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Wykaz skrótów, akronimów i symboli 

Skrót/akronim/symbol Termin w języku polskim Termin w języku angielskim 

AA Kwas akrylowy Acrylic acid 

AM Akrylamid Acrylamide 

CC Chlorek choliny  Choline chloride 

CMC Karboksymetylochitozan Carboxymethyl chitosan 

CRF Nawozy o kontrolowanym 

uwalnianiu 

Controlled Release Fertilizers 

CS Chitozan Chitosan 

DA Stopień acetylacji Degree of acetylation 

DD Stopień deacetylacji Degree of deacetylation 

DES Rozpuszczalniki głęboko 

eutektyczne 

Deep eutectic solvents 

DS Stopień podstawienia Degree of substitution 

DQ Stopień czwartorzędowania  Degree of quaternization 

GA Aldehyd glutarowy Glutaraldehyde 

GE Glikol etylenowy Ethylene glycol 

GlcN D-glukozamina D-glucosamine 

GlcNAc N-acetylo-D-glukozamina N-acetyl-D-glucosamine 

GPC/SEC Chromatografia 

żelowa/Chromatografia 

wykluczania 

Gel Permeation 

Chromatography/Size Exclusion 

Chromatography 

GTMAC Chlorek 

glicydylotrimetyloamoniowy 

(Chlorek 2,3-epoksypropylo-

trimetyloamoniowy) 

Glycidyltrimethylammonium 

chloride 

((2,3-epoxypropyl)trimethyl-

ammonium chloride) 

HACC 2-hydroksypropylo-3-

trimetyloamoniowy chlorek 

chitozanu 

2-hydroxypropyltrimethyl 

ammonium chloride chitosan 

HBA Akceptor wiązań wodorowych Hydrogen bond acceptor 

HBD Donor wiązań wodorowych Hydrogen bond donor 

MBA N,N’-metylenobisakrylamid N,N’-methelenebisacrylamide 

MW Masa molowa Molecular weight 

PVA Alkohol poliwinylowy Polyvinyl alcohol 

RSD Względne odchylenie standardowe Relative standard deviation 

SD Odchylenie standardowe Standard deviation 

SRF Nawozy o powolnym uwalnianiu Slow release fertilizers 

TPP Tripolifosforan sodu Sodium tripolyphosphate 

U Mocznik Urea 
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CEL I ZAKRES PRACY 

Grupa Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. jest znaczącym producentem granulowanych 

nawozów saletrzanych. Nawozy wytwarzane w Grupie Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. 

charakteryzują się bardzo wysoką jakością i cieszą się dużym uznaniem na rynku krajowym, a także na 

rynkach zagranicznych. Mimo jednoznacznie pozytywnej oceny obecnego stanu technologii 

wytwarzania granulowanych nawozów saletrzanych w Grupie Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. 

konieczne są dalsze działania zmierzające do usprawnienia procesów produkcyjnych oraz poprawy 

jakości produktów.  

Zwiększone zapotrzebowanie na żywność związane z rosnącym globalnym zaludnieniem 

wymaga intensyfikacji płodów rolnych. Zastosowanie dużych ilości nawozów sztucznych 

zawierających składniki odżywcze i pestycydów oraz systemów nawadniania zaowocowało znacznym 

wzrostem produkcji zbóż na świecie, jednak nadmierna chemizacja w rolnictwie przyczynia się także 

do negatywnych zjawisk takich jak eutrofizacja, efekt cieplarniany czy wysalanie gleb. Przenawożenie 

gleb przyczynia się do przedostawania składników pokarmowych do wód gruntowych rzek i zbiorników 

wodnych. W celu złagodzenia tych problemów, we współczesnym rolnictwie wprowadza się nawozy 

o kontrolowanym i spowolnionym uwalnianiu – CRF i SRF (ang. Controlled Release Fertilizers i Slow 

Release Fertilizers). Nawozy te produkowane są w celu zwiększenia efektywności wykorzystania 

składników odżywczych, pozwalają ograniczyć dawkowanie, nazywane są również „przyjaznym dla 

środowiska nawozem” ze względu na to, że w znacznym stopniu przyczyniają się do ograniczenia 

potencjalnych zanieczyszczeń.  

