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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb okre$lania stezenia chitozanu w roztworach wodnych za
pomoc3 testu probéwkowego.

Chitozan jest biopolimerem pozyskiwanym przez czeSciowg N-deacetylacje chityny [1]. Dzieki
specyficznym wiasciwosciom, takim jak duza gesto$é tadunku dodatniego, reaktywnos$¢, zdolnosé do
wigzania wody i tworzenia zeli, wlasciwos$ci sorpcyjne i chelatujgce w stosunku do jonéw metali, dziata-
nie bakteriobdjcze, grzybobojcze i przeciwzapalne, biokompatybilno$¢, nietoksyczno$é oraz biodegradowal-
nos¢, chitozan znajduje szerokie praktyczne zastosowanie, szczegdinie w medycynie [1-5]. Jest stosowany
do konstrukcji implantéw, do produkcji nowoczesnych opatrunkédw medycznych, sztucznej skoéry, socze-
wek kontaktowych i szwéw chirurgicznych. Chitozan wykorzystuje sie tez do oczyszczania wod $cieko-
wych, w tym do usuwania jonéw metali, pestycydoéw, fenoli, flokulantéw i koagulantéw oraz filtrowania
wody, jak réwniez do produkcji papieru, kosmetykéw oraz dodatkéw do zywnosci i pasz, w biotechno-
logii i rolnictwie. [4,6,7].

Chitozan w roztworach wodnych moze by¢ iloSciowo oznaczany typowymi metodami stoso-
wanymi dla polimeréw wodorozpuszczalnych, tj. metodg pomiaru zawartosci ogélnego wegla orga-
nicznego oraz przez potencjometryczne oznaczanie anionu chlorkowego [8], metodg koloidalnego
miareczkowania [9], turbidymetryczng [10], poprzez miareczkowanie potencjometryczne z elek-
trodg jonoselektywng [11], czy tez spektrofotometrycznie, z wykorzystaniem barwnikéw trifenylo-
metanowych [12].

Procedury analityczne wykorzystujgce fakt tworzenia trudnorozpuszczalnych asocjatéow polimer
kationowy — barwnik anionowy wymagajg wyznaczenia krzywej kalibracyjnej lub zmiareczkowania
prébki badanego roztworu.

Przyktad 1[13]

Prébke analitu umieszcza sie w zakrecanej probdwce wraz z okreslong iloscig wodnego roztworu
barwnika Czeri Amidowa 10B, odstawia na 24 h i mierzy absorbancje mieszaniny przy dtugosci fali
620 nm. Warto$¢ pH prébki analitu powinna miesci¢ sie w zakresie 5-8, a sita jonowa nie moze prze-
kracza¢ 1 M NaCl. Wynik odczytuje sie z krzywej kalibracyjnej. Zakres oznaczenia wynosi 20-200 pmoli
meru/dm®. W oznaczeniu przeszkadzajg sole metali jedno- i wielowartosciowych, a takze surfaktanty
niejonowe, kationowe i anionowe.

Przyktad 2[14]

Prébke analitu miareczkuje sie spektrofotometrycznie wodnym roztworem barwnika Czern Ami-
dowa 10B przy dtugosci fali z zakresu 600-650 nm. Barwnik dozuje sie z czestotliwoscig 1/min., por-
cjami o objetosci 100 mL. Miareczkowanie prowadzi sie do momentu wystgpienia skokowej zmiany
absorbancji, a wynik oblicza sie na podstawie odpowiedniego réwnania. Zakres oznaczenia wynosi
10-80 pumoli meru/dm?3. Btad oznaczenia siega -16%.

W niniejszym rozwigzaniu proponuje sie zastosowanie nieskomplikowanej metody oznaczania
stezania chitozanu w roztworach wodnych, pozwalajgcej na wykonanie analizy bez uzycia specjalistycz-
nej aparatury pomiarowe;j.
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Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest spos6b oznaczania stezen chitozanu (CTN) w roztwo-
rach wodnych za pomocg testu probéwkowego, z zastosowaniem barwnika Czern eriochromowa T
(CET) o wzorze sumarycznym C20H12N3O7SNa i masie molowej 461,38 g/mol. Podstawe oznaczenia
stanowi zjawisko tworzenia trudnorozpuszczalnego asocjatu polimer-barwnik, ktéry przy stosunku mo-
lowym sktadnikéw zblizonym do 1 wytrgca sie z roztworu, powodujgc niemal catkowite odbarwienie
supernatanta w mieszaninie chitozan-Czern eriochromowa T.

