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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest modyfikowany polimer termoplastyczny o wtasciwosciach przeciw-
bakteryjnych i przeciwzapalnych oraz sposéb jego otrzymywania.

Tworzywa przeciwdrobnoustrojowe oraz o wiasciwosciach przeciwzapalnych najczesciej wzbo-
gacone sg o antybakteryjny dodatek w postaci nanoczastek srebra (F.J. Osonga, V.M. Kariuki, I. Ya-
zgan, A. Jimenez, D. Luther, J. Schulte, O.A. Sadik, Sci. Total Environ., 2016, 563, 977-986; L. Li, C.
Zhao, Y. Zhang, J. Yao, W. Yang, Q. Hu, C. Wang, C. Cao, Food Chem., 2017, 215, 477-482). Nano-
czastki srebra zapewniajg zabezpieczenie w aplikacjach spozywczych, jednak nie jest to zabezpie-
czenie wystarczajgce w przypadku licznych zastosowan medycznych, jak i po wielokrotnym przetwor-
stwie, na przyktad w druku przestrzennym oraz nie wykazujg klasycznego dziatania przeciwzapalnego.
Tworzywa tego typu zawdzieczajg swoje wiasciwosci antybakteryjne dziataniu uwolnionych jonow
srebra. Nie bez znaczenia jednak jest fakt, ze jony srebra wykazujg wiele cech cytotoksycznych
w stosunku do komérek cztowieka, a takze szerokie spektrum dziatania wyjatawia Srodowisko,
co z punktu widzenia mikrobiologii klinicznej jest niekorzystne (P. Palaniappan, G. Sathishkumar, R.
Sankar, Spectrochim. Acta A, 2015, 138, 885-890; A. Massarsky, R. Abraham, K.C. Nguyen, P.
Rippstein, A.F. Tayabali, V.L. Trudeau, T.W. Moon, Comp. Biochem. Physiol. C, 2014, 159, 10-21).
Istotnym czynnikiem limitujgcym dodatkowo stosowanie nanosrebra jest relatywnie wysoka cena tego
modyfikatora. Istnieje zatem konieczno$¢ poszukiwania alternatywnych, bardziej bezpiecznych mate-
riatéw o wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych. Coraz wiecej prac badawczych poswieconych jest
zastosowaniu nanokrzemionki w materiatach antybakteryjnych, zwtaszcza w stosunku do bakterii ce-
chujgcych sie wysokg opornoscig na antybiotyki (K. Kon, M. Rai, Antibiotic Resistance Mechanism
and New Antimicrobial Approaches, Elsevier, 2016; A. Méndez-Vilas, Microbial Pathogens and Stra-
tegies for Combating Them: Science, Technology and education, Formatex Research Center, 2013).

Betulina [lup-20(29)-en-33,28-diol] jest powszechnie wystepujacym w przyrodzie triterpenem
pentacyklicznym typu lupanu. Duze jej iloSci znajdujg sie w zewnetrznej warstwie kory biatych gatun-
kow brzozy (zawarto$¢ 25-30%), stad tez kora stanowi fatwo dostepny surowiec, jako produkt ubocz-
ny w fabrykach papieru, do otrzymywania betuliny w procesie ekstrakcji, nie wymagajgcym wielkich
naktadow finansowych, nawet na skale przemystowg (patent US6392070B1 ). Betulina i fatwo otrzy-
mywane z niej pochodne wykazujg szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, takie jak: przeciwnowo-
tworowe, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwzapalne, hepatoochronne, przeciwkamicze
i inne, ktére pojawiajg sie juz przy bardzo niskich stezeniach, przy braku toksycznosci zaréwno in vitro
jak i in vivo (T.G. Tolstikova, |.V. Sorokina, G.A. Tolstikov, O.B. Flekhter, Russ. J. Bioorg. Chem.,
2006, 32, 37-49; T.G. Tolstikova, |.V. Sorokina, G.A. Tolstikov, O.B. Flekhter, Russ. J. Bioorg. Chem.,
2006, 32, 261-276; S. Alakurtti, T. Mdkela, S. Koskimies, J. Yli- Kauhaluoma, Eur. J. Pharm. Sci.,
2006, 29, 1-13). Dzieki tym cechom betulina przedstawiona wzorem 1, znana od ponad 200 lat, po-
siadajgca interesujacg strukture z dwoma grupami hydroksylowymi, to jest przy C-3 i C-28 oraz grupe
izopropenylowg przy C-19, stanowi dogodny materiat wyjsciowy do wielu modyfikacji chemicznych,
w tym réwniez do syntezy polimeréw, jako bifunkcyjny monomer pochodzenia naturalnego.

