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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania materiatu termoplastycznego, zawierajacego
sktadniki biodegradowalne: polikaprolakton i poli(alkohol winylowy) oraz sktadnik biodegradowalny po-
chodzenia naturalnego, posiadajacy aktywnos$é¢ przeciwdrobnoustrojowa — chitozan, majacy zastoso-
wanie jako materiat do produkcji rusztowarn do hodowli komérkowych, réwniez jako nosnik preparatéw
leczniczych lub innych skfadnikéw bioaktywnych.

Z opisu patentowego PL223280 znany jest sposéb wytwarzania chitozanowo-biatkowego mate-
riatu biopolimerowego, majacego zastosowanie do leczenia ubytkéw tkanek, zwtaszcza trudno gojacych
sie ran, jak réwniez jako nosnik preparatéw leczniczych, kosmetycznych i spozywczych. Sposéb ten
polega na przygotowaniu chitozanu w mieszaninie kwaséw, ktéry nastepnie poddaje sie zobojetnieniu,
separacji, przemywaniu i nasycaniu zawiesiny osadu chitozanu ditlenkiem wegla w postaci gazowe; i/lub
suchego lodu do momentu jego rozpuszczenia, a nastepnie miesza sie z dyspersja biatek kolagenu i/lub
zelatyny.

Z opisu patentowego PL222739 znana jest kompozycja na bazie wodnego roztworu chitozanu,
m. in. w postaci aerozolu oraz hydrozelowej membrany, majacych zastosowanie jako matryca dla pre-
paratéw ochrony roslin, wyrobéw medycznych, kosmetycznych i spozywczych. W opisanej metodzie
aerozol sktada sie z fazy dyspersyjnej, ktéra jest hydrozel chitozanu w ilo$ci od 90% do 98% wagowych,
zwigzek biologicznie czynny do 5% wagowych oraz gaz pedny w iloéci 2% do 10% wagowych. Mem-
brane przygotowuje sie poprzez wytworzenie roztworu chitozanu, zastosowanie dodatku zwiazku biolo-
gicznie czynnego i kondycjonowanie w temperaturze nie nizszej niz 1°C, w czasie korzystnie 24 godzin.

Z publikacji M. Matet, M-C. Heuzey, E. Pollet, A. Aji, L. Avérons, Carbohydr. Polym. 2013, 95,
241-251 znany jest sposob otrzymywania termoplastycznego chitozanu, ktéry polega na dodaniu roz-
tworu mocnego kwasu do proszku chitozanu lub poliolu i roztworu mocnego kwasu i mechaniczne ugnia-
tanie w temperaturze 80°C przez 15 min przy statej predkosci 100 obr/min.

Z publikacji A. Golchin i M.R. Nourani, Polym. Adv. Technol. 2020, 31, 2443-2452 znany jest
sposéb tworzenia nanofibrylarnych dwuwarstwowych rusztowan technika elektroprzedzenia do zasto-
sowan biomedycznych przy uzyciu polikaprolaktonu (PCL) jako gornej warstwy i chitozanu (CS) /polial-
koholu winylowego) (PVA) jako dolnej warstwy opatrunku. W rozwiazaniu tym chitozan rozpuszcza sie
w 2% kwasie octowym przez 6 godzin w temperaturze pokojowej. Tyle samo czasu rozpuszczaniu
w temperaturze 80°C poddaje sie poli(alkohol winylowy) i taczy w stosunku 3:1 (CS:PVA). Mieszanina
ta stanowi roztwér A. Réwnolegle przygotowuje sie roztwér B, zawierajacy polikaprolakton rozpusz-
czony w mieszaninie dimetyloformamidu i chloroformu w stosunku 1:9. Roztwory w kolejnosci alfabe-
tycznej poddaje sie elektroprzedzeniu.