Jednym ze sposobów wytwarzania CRF jest otoczkowanie nawozów. Polega to głównie na 

natryskiwaniu warstwy lub kilku warstw materiału otoczkującego na powierzchnię granuli nawozu,  

w celu utworzenia otoczki o niskiej przepuszczalności. Komercyjne CRF z powłokami polimerowymi 

wykorzystujące materiały syntetyczne mogą być trudne do degradacji, co przyczynia się do ich 

gromadzenia w glebie. Poza tym większość polimerów wymaga rozpuszczalnika organicznego takiego 

jak dichlorometan, N,N-dimetyloformamid czy chloroform, które są szkodliwe dla środowiska. Ponadto 

w Unii Europejskiej, w celu rozwiązania problemów nawozów i zrównoważonego nawożenia, 

opracowano Rozporządzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/1009 z dn. 5.06.2019 r. 

Rozporządzenie to ustanawia przepisy dotyczące udostępniania na rynku produktów nawozowych  

w Unii Europejskiej, które obowiązują od 16.07.2022 r. Wprowadzają one zasady, że wszystkie nawozy 

i komponenty nawozowe muszą spełniać odpowiednie wymagania jakościowe, a co najważniejsze, od 

07.2026 r. materiały składowe jakimi są powłoki organiczne powinny wykazywać się wysoką 

biodegradowalnością. W celu stworzenia optymalnych i nowoczesnych nawozów, niezbędne jest 

opracowanie biodegradowalnej otoczki, z materiałów przyjaznych dla środowiska i bezpieczniejszych, 

które mogą zapewnić lepszą wydajność w kontrolowaniu szybkości uwalniania. W takich 
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zastosowaniach zainteresowanie wzbudził chitozan i jego pochodne, które wykazują dobrą 

biodegradację. Ponadto chitozan ma właściwości przeciwdrobnoustrojowe i może być komercyjnie 

produkowany z naturalnie regenerujących się zasobów, takich jak odpady muszli z owoców morza. 

Celem zrównoważonego rolnictwa jest zwiększenie produktywności, przy jednoczesnym jak 

najmniejszym niszczeniu środowiska. Obecnie rosnące zainteresowanie ochroną środowiska 

spowodowało wzrost zainteresowania polimerami pochodzenia naturalnego, a przynajmniej 

wzbogacaniem materiałów syntetycznych w naturalne, biodegradowalne składniki.  

 W związku z tym badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej koncentrowały 

się wobec biopolimeru – chitozanu i obejmowały realizację następujących etapów: 

1) Ocena surowca – określenie właściwości chitozanu: stopnia deacetylacji, masy molowej oraz 

lepkości. 

2) Synteza pochodnych  chitozanu i wykorzystanie ich w przygotowaniu koacerwatów.  

3) Opracowanie metod otrzymywania folii chitozanowych z dodatkiem mieszanin głęboko 

eutektycznych, badania rozpuszczalności folii. 

4) Opracowanie metody otoczkowania nawozu na bazie azotanu(V) amonu dostępnego w Grupie 

Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. – Salmagu za pomocą zsyntezowanych pochodnych 

chitozanu oraz roztworów chitozanu z dodatkiem mieszanin głęboko eutektycznych. 

5) Charakterystyka otoczkowanych nawozów na bazie azotanu(V) amonu. 

6) Badanie szybkości wymywania składników odżywczych z otoczkowanych nawozów na bazie 

azotanu(V) amonu. 

Praca doktorska została podzielona na dwie części: część jawną oraz część tajną. Część jawna pracy 

doktorskiej obejmuje opis realizacji etapów 1-3, natomiast część tajna pracy doktorskiej obejmuje opis 

realizacji etapów 4-6 oraz analizę rynkową otoczkowanych nawozów mineralnych o kontrolowanym  

i spowolnionym działaniu. 