Pomimo, ze betulina i jej syntetycznie zmodyfikowane pochodne posiadajg interesujgce wiasci-
woséci farmakologiczne o szerokim spektrum dziatania, dotychczas nie udato sie opracowac i wprowa-
dzi¢ na rynek skutecznych polimeréw, z tej grupy zwigzkéw, o dobrych wiasciwosciach uzytkowych
i wykazujgcych dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwzapalne.

N. Auclair i wspotpracownicy opisali wykorzystanie pochodnej (3,28-diakryloilo)betuliny jako
bifunkcyjnego monomeru w reakcji kopolimeryzacji z olejem sojowym modyfikowanym dwoma dodat-
kowymi funkcjami: akryloilowg i epoksydowa. Polimeryzacja przeprowadzona w warunkach reakcji
wolnorodnikowej pod wptywem UV doprowadzita do otrzymania usieciowanego polimeru charaktery-
Zujgcego sie znacznie lepszg trwatoscig termiczng [N. Auclair, A. Kaboorani, B. Riedl, V. Landry, Ind.
Crops Prod., 2015, 76, 530-537].

Kolejny znany opis literaturowy: [M.N. Gorbunova, G.F. Krainova, |.A. Tolmacheva, V.V.
Grishko, Russ. J. Appl. Chem., 2012, 85, 1137-1141] dotyczy syntezy kopolimeréw betuliny w oparciu
0 reakcje maleinianu-28-O-betuliny z N-winylo-2-pirolidonem lub octanem winylu lub akrylonitrylem.
Pomimo, ze maleinian betuliny praktycznie nie ulega homopolimeryzaciji, to tatwo wchodzi w reakcje
kopolimeryzacji z N-winylo-2-pirolidonem, octanem winylu i akrylonitrylem w obecnosci wolnorodniko-
wego inicjatora azobis(izobutyronitrylu) (AIBN) z wytworzeniem liniowych kopolimeréw. Otrzymane
produkty sg rozpuszczalne w chloroformie, DMSO, DMF,THF, benzenie, acetonie i innych rozpusz-
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czalnikach organicznych, natomiast nie rozpuszczajg sie w wodzie. Ocena aktywnosci cytotoksyczne;j
in vitro otrzymanych kopolimeréw wykazata ich znaczne dziatanie w kierunku hamowania rozwoju
komoérek nowotworowych rhabdomyosarcoma (RD TE32), co wskazuje na mozliwo$¢ ich wykorzysta-
nia w medycynie i biotechnologii.

Podobny opis [M.N. Gorbunova, G.F. Krainova, D.M. Kisel’kov, V.O. Nebogatikov, Russ.
J. Appl. Chem., 2016, 89, 439-446] obejmuje synteze kopolimeréw betuliny na drodze reakcji winylo-
octanu-28-O-betuliny lub 4-winylobenzoesanu-28-O-betuliny z winylo-2-pirolidonem lub akrylonitrylem
w obecnosci wolnorodnikowego inicjatora azobis(izobutyronitrylu) (AIBN). Dodatkowo otrzymane ko-
polimery zmodyfikowano poprzez dodanie nanosrebra w ilosci 7%. Otrzymane produkty sg rozpusz-
czalne w rozpuszczalnikach organicznych, natomiast ich zaletg jest znaczna rozpuszczalno$sé w wo-
dzie. Test toksycznosci in vivo, przy podaniu doustnym, wykazat warto§¢é LDso >> 3 g/kg mc. Najwyz-
szg aktywno$¢ cytotoksyczng in vitro, oznaczong wobec linii komérek nowotworowych rhabdomyosar-
coma (RD), ptuc (A549) i czerniaka (MS), posiadajg kopolimery zawierajgce nanosrebro.