W publikacji F. Chogan, T. Mirmajidi, A.H. Rezayan, M. Shatrifi, A. Ghahary, J. Nourmohammadi,
A. Kamali, M. Rahaie, Acta Biomater. 2020, 113, 144—163 zaproponowano podobne rozwigzanie ma-
jace na celu wykorzystanie techniki elektroprzedzenia. Proponowane rusztowanie sktada sie z trzech
warstw: dwoch warstw nosnych wykonanych z kompozytu polikaprolaktonu (PCL) i chitozanu (CS) sta-
nowiacych warstwy zewnetrzne otaczajace srodkowa warstwe wykonana z poli(alkoholu winylowego)
(PVA). Obecnosé PCL w warstwach zewnetrznych ma na celu kontrolowanie szybkosci uwalniania
wprowadzonego leku przez rusztowanie, podczas gdy chitozan, naturalny polimer, stuzy jako $rodek
przeciwbakteryjny zdolny do zapobiegania infekcji w miejscu rany. PVA wykorzystano jako noénik sub-
stancji aktywnej chlorowodoru metforminy.

Znany jest sposob wytwarzania hybrydowego materiatu opatrunkowego z publikacji A. Shamloo,
M. Sarmadi, Z. Aghababaie, M. Vossoughi, Int. J. Pharm. 2018, 537, 278-289. Polega on na wytworze-
niu i unieruchomieniu czynnika wzrostu komérek w emulsji roztworu poli(alkoholu winylowego) i polika-
prolaktonu rozpuszczonego w chloroformie i wkropleniu jej do roztworu surfaktantu w celu wytworzenia
mikrokapsutek. Nastepnie roztwor chitozanu w 3% kwasie octowym jest doprowadzany do pH 7,4 z wy-
korzystaniem 0,1M NaOH, taczony z 10% roztworem PVA i 5% roztworem zelatyny w stosunku objeto-
Sciowym 2:2:1, mieszany z mikrosferami, zamrazany i suszony sublimacyjnie.

Z opisu zgtoszenia patentowego W0O2018031491 znany jest sposéb wytwarzania jedno lub kilku-
warstwowych tréjwymiarowych rusztowan tkankowych na bazie co najmniej jednego z nierozpuszczal-
nych w wodzie sktadnikéw, ktérymi moga by¢: termoplastyczny poliuretan (TPU), polikaprolakton (PCL),
poli(kwas glikolowy) (PLGA), poli(kwas mlekowy) (PLA) lub polistyren wysokoudarowy (HIPS) oraz co
najmniej jeden z rozpuszczalnych w wodzie skfadnikéw, ktorymi moga byé: poli(alkohol winylowy)
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(PVA), sdl, cukier, szkto cukrowe, glikol polietylenowy (PEG) lub jego dowolna nieusieciowana po-
chodna, Zelatyna i jej pochodne, poli(kwas ko-glikolowy), alginian i wodoroweglan sodu. Rusztowania
te moga by¢ otrzymywane z powyzszych sktadnikéw lub ich kompozytéw znanymi metodami szybkiego
prototypowania jak: SLA, DLP, FDM, SLS, SLM, EBM i/lub LOM.

Z opisu zgtoszenia patentowego CN 1238063 znany jest sposéb wytwarzania porowatych ruszto-
wan polegajacy na przygotowaniu roztworu materiatu termoplastycznego np. polikaprolaktonu w roz-
puszczalniku organicznym, dodaniu kulistych czastek parafiny o wielkosci czastek 355450 um i poli-
meru, wymieszanie, czesciowe odparowanie rozpuszczalnika i wttoczenie powstatej pasty do silikono-
wej formy i jej odpowiedni nacisk. Nastepnie rusztowanie o nadanym ksztatcie dosusza sie i poddaje
ekstrakcji w n-pentanie w celu usuniecia parafinowego porogenu. Niedogodnoscia powyzszej metody
jest zuzywanie duzych ilosci rozpuszczalnikdw organicznych.