Ponadto temat pracy doktorskiej jest również przewidziany w Planie Prac Badawczych  

i Rozwojowych Grupy Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. 
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PRZEGLĄD LITERATURY 

1. Nawozy o kontrolowanym i spowolnionym uwalnianiu 

Przewiduje się, że do 2050 roku światowa populacja wzrośnie o ponad jedną trzecią, czyli 

o 2,3 miliarda (High Level Expert Forum (HLEF), raport „Global agriculture towards 2050”). W miarę 

wzrostu populacji oczekuje się również wzrostu popytu na żywność. Jednym z głównych wyzwań 

obecnego rolnictwa jest poszukiwanie nowych metod zwiększania plonów i jakości upraw przez 

zrównoważone rolnictwo. Stosowanie nawozów rolniczych jest jedną z metod, która pomoże 

w zaspokojeniu tego zapotrzebowania. Nawozy dostarczają roślinom składników odżywczych, 

poprawiają plony, co skutkuje wykładniczym wzrostem zużycia nawozów na całym świecie. Azot (N) 

jest najistotniejszy dla wzrostu roślin – to podstawowy składnik odżywczy, który decyduje o wzroście 

roślin i plonów większości upraw. Większość azotu jest jednak tracona do środowiska w wyniku 

denitryfikacji, immobilizacji, wymywania i ulatniania się [1]. Straty te powodują zanieczyszczenie 

środowiska, a także niekorzystne konsekwencje gospodarcze. Złożoność przemian azotu w glebie 

prowadzi ostatecznie do produkcji azotanów(V), które jeśli nie zostaną wchłonięte przez rośliny, są 

łatwo wypłukiwane przez glebę i zanieczyszczają podziemne warstwy wodonośne [2], [3]. 

Terminy CRF i SRF są używane do opisu nawozów nowej generacji. Oba dostarczają 

składników odżywczych przez pewien czas, ale są zupełnie innymi produktami. SRF, w przeciwieństwie 

do CRF, nie są otoczkowane. Obejmują one nawozy roślinne, nawozy zwierzęce i kompost, które muszą 

zostać rozłożone przez aktywność drobnoustrojów, zanim zostaną uwolnione składniki odżywcze. Do 

SRF zalicza się również nawozy niepowlekane na bazie azotu – produkty kondensacji mocznika 

z aldehydami. Największe praktyczne znaczenie mają nawóz mocznikowo-formaldehydowy, 

izobutylidenodimocznik i krotolidenodimocznik. W przypadku SRF uwalnianie azotu zachodzi głównie 

przy udziale mikroorganizmów glebowych, dlatego jest silnie uzależnione od aktywności 

mikrobiologicznej gleby i w związku z tym czas uwalniania nie może być kontrolowany. Skuteczność 

mikroorganizmów zależy od innych czynników, takich jak rodzaj gleby, poziom jej wilgotności czy też 

temperatury [4], [5], [6].  Z kolei CRF różnią się zasadniczo od SRF zarówno pod względem technologii, 

jak i sposobu uwalniania składników odżywczych. CRF są nawozami otoczkowanymi, gdzie uwalnianie 

substancji odżywczych kontrolowane jest przez barierę fizyczną. Ze względu na materiały użyte do 

wytworzenia otoczki nawozy te dzieli się na otoczkowane a) siarką, b) siarką i polimerami 

organicznymi, tj. poliolefinami (polietylen i polipropylen) lub żywicami (alkidowe i poliuretanowe), 

c) polimerami organicznymi. Składniki odżywcze są uwalniane z CRF w przewidywalnym i trwałym 

tempie. Otoczka na nawozach działa jak selektywnie przepuszczalna lub półprzepuszczalna membrana. 