Polimeryzacja alliloamidéw kwasu betulonowego lub 2-hydroksyiminobetulonowego z akryloni-
trylem lub N-winylopirolidonem w warunkach reakcji wolnorodnikowej (w obecnoéci AIBN) prowadzi do
powstania odpowiednich liniowych kopolimeréw, wykazujgcych znaczng aktywno$¢ cytotoksyczng
wobec linii komérek nowotworowych czerniaka (MS) i ptuc (A549) [M.N. Gorbunova, G.F. Krainova,
I.A. Tolmacheva, V.V. Grishko, Russ. J. Bioorg. Chem., 2015, 41,732-738].

Mozliwe jest takze uzyskiwanie z betuliny materiatéw zblizonych do poliuretanéw stosujgc aro-
matyczne diizocyjaniany i difunkcyjne chlorki kwasowe jako $rodki sieciujgce [V. Era, T. Jaaskelainen,
P. Ukkonen, Angew. Makromol. Chem., 1980, 88, 79-88]. Znane sg publikacje zawierajgce informacje
dotyczace otrzymywania poliakrylanéw betuliny w warunkach wolnorodnikowej polimeryzaciji. Istnieja-
ce metody wykorzystujg metakrylany lub akrylany betuliny jako jeden z monomeréw [V. Era, T. Musto-
nen, T. Jaaskelainen, Makromol. Chem. Rapid. Commun., 1981, 2, 283-286].

W efekcie poszukiwan nowych mikroporowatych materiatdw mogacych znalezé zastosowanie
w procesach rozdziatu/magazynowania gazow, katalizie czy jako sorbenty opisano reakcje betuliny
Z tri- lub difunkcyjnymi komonomerami [J. Jeromenok, W. Bohimann, M. Antonietti, J. Weber, Macro-
mol. Rapid Commun., 2011, 32, 1846-1851]. W pierwszym przypadku wykorzystano trifunkcyjny chlo-
rek kwasowy, taki jak trichlorek 1,3,5-benzenotrikarbonylowy otrzymujac rozpuszczalny polimer o bu-
dowie rozgatezionej, w drugiej reakcji kiedy zastosowano dichlorek tereftaloilowy lub izoftaloilowy po-
wstat rozpuszczalny, porowaty polimer o budowie liniowej.

Otrzymywanie polimeréw termoplastycznych na bazie betuliny przedstawia opis patentowy
RU2167892. Proces zachodzi na drodze polikondensacji betuliny z kwasami dikarboksylowymi, takimi
jak: pimelinowy lub azelainowy lub sebacynowy, w stosunku molowym 1 : (1,01-1,04), w temperaturze
256-260°C.

Metode aktywowania powierzchni materiatéw polimerowych przy uzyciu betuliny pod wplywem
dziatania promieni UV opisuje patent RU2009139626. Otrzymane materiaty wykazujg znaczng aktyw-
nos$¢ przeciwbakteryjng i mogg by¢ stosowane w procesie pakowania materiatéw spozywczych.

Amerykanski opis patentowy US2002/0119935A1 przedstawia triterpeny, w tym betuline i jej
pochodne mogace mieé zastosowanie w leczeniu infekcji bakteryjnych i hamowaniu wzrostu bakterii.

Celem twdércow niniejszego wynalazku bylo opracowanie nowych materiatébw polimerowych
o dziataniu przeciwbakteryjnym i przeciwzapalnym, ktérych budowa oparta jest o strukture polimeréow
termoplastycznych i ktére zawierajg dodatek substancji o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych i prze-
ciwzapalnych pochodzenia naturalnego, jakg jest betulina.

Istote wynalazku stanowi modyfikowany polimer termoplastyczny wiasciwos$ciach przeciwbakte-
ryjnych i przeciwzapalnych charakteryzujgcy sie tym, ze zawiera w swej strukturze modyfikator w po-
staci betuliny o czystosci > 75%, przy czym baze stanowi polimer wybrany sposrdd: poliweglan (PC),
polilaktyd (PLA), polichlorek winylu (PVC), polietylen wysokocisnieniowy (PEw), polipropylen (PP),
poliamid (PA), a stosunek wagowy polimeru bazowego do betuliny wynosi od 5 : 1 do 100 000 : 1,
korzystnie od 20 : 1 do 100 :1.

Korzystnie, modyfikator stanowi betulina uzyskana z kory brzozy.