W opisie zgtoszenia patentowego W02017040156 ujawniony zostat uktad do jednoczesnego
osadzania materiatow termoplastycznych i materiatéw termoutwardzalnych, majacy zastosowanie do
budowy rusztowan tkankowych metoda biodruku 3D. Jako materiat termoplastyczny uzyty moze by¢
m.in. polikaprolakton (PCL) i/lub poli(alkohol winylowy) (PVA). Natomiast jako materiaty termoutwar-
dzalne mozna wykorzysta¢ pochodne zwiazkéw akrylowych: akrylan, diakrylan, metakrylan, a takze
epoksydy, silikony, diakrylan glikolu polietylenowego (PEGDA), kwas hialuronowy i chitozan. Opisany
ukfad jest bardzo ztozony i wymagajacy kontroli poszczegdlnych etapdéw. Niedogodnoscia tego rozwia-
zania jest rowniez to, ze rusztowania wytworzone na bazie zwiazkéw akrylowych wymagaja odpowied-
niego oczyszczenia. W przeciwnym razie moga dziataé cytotoksycznie na osadzane komorki.

Sposob wytwarzania materiatu termoplastycznego jako filamentu do druku 3D zawierajacego
poli(alkohol winylowy), polikaprolakton oraz chitozan polega na tym, ze roztwér chitozanu przygotowuje
sie w kwasie hydroksyoctowym lub mlekowym lub octowym, z ktérego nastepnie straca sie rozpusz-
czony chitozan roztworem zasady, uzyskany osad poddaje sie separacji i przemywaniu, nastepnie za-
wieszeniu w odpowiedniej objeto$ci wody destylowanej, tak aby w przeliczeniu na mase nieuwodnio-
nego polimeru uzyska¢ 1% wodny roztwér, kolejno homogenizuje sie i nasyca ditlenkiem wegla przy
jednoczesnym mieszaniu mechanicznym zawiesiny do momentu rozpuszczenia chitozanu, charaktery-
zuje sie wedtug wynalazku tym, ze w kolejnym etapie chitozan poddaje sie kompatybilizacji do prze-
twérstwa z surowcami termoplastycznymi poprzez zmieszanie jego roztworu nasycanego dwutlenkiem
wegla z wodnym roztworem hydrolizowanego poli(alkoholu winylowego), o stopniu hydrolizy co najmniej
75%, korzystnie 80%, gdzie udziat masowy obu polimeréw w odniesieniu do ich bezwodnych form wy-
nosi 1:1. Dalej mieszanine zamraza sie w temperaturze w zakresie od -80°C do -18°C i wysusza subli-
macyjne w warunkach ci$nienia w zakresie 0,9-6,0 mbar, przy réznicy temperatur pomiedzy kondensa-
torem liofilizatora a temperatura potki, na ktérej odbywa sie suszenie w zakresie od 70°C do 140°C
a nastepnie tak wysuszony kompozyt chitozanu i poli(alkoholu winylowego) po rozdrobnieniu miesza
sie z polikaprolaktonem zas otrzymany filament poddaje sie ekstruzji, korzystnie dwustopniowej.

Wysuszony kompozyt chitozanu i poli(alkoholu winylowego) stanowi 20 do 40% udziatu maso-
wego, korzystnie 20% wytwarzanego materiatu w postaci flamentu w osnowie z polikaprolaktonu, na-
tomiast stezenie ditlenku wegla w finalnym roztworze chitozanu wykorzystywanym do tworzenia kom-
pozytu z poli(alkoholem winylowym) o pH w zakresie 5,5-6,5 wynosi od 10 do 500 ppm.

Korzystnie filament do druku 3D ekstruduje sie metoda osadzania topionego materiatu FDM przy
temperaturze dyszy: 130-—60°C i $rednicy dyszy 0,4-3,0 mm.

Poli(alkohol winylowy) podczas ekstruzji petni role plastyfikatora/kompatybilizatora pomiedzy réz-
niacymi sie charakterem chemicznym chitozanem a polikaprolaktonem, stad wazne jest uzyskanie jego
jednorodnej mieszaniny z chitozanem bez udziatu kwasu. Otrzymywanie materiatu termoplastycznego
wyzej opisana metoda skiada sie z kilku nieskomplikowanych etapow, ktérych efektem finalnym jest
materiat biodegradowalny i biozgodny o aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej, ktéra zalezy od stezenia
chitozanu, stopnia deacetylacji i masy czasteczkowej polimeru w gotowym materiale. Aby uzyskaé¢ moz-
liwie najwyzsza aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa korzystne jest zastosowanie chitozanu o niskiej
masie czasteczkowej, wysokim stopniu deacetylacji i 20% stezeniu (40% kompozytu CS-PVA) w fila-
mencie.