Po umieszczeniu CRF na odpowiednio wilgotnym podłożu uprawowym następuje jednokierunkowe 

przejście wody przez powłokę do wnętrza granuli. Zjawisko to nazywa się osmozą. Wchłonięta woda 

częściowo rozpuszcza mineralne składniki odżywcze wewnątrz granuli, tworząc wysoko stężony 
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roztwór. Zwiększa to ciśnienie hydrostatyczne w otoczkowanym nawozie. Nawóz dostaje się do podłoża 

uprawowego dzięki dyfuzji (ruch cząsteczek z cieczy o wyższym stężeniu do cieczy o niższym 

stężeniu). Kiedy rośliny są podlewane, ciśnienia hydrostatyczne stają się nierówne wewnątrz i na 

zewnątrz granulki, a niewielka ilość rozpuszczonego składnika odżywczego przemieszcza się, poprzez 

dyfuzję, przez mikropory w strukturze otoczki, do podłoża uprawowego. Szybkość uwalniania 

składników odżywczych z CRF jest w większości przypadków związana z temperaturą. Jej wzrost 

powoduje, że mikropory rozszerzają się, umożliwiając dyfuzję większej ilości składników odżywczych. 

Składniki odżywcze są następnie rozpraszane w podłożu uprawowym. Czas uwalniania składników 

odżywczych zależy również od grubości otoczki [7], [8], [9].  

Nawozy azotowe o zwiększonej wydajności, takie jak nawozy SRF lub CRF, są alternatywą dla 

osiągnięcia wyższej wydajności agronomicznej niż nawozy tradycyjne.  Zapewniają bezpieczniejszy, 

bardziej ekonomiczny i wydajny sposób podawania składników odżywczych, ponieważ są one 

udostępniane w pożądanym tempie lub stężeniu, dzięki czemu dłużej utrzymują składniki odżywcze 

w glebie. Pomaga to poprawić efektywność wykorzystania składników odżywczych przez rzadsze 

dozowanie. Chociaż wymagana szybkość uwalniania składników odżywczych z systemów CRF/SRF 

różni się dla każdej rośliny w zależności od wymagań metabolicznych uprawy, Europejski Komitet 

Normalizacyjny przedstawił zalecenia dotyczące kryteriów CRF/SRF: nie więcej niż 15% składników 

odżywczych uwalnianych w ciągu 24 godzin, nie więcej niż 75% składników odżywczych uwalnianych 

w ciągu 28 dni i co najmniej 75% składników odżywczych uwalnianych w podanym czasie uwalniania 

[10]. 

Mimo zalet nawozów CRF i SRF należy pamiętać o problemach z ich stosowaniem. Pierwszym 

czynnikiem ograniczającym użycie tego typu nawozów jest ich cena – znacznie wyższa od tradycyjnych 

nawozów. Drugim czynnikiem ograniczającym jest problem gromadzenia się w glebie substancji, 

z których wykonane zostały otoczki polimerowe. Powlekane polimerem nawozy wykorzystujące 

materiały syntetyczne mogą być trudne do degradacji, co przyczynia się do zanieczyszczenia gleb. 

Chociaż syntetyczne polimery można dostosować i modyfikować w celu uzyskania pożądanych 

właściwości CRF, polimery nieulegające biodegradacji mają negatywny wpływ na środowisko.  

2. Polimery biodegradowalne do otoczkowania nawozów  

Biodegradowalne polimery są ekologicznymi produktami uzyskiwanymi z zasobów 

odnawialnych. Ich zastosowanie jako powłoki ma wiele zalet w stosunku do syntetycznych polimerów 

ze względu na ich tani, łatwy dostęp oraz biodegradowalność. W związku z tym preparaty na bazie 

biopolimerów znajdują się w czołówce badań nad SRF/CRF [1], [11], [12]. Tabela 1 przedstawia zalety 

i wady naturalnych biopolimerów, które są najczęściej stosowane do otoczkowania nawozów. 
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Tabela 1. Zalety i wady polimerów biodegradowalnych stosowanych do otoczkowania nawozów. 

Materiał 

stosowany do 

otoczkowania 

Zalety Wady Lit. 