Istote wedtug wynalazku stanowi réwniez sposob otrzymywania modyfikowanego polimeru ter-
moplastycznego o witasciwosciach przeciwbakteryjnych i przeciwzapalnych polegajacy na tym, ze do
reaktora wprowadza sie termoplastyczny polimer bazowy, wybrany spoérdd: poliweglan (PC), polilak-
tyd (PLA), polichlorek winylu (PVC), polietylen wysokoci$nieniowy (PEw), polipropylen (PP), poliamid (PA),
w postaci granulatu lub kruszywa lub przemiatu oraz betuline o czystosci > 75% w postaci oczyszczo-
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nego proszku lub zawiesiny w alkoholanach, korzystnie w glikolu propylenowym, w stosunku wago-
wym od 5 : 1 do 100 000 : 1, korzystnie od 20 : 1 do 100 : 1, cato$¢ miesza sie w czasie od
10 do 90 minut, do uzyskania jednolitego pokrycia powierzchni polimeru, a nastepnie suszy sie w cza-
sie co najmniej 1 godziny, w temperaturze od 10 do 110°C zaleznej od parametréw technologicznych, to
jest od struktury i temperatur przetworstwa uzytego polimeru (granulatu lub kruszywa lub przemiatu).

Korzystnie, jako modyfikator stosuje sie betuline uzyskang z kory brzozy.

Korzystnie, jako reaktor stosuje sie mieszalnik ze stali nierdzewnej lub szkfa, wyposazony
w system odprowadzania tadunku elektrycznego.

Korzystnie, mieszanine polimeru bazowego z betuling suszy sie pod zmniejszonym ciSnieniem,
najkorzystniej o wartosci 66,7 kPa.

Do podstawowych zalet sposobu wedtug wynalazku nalezg:

— wykorzystanie dostepnych w handlu materiatéw polimerowych, takich jak: poliweglan, polilak-
tyd, polipropylen, polichlorek winylu, polietylen wysokoci$nieniowy oraz poliamid,

— prowadzenie procesu w fagodnych warunkach, co wynika z tego, ze przedmieszke przygoto-
wuje sie w temperaturze pokojowej, bez uzycia rozpuszczalnikéw, z wykorzystaniem oddziatywan
elektrostatycznych,

— prowadzenie procesu z wysokimi wydajnosciami (powyzej 90%),

— a przede wszystkim uzycie jako modyfikatora bakteriostatycznej i przeciwzapalnej betuliny,
substancji nietoksycznej, ktérg w prosty sposéb mozna otrzymac, bez wiekszych naktadéw finanso-
wych, na przykfad z kory brzozy, stanowigcej odpad przy produkcji papieru.

Otrzymana sposobem wedtug wynalazku mieszanina betuliny z odpowiednim materiatem poli-
merowym ma postac¢ blendy, z ktérej w nastepstwie dalszej przerdbki plastycznej prowadzonej zna-
nym sposobem otrzymuje sie granulat lub filament, o zabarwieniu neutralnym. Tak przygotowany ma-
teriat, po poddaniu odpowiedniej obrobce termicznej jest chemicznie odporny na dziatanie warunkéw
atmosferycznych, co zostato potwierdzone z wykorzystaniem komory xenotest zgodnie z normg
PN-EN ISO 4892-1:2016-06.

Z tych wzgledéw modyfikowany polimer termoplastyczny wedtug wynalazku stanowi doskonaty
zamiennik dla fluoropolimeréw, co wigze sie ze znacznymi oszczedno$ciami kosztéw materiatowych
dla przetwércy. W praktyce istnieje réwniez mozliwosé dodatkowego wzmocnienia materiatu nano-
wibknami, na przyktad celulozowymi lub dodania do niego organicznych modyfikatoréw wiasciwosci
i przetwérstwa oraz stabilizatoréw UV.

Budowa polimerow zostata potwierdzona w oparciu o spektroskopie 'H NMR, '3*C NMR oraz IR.

Rozwigzanie wedtug wynalazku, przedstawione jest doktadniej na ponizszych przyktadach wy-
konania.

Przyktad 1. Otrzymywanie poliweglanu z betuling.

