzenie 2% roztworu chityny
w mieszaninie LICI/DMAc (chlorek litu/dimetyloacetamid). Uktad tych rozpuszczalnikow jest
wzorcowym uktadem stosowanym do oznaczania masy czgsteczkowej chityny.

Przygotowywanie roztworéw chityny w kwasie fosforowym jest procesem dtugotrwa-
tym — klarowny roztwér uzyskiwano po uptywie 5 godzin. Na fotografiach (Rys. 1) zilustrowa-
no poszczegodlne etapy przygotowywania roztworow chityny.
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Rys. 1. Etapy przygotowywania roztworéw chityny: a) prébka chityny po bezposrednim zalaniu
kwasem fosforowym; b) roztwor po 2 godzinach; c) roztwor po 5 godzinach uzyty do formowania
materiatow chitynowych.

Fig. 1. Stages of preparation of chitin solutions: a) sample of chitin after direct pouring
with phosphoric acid; b) solution after 2 hours; c) solution after 5 hours
used to form chitin materials.

Formowanie materiatdw chitynowych przeprowadzono na klasycznym zestawie do
otrzymywania mikro- i nanowtdkien w polu elektrycznym — schemat zastosowanej aparatury
przedstawia Rys. 2. Zastosowane parametry procesu formowania: 2%, 3%, 5% rozwor chity-
ny, $rednica kapilary 0,7 mm, napiecie 35 kV, wyptyw 3 cm?/godz., odlegto$é wylotu kapilary
od lustra kgpieli koagulacyjnej 5 cm. Powstate mikrosfery i mikrowtékna odbierano do kgpieli
koagulacyjnej, ktérg byt wodny roztwor wodorotlenku potasu zastosowany w celu neutraliza-
cji kwasu fosforowego. Po procesie formowania otrzymane materiaty chitynowe ptukano Kkil-
kakrotnie wodg destylowang i oddzielano na drodze dekantaciji.
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Rys. 2. Schemat zastosowanej aparatury do elektroprzedzenia.
Fig. 2. Scheme of the equipment used for electrospinning.
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2.2. Metodologia badan

Badania topografii powierzchni otrzymanych materiatéw chitynowych przeprowadzo-
no za pomocg mikroskopu optycznego (PZMO, Warszawa) wyposazonego w kamere CCD
ARTCAM (Olympus).

Morfologia widkien i sfer zostata zbadana za pomocg skaningowej mikroskopii elek-
tronowej (SEM). Zastosowano skaningowy mikroskop elektronowy JEOL JSM 5500 LV
(Tokyo, Japan). Mikroskop pracowat w trybie elektronéw wstecznie rozproszonych przy na-
pieciu przyspieszajgcym 10 kV. Obserwacje wtdkien przeprowadzono przy réznych powiek-
szeniach od 1000 razy.

Dla otrzymanych mikrowtokien i sfer chitynowych wyznaczono srednice za pomocg
oprogramowania MOTIC Images Plus 2.0.

Do badan spektroskopii w Sredniej podczerwieni wykorzystano spektrometr NICOLET
6700 FT-IR (Thermo Electron Corp., Madison, WI, USA). Zastosowano nastepujgce parame-
try pomiarowe: zakres spektralny 4000—-400 cm, rozdzielczo$¢ 4 cm™, liczba skanéw 64,
zrédto swiatta IR, detektor DTGS. Wykorzystano technike pastylkowania — otrzymane mate-
riaty ucierano z NaCl w tyglu agatowym, a nastepnie prasowano pod cisnieniem 200 MPa
w celu uzyskania pastylki. Ttem do badan byta pastylka wykonana z czystego NaCl. Analize
otrzymanych widm przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Omnic (v. 9.0, Thermo
Electron Corp., Madison, WI, USA).

Do badanh spektroskopii Ramana zastosowano spektrofotometr Magna 860 (Thermo
Electron Corp., Madison, WI, USA) wyposazony w przystawke ramanowskg Micro Stage.
Zastosowano nastepujgce parametry pomiarowe: zakres spektralny 4000—-400 cm, roz-
dzielczo$¢ 8 cm, liczba skanéw 2000, zrodto $wiatta — laser NdYag 1064 nm, detektor
InGaAs.