Chitozan - otrzymywany z chityny 

(drugiego najbardziej 

rozpowszechnionego 

polisacharydu na Ziemi) 

- nietoksyczny 

- degradowalny 

- zdolny do tworzenia filmów 

- rozpuszczalny tylko 

w rozcieńczonych kwasach 

[13], [14], 

[15], [16] 

Skrobia - tania 

- nietoksyczna 

- degradowalna 

 

- ma słabą zdolność 

błonotwórczą i wodoodporność 

- łatwo ulega degradacji 

w glebie 

[13], [17] 

Celuloza - najbardziej rozpowszechniony 

polisacharyd na Ziemi 

- nietoksyczna 

- degradowalna 

- zdolna to tworzenia filmów 

- ograniczona rozpuszczalność 

- konieczna jest jej modyfikacja 

do odpowiednich pochodnych, 

takich jak etery celulozy i estry 

celulozy 

[18], [19], 

[20], [21] 

Lignina - tania 

- łatwo dostępna 

- może tworzyć kompleksy 

- jest nierozpuszczalna 

w wodzie, często rozpuszcza się 

w rozpuszczalnikach 

organicznych, takich jak 

dioksan, dimetyloulfotlenek 

(DSMO), tetrahydrofuran 

(THF), co powoduje 

niekorzystne skutki dla 

środowiska 

[20], [21], 

[22], [23] 

Alginian sodu - łagodnie żeluje z dodatkiem 

Ca2+ w roztworze wodnym 

- nietoksyczny  

- degradowalny 

- wrażliwy na pH  

- ma słabą wytrzymałość 

mechaniczną/ jest nietrwały 

 

[24], [25] 

 

Polimery naturalne są powszechnie stosowane z innymi materiałami do tworzenia kompozytów, 

ponieważ same polimery naturalne nie mają odpowiedniej wytrzymałości mechanicznej i innych 

właściwości idealnych dla CRF. W związku z tym najczęściej przygotowywano typ nawozu, który 

posiada strukturę trójwarstwową, gdzie rdzeniem jest nawóz, powłoką wewnętrzną biopolimer, 

a powłoką zewnętrzną polimer syntetyczny. Oprócz powolnego uwalniania azotu nawozy te miały też 

zdolność zatrzymywania wody, co poprawia efektywność wykorzystania nawozów i zasobów wodnych 

w tym samym czasie.  Jako polimery syntetyczne najczęściej wykorzystuje się do tych celów: 

kopolimery kwas akrylowy (AA) – akrylamid (AM) [26], [27], [28], PAA [29], [30], [31], [32], alkohol 

poliwinylowy (PVA) [33] czy PAA i  PVA [34]. 

3. Techniki powlekania nawozów 

Metody powlekania nawozów o kontrolowanym uwalnianiu można podzielić na metody 

fizyczne (powlekanie natryskowe przy użyciu bębna obrotowego, granulatora talerzowego, technologii 
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złoża fluidalnego, topnienia i wytłaczania) lub metody chemiczne (polimeryzacja w roztworze, 

odwrócona polimeryzacja suspensyjna i promieniowanie mikrofalowe) [7], [35], [36], co przedstawia 

Tabela 2.  

Techniki  powlekania natryskowego są dobrze znane, rozwinięte i wdrażane komercyjnie. Są to 

procesy ciągłe o niskich kosztach operacyjnych, łatwo skalowalne, co czyni je atrakcyjnymi dla 

procesów na skalę przemysłową [37], [38]. Z drugiej strony techniki te mają również wady. Powłoki 

natryskiwane tworzą bardziej porowate membrany, co może sprawić, że ich struktura jest trudna do 

przewidzenia. Powlekanie w bębnie obrotowym jest jedną z najpowszechniejszych technik stosowanych 

do komercyjnego wytwarzania CRF ze względu na swoją prostotę. Technika ta wykorzystuje obracający 

się bęben, który zawiera granulki nawozu i jest spryskiwany roztworem polimeru za pomocą dysz. 