Do reaktora w postaci mieszalnika ze stali nierdzewnej o pojemnoéci 3000 cm?3, zaopatrzonego
w system odprowadzania fadunku elektrycznego wprowadzono w temperaturze 25°C poliweglan
w postaci granulatu (1500 g) oraz betuline o czystosci > 98% w postaci proszku (7500 mg). Catosé
mieszano z wykorzystaniem mieszadta teflonowego o topatach zgarniajgcych przez 30 minut, z pred-
koscig 50 obrotéw na minute (r/min), po czym mieszanine suszono aerostatycznie w 100°C przez
24 godziny. Suchg mieszanine poddano wyttaczaniu za pomoca jednoslimakowej, czterostrefowej
wyttaczarki Slimakowej o Slimaku 32 I/d (to jest gdzie stosunek diugoéci Slimaka do jego Srednicy wy-
nosi 32:1) przy zastosowaniu temperatur stref grzejnych odpowiednio na gtowicy i kolejnych trzech
strefach 265°C, 230°C, 210°C i 160°C i predkosci wyttoku 60 obrotéw na minute (r/min). Uzyskana
w ten sposob struna byta odbierana na podajnik taSmowy i chtfodzona powietrzem na odcinku trzech
metréw, nawinieta na bebny struna byta nastepnie przeznaczona do wydrukdéw modeli 3D.

Przyktad 2. Otrzymywanie polilaktydu z betuling.

Do reaktora w postaci mieszalnika ze stali nierdzewnej o pojemnosci 3000 cm?3, zaopatrzonego
w system odprowadzania fadunku elektrycznego wprowadzono w temperaturze 25°C polilaktyd
w postaci kruszywa (2000 g) oraz betuline o czystosci >98% w postaci proszku (500 mg). Cato$¢ mie-
szano z wykorzystaniem mieszadta teflonowego o topatach zgarniajgcych przez 30 minut, z predko-
Scig 30 obrotéw na minute (r/min), po czym mieszanine suszono aerostatycznie w 80°C przez 24 go-
dziny. Suchg mieszanine poddano wyttaczaniu za pomocg jednos$limakowej, czterostrefowej wytta-
czarki Slimakowej o Slimaku 32 I/d (to jest gdzie stosunek dtugosci $limaka do jego $rednicy wynosi
32:1) przy zastosowaniu temperatur stref grzejnych odpowiednio na gtowicy i kolejnych trzech strefach
220°C, 200°C, 170°C i 130°C i predkosci wyttoku 90 obrotéw na minute (r/min). Uzyskana w ten spo-
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séb struna byfa odbierana na podajnik taSmowy i chtodzona powietrzem na odcinku trzech metréw,
nawinieta na bebny struna byta nastepnie przeznaczona do wydrukéw modeli 3D.

Przyktad 3. Otrzymywanie polipropylenu z betuling.

Do reaktora w postaci mieszalnika ze stali nierdzewnej o pojemno$ci 3000 cm?3, zaopatrzonego
w system odprowadzania tadunku elektrycznego wprowadzono w temperaturze 21°C polipropylen
w postaci granulatu (500 g) oraz betuline o czystosci > 98% w postaci proszku (1200 mg). Catos¢
mieszano z wykorzystaniem mieszadta teflonowego o topatach zgarniajgcych przez 90 minut, z pred-
koscig 50 obrotéw na minute (r/fmin), po czym mieszanine suszono aerostatycznie w 60°C przez
24 godziny pod zmniejszonym ci$nieniem o warto$ci 500 mmHg, przy czym zmniejszone ci$nienie
zastosowano w celu przyspieszenia odparowywania frakcji lotnych. Suchg mieszanine poddano wy-
ttaczaniu za pomocg jednoslimakowej, czterostrefowej wyttaczarki Slimakowej Slimaku 32 I/d (to jest
gdzie stosunek dtugosci Slimaka do jego $rednicy wynosi 32:1) przy zastosowaniu temperatur stref
grzejnych odpowiednio na gtowicy i kolejnych trzech strefach 200°C, 175°C, 150°C i 110°C i predkosci
wyttoku 90 obrotéw na minute (r/min). Uzyskana w ten sposob struna byta odbierana na podajnik ta-
Smowy i chfodzona powietrzem na odcinku trzech metréw, nawinieta na bebny struna byta nastepnie
przeznaczona do wydrukéw modeli 3D.

Przyktad 4. Otrzymywanie polichlorku winylu z betuling.