Zaletg tego sposobu otrzymywania materiatu termoplastycznego jako filamentu do druku 3D jest
to, ze materiat ten nie wykazuje efektu cytotoksycznego wzgledem linii komorkowe;j fibroblastéw L929.
Ponadto uzyskany sposobem wedtug wynalazku filament zawierajacy od 10% do 20% masowych chi-
tozanu posiada aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa.
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Wynalazek przedstawiony jest blizej w przyktadach wykonania.

Przyktad 1

Do wytworzenia materiatu termoplastycznego o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej uzyto poli-
kaprolakton (PCL) o niskiej masie czasteczkowej w zakresie 50—60 kDa, temperaturze topnienia 60°C
i indeksie topnienia 8 g/10 min, mierzonej w temperaturze 100°C, poli(alkohol winylowy) (PVA) o masie
czasteczkowej 9—10 kDa i stopniu hydrolizy 80% oraz chitozan (CS) o niskiej masie czasteczkowej
w zakresie 50—100 kDa i stopniu deacetylacji co najmniej 75%. W pierwszym etapie wytwarzania mate-
riatu termoplastycznego o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przygotowano kompozyt chitozanu
z poli(alkoholem winylowym).

25 g chitozanu rozpuszczono sie w 975 g 0,3 M wodnego roztworu kwasu hydroksyoctowego
i mieszano z wykorzystaniem mieszadta mechanicznego przy predkosci obrotowej w zakresie 100-200
RPM do momentu uzyskania jednorodnego, klarownego roztworu. Nastepnie w trakcie mieszania do
roztworu chitozanu porcjami dodawano 1 M roztwér wodorotlenku sodu, do momentu uzyskania warto-
8ci pH roztworu réwnego 8. Uzyskany w ten sposodb osad chitozanu odseparowano z wykorzystaniem
zestawu do saczenia pod zmniejszonym cisnieniem. Oddzielony osad naprzemiennie przemywano
woda destylowana i odsaczano, do momentu kiedy pH wody przemywajacej osiagnie wartos¢ w zakre-
sie 6,5-7. Przemyty i oddzielony pod obnizonym ci$nieniem osad uzupetniono wodg destylowang w ta-
kiej ilosci, aby w przeliczeniu na mase nieuwodnionego polimeru (przed straceniem), uzyskaé¢ 1% wodny
roztwor. Przygotowana w ten sposéb zawiesine osadu chitozanu poddano homogenizacji przez 1 mi-
nute przy predkosci obrotowej rowniej 10000 RPM, a nastepnie nasycaniu gazowym ditlenkiem wegla
w ilo$ci 100 mL/min w otwartym zbiorniku przy jednoczesnym mieszaniu mechanicznym z predkoscia
obrotowg 300 RPM do momentu uzyskania jednorodnego i przejrzystego roztworu, co jest jedno-
znaczne z rozpuszczeniem sie chitozanu przy stezeniu ditlenku wegla w zakresie 10-500 ppm. pH
otrzymanego w ten sposéb roztworu chitozanu miesci sie w zakresie 5,5-6,5. Roztwér poli(alkoholu
winylowego) przygotowano poprzez rozpuszczenie jego odpowiedniej nawazki w wodzie destylowane;
o temperaturze w zakresie 50-60°C, tak aby stezenie roztworu polimeru wyniosto 10% (m/m). W kolej-
nym kroku gotowe roztwory chitozanu w kwasie weglowym oraz poli(alkoholu winylowego) zmieszano
sie ze soba w taki sposdb, aby udziat masowy obu polimeréw w odniesieniu do ich form bezwodnych
wyniost 1:1.