Zastosowanie ciepłego powietrza (przedmuchanie mokrej powłoki) pozwala na skrócenie czasu 

schnięcia. Powlekanie w bębnie obrotowym wymaga dużej ilości surowców, aby uzyskać jednorodną 

powłokę – proces ten ma niską skuteczność powlekania, w wyniku czego marnuje się dużo materiału 

powlekającego, aby uzyskać dobrą powłokę na powierzchni granulek.  Co za tym idzie – zwiększa się 

koszt surowców. Z drugiej strony, w przypadku powlekania w granulatorze talerzowym, roztwór 

powlekający jest natryskiwany na granule nawozowe w wysokiej temperaturze powietrza w celu 

wysuszenia, a co za tym idzie, skutkuje to często słabą jakością powłoki z powodu złego utrzymania 

wilgotności podczas produkcji. Technologia natryskiwania w złożu fluidalnym zapewnia bardziej 

jednorodne powłoki dzięki zastosowaniu stopionych lub ciekłych materiałów powłokowych. Pozwala 

również na szerszy wybór materiałów powłokowych, zarówno bezrozpuszczalnikowych, 

rozpuszczalnikowych, hydrofilowych jak i hydrofobowych [39], [40], [41]. Proces jest kontrolowany 

poprzez regulację wielu zmiennych, takich jak szybkość natryskiwania, cykl powlekania i temperatura 

[42]. Wadami technologii natryskiwania w złożu fluidalnym są drogi sprzęt, długi czas powlekania, 

podatność na blokowanie filtra, większe ryzyko eksplozji rozpuszczalnika i słaba wydajność dla 

granulek o większym rozmiarze. Problematyczne może być też używanie rozpuszczalników 

organicznych w celu rozpuszczenia polimerów i kontrolowania szybkości parowania i lepkości powłoki, 

co wpływa na przyczepność i trwałość powłoki. Również parowanie rozpuszczalnika organicznego 

stanowi zagrożenie dla zdrowia człowieka i środowiska. Jednakże powlekanie w złożu fluidalnym może 

pomóc zminimalizować straty roztworu i sprawić, że metoda powlekania fizycznego będzie bardziej 

przystępna cenowo. Takie podejście wiąże się z wysokimi kosztami inwestycyjnymi, ale nie jest idealne 

w przypadku granulek o coraz większych rozmiarach.  

Do przygotowania nawozów CRF wykorzystano również przyjazne dla środowiska techniki, 

takie jak topnienie i wytłaczanie przy użyciu wytłaczarek jedno- lub dwuślimakowych – metoda ta jest 

łatwa, tania i nie wymaga wysokich ciśnień [21], [43], [44]. Do wad tego rozwiązania możemy 

natomiast zaliczyć cenę sprzętu (drogi) oraz używanie topliwych klejów.  
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Procesy chemiczne z kolei obejmują polimeryzację w roztworze, odwróconą polimeryzację 

suspensyjną oraz promieniowanie mikrofalowe [7], [35]. Polimeryzację w rozworze przeprowadza się 

przez zmieszanie monomeru i inicjatora, które muszą być rozpuszczalne w wybranym rozpuszczalniku. 

Zastosowany rozpuszczalnik zmniejsza lepkość mieszaniny reakcyjnej, jednak trudno jest go odzyskać. 

Możliwość ponownego użycia rozpuszczalnika to ważny aspekt kosztów syntezy. Odwrócona 

polimeryzacja suspensyjna wykorzystuje hydrofilowe monomery i inicjatory zdyspergowane 

jednorodnie w fazie węglowodorowej (woda w oleju) i wymaga ciągłego mieszania, ponieważ jest 

niestabilna termodynamicznie [45]. W tej metodzie rozpuszczalnik można odzyskać, co pozwala na 

obniżenie kosztów. Z drugiej strony może wystąpić zanieczyszczenie, co wymaga dalszych procesów 

jego oczyszczenia przed jego ponownym użyciem.  W wyniku promieniowania mikrofalowego 

powstają makrorodniki. Rekombinacja powstałych makrorodników na różnych łańcuchach prowadzi do 

powstania wiązań kowalencyjnych i struktur usieciowanych [46], [47]. Zaletą tej metody jest to, że nie 

wymaga użycia rozpuszczalników organicznych.  