Do reaktora w postaci mieszalnika ze stali nierdzewnej o pojemnosci 3000 cm?3, zaopatrzonego
w system odprowadzania tadunku elektrycznego wprowadzono w temperaturze 25°C polichlorek winy-
lu w postaci przemiatu (700 g) oraz betuline o czystosci > 98% w postaci proszku (500 mg). Catos¢
mieszano z wykorzystaniem mieszadta teflonowego o topatach zgarniajgcych przez 45 minut, z pred-
koscig 50 obrotéw na minute (r/fmin), po czym mieszanine suszono aerostatycznie w 85°C przez
24 godziny. Suchg mieszanine poddano wyttaczaniu za pomocg jednoslimakowej, czterostrefowej
wyttaczarki Slimakowej o Slimaku 32 I/d (to jest gdzie stosunek dtugosci Slimaka do jego Srednicy wy-
nosi 32:1) przy zastosowaniu temperatur stref grzejnych odpowiednio na gtowicy i kolejnych trzech
strefach 220°C, 200°C, 170°C i 130°C i predkosci wyttoku 90 obrotéw na minute (r/min). Uzyskana
w ten sposob struna byta odbierana na podajnik taSmowy i chtfodzona powietrzem na odcinku trzech
metréw, nawinieta na bebny struna byta nastepnie przeznaczona do wydrukdéw modeli 3D.

Przyktad 5. Otrzymywanie polietylenu wysokocisnieniowego z betuling.

Do reaktora w postaci mieszalnika ze stali nierdzewnej o pojemnoéci 3000 cm?3, zaopatrzonego
w system odprowadzania tadunku elektrycznego wprowadzono w temperaturze 25°C polietylen wyso-
koci$nieniowy w postaci granulatu (2000 g) oraz betuline o czystosci > 98% w postaci proszku (500 mg).
Cato$¢ mieszano z wykorzystaniem mieszadta teflonowego o topatach zgarniajgcych przez
50 minut, z predkoscig 50 obrotéw na minute (r/min), po czym mieszanine suszono aerostatycznie
w 80°C przez 30 godzin. Suchg mieszanine poddano wyttaczaniu za pomocg jedno$limakowej, czte-
rostrefowej wyttaczarki Slimakowej o Slimaku 32 I/d (to jest gdzie stosunek dtugosci $limaka do jego
Srednicy wynosi 32:1) przy zastosowaniu temperatur stref grzejnych odpowiednio na gtowicy i kolej-
nych trzech strefach 220°C, 200°C, 170°C i 130°C i predkosci wyttoku 90 obrotéw na minute (r/min).
Uzyskana w ten sposob struna byta odbierana na podajnik taSmowy i chtodzona powietrzem na odcinku
trzech metréw, nawinieta na bebny struna byta nastepnie przeznaczona do wydrukéw modeli 3D.

Przyktad 6. Otrzymywanie poliamidu z betuling.

Do reaktora w postaci mieszalnika ze stali nierdzewnej o pojemnoéci 3000 cm?3, zaopatrzonego
w system odprowadzania fadunku elektrycznego wprowadzono w temperaturze 25°C poliamid w po-
staci kruszywa (650 g) oraz betuline o czystosci > 98% w postaci proszku (600 mg). Cato$¢ mieszano
z wykorzystaniem mieszadta teflonowego o topatach zgarniajgcych przez 20 minut, z predkoscig
50 obrotéw na minute (r/min), po czym mieszanine suszono aerostatycznie w 70°C przez 24 godziny.
Suchg mieszanine poddano wyttaczaniu za pomocg jednos$limakowej, czterostrefowej wyttaczarki
Slimakowej o $limaku 32 I/d (to jest gdzie stosunek diugosci Slimaka do jego $rednicy wynosi 32:1)
przy zastosowaniu temperatur stref grzejnych odpowiednio na gtowicy i kolejnych trzech strefach
220°C, 200°C, 170°C i 130°C i predkosci wyttoku 90 obrotéw na minute (r/min). Uzyskana w ten spo-
séb struna byfa odbierana na podajnik taSmowy i chtodzona powietrzem na odcinku trzech metréw,
nawinieta na bebny struna byta nastepnie przeznaczona do wydrukéw modeli 3D.

Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej

Oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej otrzymanych materiatéw polimerowych dokonano zgodnie
z normg ISO 22196: 2007 (E) ,Plastics — Measurement of antibacterialactivity on plastics surfaces”.
Jako materiat odniesienia zastosowano szczep referencyjny Escherichia coli ATCC 25922. W bada-



niach zastosowano inokulum bakteryjne o objetosci 0,4 ml i stezeniu 6 x 10° bakterii/ml. Warunki inku-
bacji probek z inokulum byly prowadzone w temperaturze 35°C, przy wilgotno$ci nie mniejszej niz
90%, przez 24 godziny. Neutralizacja kazdej z prob zostata przeprowadzona zgodnie z (PN ISO
18593: 2005; PN ISO 14562: 2006). Po dokonaniu serii 10-krotnych rozcienczen inkubowano prébki
na ptytkach Petriego w warunkach opisanych w normie. Zaréwno dla préb badanych jak i kontrolnych
obliczono wspétczynnik N — liczba zywych bakterii odzyskanych na cm? probki. W oparciu o otrzyma-
ne wyniki stwierdzono aktywno$¢ przeciwbakteryjng R z przedziatu (R = 1,45 — 2,0) otrzymanych pty-
tek wykonanych z polimeréw zawierajacych betuline w poréwnaniu do materiatu wyjSciowego bez
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dodatku betuliny.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki badan aktywnos$ci mikrobiologicznej dla poliweglanu zawiera-

jacego betuline w przedziale 0,025%-0,5%.

Tabela 1
1. | Norma badawcza ISO 22196:2007(E)
“Plastics — Measurement of antibacterial
activity on plastics surfaces”
2. | Rodzaj plastiku 50 mm x 50 mm,
zastosowanego dla probek
kontrolnych (rozmiar, ksztatt,
grubosé)
3. | Rodzaj plastiku 50 mm x 50 mm,
zastosowanego dla prébek
badanych (rozmiar, ksztatt,
grubosc)
4. | Rodzaj polimeru PP film, 40 mm x 40 mm, 0,05 mm
zastosowanego jako “cover
film” (rozmiar, ksztait, grubos¢)
5. | Gatunek bakterii i rodzaj Escherichia coli — ATCC 25922
zastosowanego szczepu
6. | Objetos¢ inokulum 0,4 mi
7. | Stezenie bakterii w inokulum Escherichia coli: 6 x 10 cells/ml
8. | Wartos¢ Ug, Uyi Ay Escherichia coli. Uy — 4,21
Uy — 4,91
A;i-3,46
9. | Aktywnosc¢ antybakteryjna-R |R=1,45-2,0
10. | Objetosc, rodzaj neutralizatora | 10 ml, SCDLP broth
11. | Data eksperymentu 14.12.2016 — 17.12.2016
12. | Data raportu 18.12.2016

Srednia wyznaczona aktywno$é antybakteryjna (R) dla badanego materiatu w tym przypadku

wyniosfa 1,85,
zgodnie z:
R = (U, - Uo) - (At- Uo) = Ut - At
gdzie:
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Uo — $rednia logarytmu dziesietnego liczby zywych bakterii, liczba komdrek/cm?, odzyskanych
z prébek nietraktowanych po posiewie,

Ut — $rednia logarytmu dziesietnego liczby zywych bakterii, liczba komdrek/cm?, odzyskanych
z prébek nietraktowanych po 24 h,

At — $rednia logarytmu dziesietnego liczby zywych bakterii, liczba komérek/cm?, odzyskanych
z prébek traktowanych po 24 h.

W tabeli 2 przedstawiono ocene dziatania antybakteryjnego R wedtug ISO 22196:2007.

Tabela 2

Dzialanie antybakteryjne R wedlug [ zabitych Occna

1SO 22196:2007 bakterii

l<1,5 1<96.8 | Stabo

|1.5 -2.0 I 96.8-99.0 l Dopuszczalnie
12,0-3,0 >99.0-99.9 [Dobrze

l> 3.0 [>99.9 lDoskonalc

Ocena aktywnosci przeciwzapalnej

Ocene aktywnosci przeciwzapalnej otrzymanych materiatéw polimerowych, dokonano zgodnie
z normg 1SO10993-5:2009(E). Badania zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem prawidtowych
ludzkich fibroblastow skéry (linia komérkowa NHDF, ang. normalhumandermalfibroblasts, CC-2511;
Clonetics, San Diego, CA, USA), hodowanych przez 24 godziny w pozywce FBM (ang. Fibroblast
Basal Medium; Lonza, Basel, Szwajcaria), wzbogaconej hFGF-B (ludzki czynnik wzrostu fibroblastow,
ang. Human Fibroblast Growth Factor-basic), insuling | gentamycyng (FGM™SingleQuots™:; Lonza,
Basel, Szwajcaria). Aktywno$¢ przeciwzapalng oceniano na podstawie analizy zmian transkryptomu
komérek wyznaczanego metodg mikromacierzy ekspresyjnych z zastosowaniem piytek HG-U133A.
Walidacje eksperymentu macierzowego prowadzono metodg qRT-PCR. Zmiany w profilu ekspres;ji
gendéw uczestniczgcych w procesach zapalnych wskazujg na przeciwzapalny wptyw otrzymanych
materiatéw polimerowych w poréwnaniu do materiatu wyj$ciowego bez dodatku betuliny.