W kolejnym etapie roztwory kompozytowe poddano mrozeniu w temperaturze -24°C przez okres
12 godzin, a nastepnie suszeniu sublimacyjnemu przy cisnieniu max. 1 mbara i réznicy temperatur mie-
dzy temp. kondensatora liofilizatora a temperatura pétki, na ktérej odbywa sie suszenie réwnej co naj-
mniej 70°C, w czasie 72 godzin. Wysuszony sublimacyjnie kompozyt CS/PVA poddano mechanicznemu
rozdrobnieniu z wykorzystaniem mtynka do postaci gruboziarnistego proszku. Rozdrobniony kompozyt
zmieszano z granulatem polikaprolaktonu, tak aby jego udziat stanowit 40% masowych mieszaniny. Po
doktadnym wymieszaniu skfadnikow, mieszanine poddano ekstruzji w temperaturze 130°C. Wyttaczane
widkno o $rednicy 2-5 mm wychtadzano powietrzem o temperaturze 20-30°C i poddano granulacji
w procesie ciggtym. Nastepnie uzyskany granulat poddano ponownej ekstruzji w temperaturze 130°C
przy zastosowaniu gtowicy o $rednicy w zakresie 1-3 mm.

Przyktad 2

Do wytworzenia materiatu termoplastycznego o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej uzyto poli-
kaprolakton (PCL) $redniej masie czasteczkowej w zakresie 70—80 kDa, temperaturze topnienia 60°C
i indeksie topnienia w zakresie 11 g/10 min, mierzonej w temperaturze 100°C, poli(alkohol winylowy)
(PVA) o masie czasteczkowej 10 kDa i stopniu hydrolizy 80%, chitozan (CS) o $redniej masie czastecz-
kowej w zakresie 200—250 kDa i stopniu deacetylacji co najmniej 75%. W pierwszym etapie wytwarzania
materiatu termoplastycznego o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przygotowano kompozyt chitozanu
z poli(alkoholem winylowym).

25 g chitozanu rozpuszczono w 975 g 0,1 M wodnego roztworu kwasu mlekowego i mieszano
z wykorzystaniem mieszadta mechanicznego przy predkosci obrotowej 200 RPM do momentu uzyska-
nia jednorodnego, klarownego roztworu. Nastepnie w trakcie mieszania do roztworu chitozanu porcjami
dodawano 1 M roztwér wodorotlenku sodu, do momentu uzyskania wartosci pH roztworu réwnego 8.
Uzyskany w ten sposob osad chitozanu odseparowano z wykorzystaniem zestawu do saczenia pod
zmniejszonym cisnieniem. Oddzielony osad naprzemiennie przemywano wodg destylowang i odsa-
czano, do momentu kiedy pH wody przemywajacej osiagnie warto$¢ w zakresie 6,5-7. Przemyty i od-
dzielony pod obnizonym ci$nieniem osad uzupetniono woda destylowana w takiej iloci, aby w przeli-
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czeniu na mase nieuwodnionego polimeru (przed straceniem), uzyskaé 1% wodny roztwér. Przygoto-
wana w ten sposéb zawiesine osadu chitozanu poddano homogenizacji przez 1 minute przy predkosci
obrotowej réwniej 10000 RPM, a nastepnie nasycaniu gazowym ditlenkiem wegla w iloéci 75 mL/min
w otwartym zbiorniku przy jednoczesnym mieszaniu mechanicznym z predkoscia obrotowa w zakresie
200 RPM do momentu uzyskania jednorodnego i przejrzystego roztworu, co jest jednoznaczne z roz-
puszczeniem sie chitozanu przy stezeniu ditlenku wegla w zakresie 10-500 ppm. pH otrzymanego w ten
sposob roztworu chitozanu miesci sie w zakresie 5,5-6,5. Roztwér poli(alkoholu winylowego) przygoto-
wano poprzez rozpuszczenie jego odpowiedniej nawazki w wodzie destylowanej o temperaturze w za-
kresie 50-60°C, tak aby stezenie roztworu polimeru wyniosto 7,5% (m/m).