Tabela 2. Podsumowanie technik powlekania nawozów. 

 Technika powlekania 

nawozów 
Zalety Wady 

Metody 

fizyczne 

Bęben obrotowy - proces ciągły 

- niskie koszty operacyjne 

- możliwość skalowania 

- wymaga dużej ilości 

materiałów powlekających  

w celu uzyskania jednolitej 

powłoki 

Granulator talerzowy - proces ciągły 

- niskie koszty operacyjne 

- możliwość skalowania 

- wysoka temperatura powietrza 

do suszenia 

- złe utrzymanie poziomu 

wilgotności 

Złoże fluidalne - proces ciągły 

- niskie koszty operacyjne 

- bardziej jednolita powłoka 

- szerszy wybór materiałów do 

natrysku 

- drogi sprzęt 

- długi czas otoczkowania 

- podatny na blokowanie filtra 

- większa szansa wybuchu 

(zależne od rozpuszczalnika) 

- niższa wydajność przy 

większym rozmiarze granulek 

Topnienie i wytłaczanie - brak konieczności użycia 

rozpuszczalników  

- konieczność użycia topliwych 

klejów 

- drogi sprzęt 

Metody 

chemiczne 

Polimeryzacja w roztworze/ 

sieciowanie 

- rozpuszczalnik zmniejsza 

lepkość (łatwiejszy w 

obróbce) 

- łatwa modyfikacja materiału 

- umiarkowana szybkość reakcji 

i wydajność 

- utrudniony odzysk 

rozpuszczalnika 

Odwrócona polimeryzacja 

suspensyjna 

- łatwa modyfikacja materiału 

- wysoka wydajność, dzięki 

dużej szybkości reakcji 

- można odzyskać 

rozpuszczalnik, co zmniejsza 

koszty 

- należy oczyścić 

rozpuszczalnik przed 

ponownym użyciem 

- należy przeprowadzić 

separację w celu oczyszczenia 

polimeru 

Promieniowanie 

mikrofalowe 

- nie wymaga użycia 

rozpuszczalników 

organicznych 

- nie jest szeroko stosowane  

w przygotowywaniu CRF 
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4. Badanie szybkości wymywania składników odżywczych  

z otoczkowanych nawozów  

W celu zbadania szybkości uwalniania składników odżywczych z otoczkowanych 

nawozów wykorzystuje się wodę, glebę lub oba systemy (Tabela 3).  

Tabela 3. Badanie szybkości uwalniania składników odżywczych z otoczkowanych nawozów. 

Rodzaj 

otoczkowanego 

nawozu 

Rodzaj otoczki 
Warunki 

uwalniania 
Metoda oznaczenia 

Rezultat 

(% uwolnienia) 
Lit. 

NPK Chitozan 
(przyklejony do 

granulek za pomocą 

żywicy epoksydowej 
rozpuszczonej  

w acetonie) 

Gleba Oznaczenie N, P i K <15%/3 dni, 

<75%/30 dni 

[26] 

KNO3 

Hydrożel PVA, 

PVA/chitozanowy 

i chitozanowy 

H2Odest  

 

Oznaczanie K 53-80%/6 dni 

[33] Gleba Oznaczanie K 9-24%/8 dni 

KNO3 Hydrożel 

chitozanowo-

skrobiowy 

H2Odest Pomiar przewodności 80-95%/14 dni [13] 

KH2PO4 Guma gellan/ 

chitozan 

H2Odest Pomiar przewodności 100%/8 h [14] 

Mocznik Hydrożel 

fibroina/żelatyna/ 

chitozan 

H2Odest  Oznaczanie mocznika 58-92%/30 dni [16] 

NPK 

(KH2PO4 

i NH4NO3) 