Przygotowane sposobem wedtug wynalazku modyfikowane polimery, w szczegélnosSci poliwe-
glan, mozna obrabia¢ na konwencjonalnych maszynach do najmniejszych tolerancji, stosowaé bezpo-
Srednio jako filament w druku przestrzennym. Tworzywo szczegélnie polecane jest w takich dziedzi-
nach jak technika lotnicza, elektronika, technika medyczna, budowa maszyn i przemyst 10 samocho-
dowy, szeroko pojete prototypowanie.

Polimery wedtug wynalazku wykazujg znaczng aktywno$¢ przeciwbakteryjng i przeciwzapalna.
Ze wzgledu na osiggang aktywno$¢ polimery te mogg by¢ korzystnie stosowane w medycynie i bio-
technologii.

Materiat otrzymany sposobem wedtug wynalazku wykazuje wtasciwosci, dzieki ktérym moze
znalez¢ szczegdblne zastosowanie rowniez jako przeciwbakteryjny i przeciwzapalny filament do druku
przestrzennego 3D. Takie wnioski wyciggnieto w oparciu o analize parametréw przetwérczych oraz
empirycznie w procesie modelowania z wykorzystaniem technologii przyrostowych.

Zastrzezenia patentowe

1. Modyfikowany polimer termoplastyczny o witasciwosciach przeciwbakteryjnych i przeciwza-
palnych znamienny tym, ze zawiera w swej strukturze modyfikator w postaci betuliny o czy-
stosci > 75%, przy czym baze stanowi polimer wybrany spoéréd: poliweglan (PC), polilaktyd
(PLA), polichlorek winylu (PVC), polietylen wysokoci$nieniowy (PEw), polipropylen (PP), po-
liamid (PA), a stosunek wagowy polimeru bazowego do betuliny wynosi od 5 : 1 do 100 000 : 1,
korzystnie od 20 : 1 do 100 :1.

2. Modyfikowany polimer weditug zastrz. 1, znamienny tym, ze modyfikator stanowi betulina
uzyskana z kory brzozy.



PL 235673 B1

. Spos6b otrzymywania modyfikowanego polimeru termoplastycznego o wiasciwosciach prze-
ciwbakteryjnych i przeciwzapalnych znamienny tym, ze do reaktora wprowadza sie termo-
plastyczny polimer bazowy wybrany spoérdd: poliweglan (PC), polilaktyd (PLA), polichlorek
winylu (PVC), polietylen wysokocisnieniowy (PEw), polipropylen (PP), poliamid (PA), w po-
staci granulatu lub kruszywa lub przemiatu oraz betuline o czystoSci > 75% w postaci
oczyszczonego proszku lub zawiesiny w alkoholanach, korzystnie w glikolu propylenowym,
w stosunku wagowym od 5 : 1 do 100 000 : 1, korzystnie od 20 : 1 do 100 : 1, cato$¢é miesza
sie w czasie od 10 do 90 minut, do uzyskania jednolitego pokrycia powierzchni polimeru,
a nastepnie suszy sie w czasie co najmniej 1 godziny, w temperaturze od 10 do 110°C za-
leznej od parametrow technologicznych, to jest od struktury i temperatur przetwérstwa uzy-
tego polimeru.

. Sposo6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze jako modyfikator stosuje sie betuline uzyska-
ng z kory brzozy.

. Sposo6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze jako reaktor stosuje sie mieszalnik ze stali nie-
rdzewnej lub szkta, wyposazony w system odprowadzania fadunku elektrycznego.

. Spos6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze mieszanine polimeru bazowego z betuling su-
szy sie pod zmniejszonym ci$nieniem, najkorzystniej o wartosci 66,7 kPa.
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