W kolejnym kroku gotowe roztwory chitozanu w kwasie weglowym oraz poli(alkoholu winylowego)
zmieszano ze soba w taki sposdb, aby udziat masowy obu polimeréw w odniesieniu do ich form bez-
wodnych wynidst 1:1. W kolejnym kroku roztwory kompozytowe poddano mrozeniu w temperaturze
-18°C przez okres 18 godzin, a nastepnie suszeniu sublimacyjnemu przy cisnieniu max. 1 mbara i roz-
nicy temperatur miedzy temp. kondensatora liofilizatora a temperatura pétki, na ktérej odbywa sie su-
szenie réwnej co najmniej 100°C, w czasie 68 godzin. Wysuszony sublimacyjnie kompozyt CS/PVA
poddano mechanicznemu rozdrobnieniu z wykorzystaniem mtynka do postaci gruboziarnistego proszku.
Rozdrobniony kompozyt zmieszano z granulatem polikaprolaktonu, tak aby jego udziat stanowit 30%
masowych mieszaniny. Po doktadnym wymieszaniu sktadnikéw, mieszanine poddano ekstruzji w tem-
peraturze 150°C. Wyttaczane wtdkno o $rednicy 1-3 mm wychtadzane byto powietrzem o temperaturze
20-30°C i poddane granulacji w procesie ciagtym. Nastepnie uzyskany granulat poddano ponowne;
ekstruzji w temperaturze 150°C przy zastosowaniu gtowicy o $rednicy w zakresie 0,4-3 mm.

Przyktad 3

Do wytworzenia materiatu termoplastycznego o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej uzyto poli-
kaprolakton (PCL) wysokiej masy czasteczkowej w zakresie 100—-120 kDa, temperaturze topnienia 60°C
i indeksie topnienia 5 g/10 min, mierzonego w temperaturze 160°C, poli(alkohol winylowy) (PVA) o ma-
sie czagsteczkowej 10 kDa i stopniu hydrolizy 75%, chitozan (CS) o wysokiej masie czasteczkowej w za-
kresie 300-400 kDa i stopniu deacetylacji co najmniej 75%. W pierwszym etapie wytwarzania materiatu
termoplastycznego o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przygotowano kompozyt chitozanu z poli(al-
koholem winylowym).

10 g chitozanu rozpuszczono w 990 g 0,5 M wodnego roztworu kwasu hydroksyoctowego i mie-
szano z wykorzystaniem mieszadta mechanicznego przy predkosci obrotowej w zakresie 100-200 RPM
do momentu uzyskania jednorodnego, klarownego roztworu. Nastepnie w trakcie mieszania do roztworu
chitozanu porcjami dodawano 0,5 M roztwér wodorotlenku sodu, do momentu uzyskania wartosci pH
roztworu réwnego 8. Uzyskany w ten sposéb osad chitozanu odseparowano z wykorzystaniem zestawu
do saczenia pod zmniejszonym cisnieniem. Oddzielony osad naprzemiennie przemywano woda desty-
lowana i odsgczano, do momentu kiedy pH wody przemywajacej osiagnie warto$¢ w zakresie 6,5-7.
Przemyty i oddzielony pod obnizonym cisnieniem osad uzupetniono woda destylowana w takiej ilosci,
aby w przeliczeniu na mase nieuwodnionego polimeru (przed straceniem), uzyskaé 1% wodny roztwor.
Przygotowana w ten sposéb zawiesine osadu chitozanu poddano homogenizacji przez 2 minuty przy
predkosci obrotowej rowniej 20000 RPM, a nastepnie nasycaniu gazowym ditlenkiem wegla w zbiorniku
ci$nieniowym wyposazonym w zawor bezpieczenstwa przy cinieniu roboczym 2 baréw, przy jednocze-
snym mieszaniu mechanicznym z predkos$cia obrotowg 300 RPM do momentu uzyskania jednorodnego
i przejrzystego roztworu, co jest jednoznaczne z rozpuszczeniem sie chitozanu przy stezeniu ditlenku
wegla w zakresie 10—-500 ppm. pH otrzymanego w ten sposéb roztworu chitozanu mieéci sie w zakresie
5,5-6,5. Roztwér poli(alkoholu winylowego) przygotowano poprzez rozpuszczenie jego odpowiedniej
nawazki w wodzie destylowanej o temperaturze w zakresie 50-60°C, tak aby stezenie roztworu poli-
meru wyniosto 5% (m/m).