Sposo6b obejmuje nastepujgce kroki: przygotowanie serii probéwek zawierajgcych jednakowe ob-
jetosci badanego roztworu CTN, wprowadzenie do proboéwek réznych dawek roztworu CET o neutral-
nym pH, sedymentacja osadu, wytypowanie probki o najwiekszym stopniu odbarwienia supernatanta,
obliczenie stezenia CTN wg wzordw:

Ccrn[mmol/l] = Ceer[mmol/L] - Veer[mL] / Vern[mL] Q)

albo

Ccem[mg/L] = Ccer[mmol/L] - Vcer[mL] - Mctn[g/mol] / Vern[mL] 2

gdzie:

Ccmni Ceer— stezenia badanego roztworu chitozanu oraz roztworu Czerni eriochromowej T
wprowadzonego do probdéwek

Vern i Veer— objetosci roztworéw chitozanu oraz Czerni eriochromowej T w mieszaninie
0 najwiekszym stopniu odbarwienia supernatanta

Mctn — masa czasteczkowa chitozanu

Roztw6r podstawowy chitozanu (M=142 g/mol, Aldrich) o stezeniu 200 mg/L, otrzymano przez
rozpuszczenie odpowiedniej nawazki w 2% kwasie octowym. Z roztworu podstawowego chitozanu spo-
rzadzono roztwory robocze (badane) o wybranych stezeniach, poprzez odpowiednie rozcienczenie
wodg destylowang.

Roztw6r Czerni eriochromowej T (ROCH) o stezeniu 0,5 m mol/L otrzymano przez rozpuszczenie
odpowiedniej nawazki barwnika w wodzie destylowane;j.

Oznaczenia wykonano w nastepujgcy sposob: do zakrecanych probéwek pomiarowych o pojem-
nosci 10 cm® odmierzano po 4 cm?® badanego roztworu chitozanu. Nastepnie do kolejnych probek wpro-
wadzano rosngco dawki roztworu barwnika, po czym prébki mieszano i pozostawiono w statywie na
1 dobe. Wyglad prébek po sedymentac;ji zilustrowano fotografiami. Dla potwierdzenia r6znic natezania
barwy po sedymentaciji wykonano pomiar absorbancji roztworéw przy dtugosci fali 535 nm. Dla prébki
0 najmniejszym natezeniu barwy roztworu wykonywano obliczenie stezenia chitozanu w analizowanym
roztworze, korzystajgc z rébwnania (2).

Przyktad 1. Oznaczenie w roztworze chitozanu o stezeniu 18 mg/L

nf

pIGDk 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
:‘;‘," 0.2 0.3 04 0.5 06 07 0.8 08 5 11
Abs 047 0.51 054 0.56 060 62 0.52 054 018 065

Obliczenie dla prébkinr 9: Cctn=0,5-1/4 - 142 = 17,75 mg/L
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Przyktad 2: Oznaczenie w roztworze chitozanu o stezeniu 18 mg/L

or

orbYi 1 2 3 4 5 6 7 8 9(7) 10
:;"," 0.1 02 03 0.4 05 0.6 07 c8 09 1
Abs 0.44 0.57 062 0,68 0.80 0.82 085S 0,88 0,29 1.08

Obliczenie dla prébki nr 9: Cctn =0,5-0,9/4 - 142 = 15,98 mg/L

Przyktad 3: Oznaczenie w roztworze chitozanu o stezeniu 10 mg/L

nr

probi ! 2 3 4 5 6 7 87} 80 10
Veer,

em? 0.2 0.25 03 0,35 04 045 0,5 055 06 0.65
Abs 0,44 0.46 0,52 0,49 0.52 0.58 0,60 0,31 0.28 0.62

Obliczenie dla prébki nr 8 9, tj. o zblizonych stopniu odbarwienia:
Ccn=10,5-0,6/4-142=10,65 mg/L
Ccn=10,5-0,55/4 - 142 = 9,76 mg/L

Schemat ukfady pomiarowego. Strzatka pozioma pokazuje kierunek wzrostu zawarto$ci barw-
nika. Strzatka pionowa wskazuje prébke, w ktérej stosunek molowy CET:CTN jest zblizony do 1.
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Zastrzezenia patentowe

. Sposo6b oznaczania stezenia chitozanu w roztworach wodnych, znamienny tym, ze do pro-
béwek zawierajgcych okreslong objeto$¢ badanego roztworu chitozanu wprowadza sie ro-
sngco dawki barwnika Czern eriochromowa T i po zakonczeniu sedymentacji — grawitacyjnie
w ciggu 24 godzin, obserwuje stopien odbarwienia supernatanta.

. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze sedymentacje przyspiesza sie poprzez wirowa-
nie prébek.

. Sposo6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze na podstawie iloSci barwnika w prébce o naj-
wiekszym stopniu odbarwienia supernatanta wylicza sie stezenie chitozanu w badanym roz-
tworze, korzystajgc ze wzordw:

Ccrn[mmol/l] = Ceer[mmol/L] - Veer[mL] / Vern[mL]

albo
Ccem[mg/L] = Ccer[mmol/L] - Vcer[mL] - Mctn[g/mol] / Vern[mL]

gdzie:

Cctni Ceer— stezenia badanego roztworu chitozanu oraz roztworu Czerni eriochromowej T
wprowadzonego do proboéwek

Vern i Vecer—  objetosci roztwordw chitozanu oraz Czerni eriochromowej T w mieszaninie
0 najwiekszym stopniu odbarwienia supernatanta

Mctn — masa czasteczkowa chitozanu.

. Spos6b wg zastrz. 1 znamienny tym, ze zakres oraz dokfadno$¢ oznaczenia reguluje sie

poprzez dobdr stezenia barwnika oraz dawki barwnika i analitu.