3. WYNIKI I DYSKUSJA

Na fotografiach (Rys. 3) zamieszczono przyktadowe mikrosfery chitynowe otrzymane
w procesie elektroprzedzenia 3% roztworu chityny w kwasie fosforowym uzyskane za pomo-
cg mikroskopu optycznego. Powstate mikrosfery odbierano do kagpieli koagulacyjnej, ktorg
byt wodny roztwér KOH zastosowany w celu neutralizacji kwasu fosforowego.

a) b)
Rys. 3. Fotografie mikrosfer chitynowych (powiekszenie 50x): a) bezposrednio po otrzymaniu
i ptukaniu w wodzie; b) po 24 h suszenia w temperaturze pokojowej;
C) po 48 h suszenia w temperaturze pokojowej.
Fig. 3. Photographs of chitin microspheres (magnification 50x): a) immediately after receipt
and rinsing in water; b) after 24 hours drying at room temperature;
c) after 48 hours drying at room temperature.
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Na kolejnych fotografiach (Rys. 4) zamieszczono przyktadowe mikrowtokna chityno-
we otrzymane w procesie elektroprzedzenia 5% roztworu chityny w kwasie fosforowym uzy-
skane za pomocg mikroskopu optycznego. Powstate mikrowtékna odbierano do mieszajgce;j
sie, podgrzewanej do 40°C kapieli koagulacyjnej, ktérg byt wodny roztwér KOH zastosowany
w celu neutralizacji kwasu fosforowego.

c)
Rys. 4. Fotografie mikrowtokien chitynowych (powiekszenie 100x): a) bezposrednio po otrzymaniu
po ptukaniu w wodzie; b) po 24 h suszenia w temperaturze pokojowej; ¢) po 48 h suszenia
w temperaturze pokojowe;j.
Fig. 4. Photographs of chitin microfibres (magnification 100x): a) immediately after receipt and rinsing
in water; b) after 24 hours drying at room temperature; c) after 48 hours drying at room temperature.

Zamieszczono takze fotografie (Rys. 5) przyktadowych mikrosfer chitynowych otrzy-
manych w procesie elektroprzedzenia 2% roztworu chityny w mieszaninie LiClI/DMAc.

Rys. 5. Fotografie mikrosfer chitynowych (powigkszenie 100x): a) bezposrednio po otrzymaniu
i ptukaniu w wodzie; b) po 24 h suszenia w temperaturze pokojowej.
Fig. 5. Photographs of chitin microspheres (magnification 100x): a) immediately after receipt
and rinsing in water; b) after 24 hours drying at room temperature.

Analize morfologii powierzchni widkien prowadzono za pomocg mikroskopu SEM.
Zestawiono wybrane mikrofotografie SEM (Rys. 6), przedstawiajgce budowe powierzchni mi-
krosfer chitynowych otrzymanych w procesie elektroprzedzenia 3% roztworu chityny w kwa-
sie fosforowym.
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Rys. 6. Mikrofotografie SEM mikrosfer chitynowych: a) powiekszenie 300Xx;
b) powiekszenie 500x; c) powiekszenie 10 000x.

Fig. 6. SEM microphotographs of chitin microspheres: a) magnification 300x:
b) magnification 500x; ¢) magnification 10.000x

Budowe powierzchni mikrowtdkien chitynowych otrzymanych w procesie elektroprze-
dzenia 5% roztworu chityny w kwasie fosforowym przedstawino na kolejnych wybranych mi-
krofotografiach (Rys. 7). Powstate mikrowtokna odbierano do mieszajgcej sie, podgrzewanej
do 40°C kgpieli koagulacyjnej, ktdrg byt wodny roztwér KOH zastosowany w celu neutraliza-
cji kwasu fosforowego.

x18@ 18@0m

a) b)
Rys. 7. Mikrofotografie SEM mikrowtokien chitynowych: a) powiekszenie 50x;
b) powiekszenie 100x; c) powiekszenie 200x.
Fig. 7. SEM microphotographs of chitin microfibres: a) magnification 50Xx;
b) magnification 100x; c) magnification 200x.

Otrzymano mikrosfery chitynowe, charakteryzujgce sie Srednicami od 142 do 208 pm,
a wartos¢ srednia wynosita 195 um (Rys. 8). Mikrowtdkna chitynowe charakteryzowaty sie
Srednicami od 93 do 152 ym, a wartos¢ srednia wynosita 121 pym (Rys. 8).