W kolejnym kroku gotowe roztwory chitozanu w kwasie weglowym oraz poli(alkoholu winylowego)
zmieszano ze soba w taki sposob, aby udziat masowy obu polimeréw w odniesieniu do ich form bez-
wodnych wyniost 1:1. W kolejnym kroku roztwory kompozytowe poddano mrozeniu w temperature
-80°C przez okres 6 godzin, a nastepnie suszeniu sublimacyjnemu przy ci$nieniu max. 6 mbara i réznicy
temperatur miedzy temp. kondensatora liofilizatora a temperatura potki, na ktérej odbywa sie suszenie
réwnej co najmniej 140°C, w czasie 24 godzin. Wysuszony sublimacyjnie kompozyt CS/PVA poddano
mechanicznemu rozdrobnieniu z wykorzystaniem miynka do postaci gruboziarnistego proszku. Roz-
drobniony kompozyt zmieszano z granulatem polikaprolaktonu, tak aby jego udziat stanowit 20% maso-
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wych mieszaniny. Po doktadnym wymieszaniu sktadnikéw, mieszanine poddano ekstruzji w temperatu-
rze 160°C. Wyttaczane witdkno o srednicy 2-3 mm wychtadzano powietrzem o temperaturze 20-30°C
i poddano granulacji w procesie ciagltym. Nastepnie uzyskany granulat poddano ponownej ekstruzji
w temperaturze 160°C przy zastosowaniu gtowicy o srednicy w zakresie 0,4-3 m.

Przyktad 4

W celu potwierdzenia otrzymania przeciwdrobnoustrojowego materiatu termoplastycznego, ktéry
nie ulega degradacji wskutek obecnosci pozostatosci kwasu do rozpuszczania chitozanu, przeprowa-
dzono testy termostatowania kompozytu CS-PVA (Tabela 1) oraz pomiary wtasciwos$ci mechanicznych,
aktywnosci wobec bakterii Escherichia coli i Staphylococcus aureus, cytotoksycznosci oraz drukowal-
no$ci metoda osadzania topionego widkna (FDM) dla widkien otrzymanych wedtug przyktadéw 1-3.

Tabela 1. Potwierdzenie destrukcyjnej roli kwaséw mineralnych standardowo wykorzystywanych

do rozpuszczania chitozanu w jego kompozytach z poli(alkoholem winylowym)
po 5-godzinnej obrébce temperaturowej w 160°C.

Rodza

Weglowy Octowy Chlorowodorowy
kwasu

Kompozyt
CS/PVA
1:1 m/m

Tabela 2. Wiasciwosci fizykochemiczne, biologiczne i uzytkowe otrzymanych wiékien wedtug przyktadu 1-3.

Przyklad | | Preyktad 2 | Przyklad 3

Wytrzymalo$¢ na rozcigganie

(
|MPal 1.5 8,1 9.2
Wydluzeme przyv rozcigganiu [%] 112 110 110
Logarvimiczny Stopien redukgji S. 2138 1 64 0.05
aureus " ’ .

Logarytmiczny Slqpnen redukgji 2.05 1,25 0,56
E.coh ,

Cytotoksycznos¢ wzgledem linii
komorkowej L929 jako 91 90 88
przezywalnos¢ komorek | %|

Drukowalnosé
metodg FDM

Twardos¢ [kPa] 6,2 3,5 438

> b

Elastycmnos¢ [-] 0,51 0,54 0,65

) k)

Przeprowadzony test termostatowania kompozytéw potwierdzit, ze zastosowanie metody ich
przygotowania poprzez potaczenie hydrozelu chitozanu w kwasie weglowym oraz roztworu poli(alkoholu
winylowego), a nastepnie liofilizacje zamrozonej mieszaniny tych polimeréw, pozwala na uzyskanie sta-
bilnego termicznie kompozytu, ktéry nie ulega degradacji w temp. do 160°C w trakcie kilkugodzinnego
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ogrzewania. Cechy tej nie posiadaja kompozyty chitozanu z poli(alkoholem winylowym), w ktérych
obecny jest kwas mineralny (np. octowy, chlorowodorowy) wykorzystywany w klasycznych metodach
rozpuszczania chitozanu. Tym samym udowodniono, Ze materiaty wyprodukowane tym sposobem nie
beda degradowaé podczas procesu ekstruzji, ktéry wymaga podwyzszonej temperatury, a kompozyt
chitozan poli(alkohol winylu) moze stanowi¢ sktadnik materiatéw termoplastycznych z wykorzystaniem
oshowy w postaci polikaprolaktonu. Testy aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej potwierdzity, ze oba ma-
teriaty wykazuja aktywno$¢ co najmniej bakteriostatyczna, przy czym materiat zawierajacy 20% chito-
zanu, opisany w przyktadzie wykonania 1, pozwala na redukcje bakterii S. aureus i E. coli o co najmniej
99% przy poczatkowym obcigzeniu mikrobiologicznym komoérkami wyzej wymienionych bakterii na po-
ziomie 1-5 x 107 jtk/ mL hodowli. Natomiast materiat zawierajacy 10% chitozanu, opisany w przyktadzie
wykonania 3, pozwala na redukcje bakterii S. aureus i E. coli 0 50 do 90% przy takim samym poczatko-
wym obciazeniu mikrobiologicznym komdrkami wyzej wymienionych bakterii. Test cytotoksycznosci me-
toda MTT wzgledem linii fibroblastéw mysich L929 potwierdzit, ze przezywalno$¢ komorek w kontakcie
z wytworzonym materiatem jest wyzsza niz 80%. Taki wynik oznacza brak efektu cytotoksycznego i po-
tencjalna zgodnos¢ materiatu jako rusztowania do hodowli komorkowe;.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb wytwarzania materiatu termoplastycznego jako filamentu do druku 3D zawierajacego
poli(alkohol winylowy), polikaprolakton oraz chitozan, gdzie roztwér chitozanu przygotowuje
sie w kwasie hydroksyoctowym lub mlekowym lub octowym, z ktérego nastepnie straca sie
rozpuszczony chitozan roztworem zasady, uzyskany osad poddaje sie separacji i przemywa-
niu, nastepnie zawieszeniu w odpowiedniej objetosci wody destylowanej, tak aby w przelicze-
niu na mase nieuwodnionego polimeru uzyskaé¢ 1% wodny roztwér, kolejno homogenizuje sie
i nasyca ditlenkiem wegla przy jednoczesnym mieszaniu mechanicznym zawiesiny do mo-
mentu rozpuszczenia chitozanu, znamienny tym, Ze chitozan w kolejnym etapie poddaje sie
kompatybilizacji do przetwodrstwa z surowcami termoplastycznymi poprzez zmieszanie jego
roztworu nasycanego dwutlenkiem wegla z wodnym roztworem hydrolizowanego poli(alkoholu
winylowego), o stopniu hydrolizy co najmniej 75%, korzystnie 80%, gdzie udziat masowy obu
polimeréw w odniesieniu do ich bezwodnych form wynosi 1:1, dalej mieszanine zamraza sie
w temperaturze w zakresie od -80°C do -18°C i wysusza sublimacyjne w warunkach cisnienia
w zakresie 0,9-6,0 mbar, przy réznicy temperatur pomiedzy kondensatorem liofilizatora a tem-
peratura poétki, na ktorej odbywa sie suszenie w zakresie od 70°C do 140°C a nastepnie tak
wysuszony kompozyt chitozanu i poli(alkoholu winylowego) po rozdrobnieniu miesza sie z po-
likaprolaktonem zas otrzymany filament poddaje sie ekstruzji, korzystnie dwustopniowe;.

2. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze wysuszony kompozyt chitozanu i poli(alkoholu
winylowego) stanowi 20 do 40% udziatu masowego, korzystnie 20% wytwarzanego materiatu
w postaci filamentu w osnowie z polikaprolaktonu.

3. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze stezenie ditlenku wegla w finalnym roztworze
chitozanu wykorzystywanym do tworzenia kompozytu z poli(alkoholem winylowym) o pH w za-
kresie 5,5-6,5 wynosi od 10 do 500 ppm.

4. Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze filament do druku 3D ekstruduje sie metoda
osadzania topionego materiatu FDM przy temperaturze dyszy: 130—-160°C i $rednicy dyszy
0,4-3,0 mm.