Analiza uzyskanych widm FTIR wskazuje (Rys. 9), ze proces rozpuszczania chityny
i jej ponowna koagulacja nie powoduje istotnych zmian w budowie chemicznej. W widmach
z zakresu $redniej podczerwieni zachowane sg wszystkie pasma oscylatorow — pasmo ami-
du | przy potozeniu maksimum 1652 cm™, pasmo amidu Il przy potozeniu maksimum
1555 cm? pochodzi od wigzan -N-H i -C-H. Pasmo przy potozeniu maksimum 1155 cm po-
chodzi od wigzania glikozydowego, wystepujgcego w ugrupowaniu C-O-C. Pasmo przy poto-
zeniu maksimum 952 cm! pochodzi od grupy -CH. makroczgsteczki chityny, a pasmo przy
potozeniu maksimum 895 cm pochodzi od ugrupowania -CH w pierscieniu polisacharydo-
wym. Pasmo przy potozeniu maksimum 3400 cm w chitynie wzorcowej jest wyrazne,
a w chitynach po regeneraciji jest rozmyte, co moze wynikac¢ z nieregularnego utozenia tan-
cuchéw makroczgsteczki chityn po procesie regeneracji w wodorotlenku.
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Rys. 8. Rozktad srednic mikrosfer i mikrowtokien chitynowych.
Fig. 8. Diameter distribution of microspheres and microfibers of chitin.
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Rys. 9. Widma FTIR uzyskane dla wzorca chityny oraz mikrosfer chitynowych
w réznych rozpuszczalnikach w zakresie 3700-800 cm™.
Fig. 9. FTIR spectra of chitin standard and chitin microspheres in various solvents
in the range of 3700-800 cm™.

Widma ramanowskie potwierdzajg wczesniejsze wnioski, wynikajgce z badan spek-
troskopii w sredniej podczerwieni. Na zestawieniu widm (Rys. 10) wyraznie wida¢ zachowa-
nie gtdbwnych grup funkcyjnych po przeprowadzonym procesie rozpuszczania i regeneraciji
w obu rozpuszczalnikach w poréwnaniu do wzorca chityny. Wszystkie pasma zachowaly
swoje potozenie oraz proporcje. Efekt ten potwierdza brak degradacji chityny przy zastoso-
wanych rozpuszczalnikach.

W widmach Ramana pojawia sie pasmo amidu | przy potozeniu maksimum 1655 cm
i 1622 cm, ktére pochodzi od wigzania C=0. Dla pasma amid | w widmie wzorca chityny
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obserwuje sie najwiekszg jego intensywno$¢, ktéra spada dla chityn po regeneracji, co moze
Swiadczy¢ o rozluznieniu oddziatywan miedzyczgsteczkowych po obrébce. Pasma przy po-
lozeniu maksimum 1400-1460 cm™ pochodzg od wigzan C-H. Wyrazne pasmo przy potoze-
niu maksimum 1148 cm pochodzi od wigzania glikozydowego C-O-C, natomiast pasmo
przy potozeniu maksimum 950 cm? pochodzi od wigzan CH,, wystepujgcych w tancuchu
makroczgsteczki, zas pasmo przy potozeniu maksimum 895 cm! pochodzi od wigzan C-H,
wystepujgcych w pierscieniu glikozydowym.
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Rys. 10. Zestawienie widm Ramana uzyskanych dla wzorca chityny oraz mikrosfer
chitynowych w réznych rozpuszczalnikach w zakresie 3200-800 cm™.
Fig. 10. Raman spectra of chitin standard and chitin microspheres in various solvents
in the range of 3200-800 cm™.

4. WNIOSKI

Zastosowane rozpuszczalniki chityny pozwolity na otrzymanie homogenicznych roztwo-
réw, ktére wykorzystano w procesie elektroprzedzenia.

W wyniku elektroprzedzenia otrzymywano materiaty chitynowe w postaci mikrosfer
i mikrowtékien o roznej wielkosci.

Mikrowtékna otrzymano podczas wprowadzania strugi polimeru do cieptej kgpieli koa-
gulacyjnej.

Badania spektrofotometryczne wykazaty zachowanie struktury chemicznej chityny re-
generowanej.

Badania spektroskopii Ramana potwierdzity brak istotnej degradaciji tworzywa.
Zaobserwowano réznice w widmach spowodowane zmianami w strukturze nadczg-
steczkowej w postaci zmiany ksztattu pasm dla oscylatoréw, ktére biorg udziat w od-
dziatywaniach miedzyczgsteczkowych.
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