 

Superchłonny 

polimer 

(polimeryzacja AA 

i chitozanu) 

H2Odest Pomiar przewodności 

 

250uS/4,5 h 

[31] Gleba Oznaczanie N, P i K <15%/3 dni 

<75%/30 dni 

KNO3 Glina 

montmorylonitowa/ 

chitozan 

H2Odest  Oznaczenie K  100%/2 h [48] 

KNO3 Hydrożel 

chitozanowo-

skrobiowy 

H2Odest Pomiar przewodności  25-35%/5 h [49] 

Mocznik Chitozan 

sieciowany 

genipiną 

H2Odest  Pomiar 

współczynnika 

załamania światła 

80-95%/7 dni 

[50] 

Mocznik Chitozan 

sieciowany 

aldehydem 

salicylowym 

H2Odest Oznaczanie mocznika 75%/11 dni, 

100%/34 dni [51] 

NPK PVA, chitozan 

(warstwa 

wewnątrzna), AA 

i AM (warstwa 

zewnętrzna) 

H2Odest Oznaczenie N, P i K 84%, 62%, 36% 

(odpowiednio dla 

N, P, K)/30 dni 

[52] 

(NH₄)₃PO₄ Kompozyty 

chitozanowo-

gliniaste (powłoka 

wewnętrzna), wosk 

parafinowy 

(powłoka 

zewnętrzna) 

H2Odest Oznaczenie P 100%/16 h 

[53] 
Gleba Oznaczenie P <40%/30 dni 
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Większość badaczy wybiera wodę destylowaną jako środowisko do testów uwalniania. Należy 

pamiętać o tym, że przebieg uwalniania w wodzie może znacząco różnić się od tego w glebie. Wiąże się 

to z dużymi różnicami występującymi pod względem właściwości gleby i warunków klimatycznych. 

Dlatego woda destylowana, która jest łatwo dostępnym środowiskiem uwalniania, może służyć do 

wstępnego porównania wyników. Konwencjonalną metodą oznaczania wymywania substancji 

odżywczych z otoczkowanych nawozów jest próba statyczna (bez mieszania), w której pewną ilość 

nawozu umieszcza się w odpowiedniej ilości wody destylowanej. Badania uwalniania prowadzi są też 

w warunkach dynamicznych (intensywne mieszanie na mieszadle magnetycznym) – PN-EN-13266 

„Nawozy wolnodziałające. Oznaczanie uwalniania składników odżywczych. Metoda dla nawozów 

otoczkowanych”. Według wymienionej normy pomiary polegają na umieszczeniu otoczkowanego 

nawozu (10 g) w określonej ilości wody destylowanej (500 ml), mieszaniu za pomocą mieszadła 

magnetycznego (300 rpm/min), zdekantowaniu roztworu po określonym czasie i jego analizie 

chemicznej.  

Metody określania szybkości uwalniania składników odżywczych przez nawozy otoczkowane 

zwykle opierają się na analizach chemicznych, które często są czasochłonne i/lub drogie. Opublikowane 

artykuły na ten temat różnią się znacznie pod względem stosowanych metod i aparatury. Pomiar 

składników odżywczych jest nadal najwyższym kosztem w ocenie szybkości uwalniania, pomimo 

różnych dostępnych opcji analitycznych. Obecnie dostępne opcje dla azotu (N) to metoda Kjeldahla, 

metoda Dumasa, kolorymetryczne oznaczanie NH4
+ lub NO3

-, ubytek masy granul. Analiza 

charakterystyki uwalniania CRF wymaga pomiarów w różnym czasie i generuje dużą liczbę próbek. 

 

5. Chitozan – budowa, otrzymywanie, właściwości i zastosowanie  

w rolnictwie 

Chitozan to biopolimer wytwarzany z chityny, drugiego najbardziej rozpowszechnionego 

polisacharydu na Ziemi [54]. Chityna jest obecna w egzoszkieletach skorupiaków i mięczaków 

morskich, takich jak kraby, krewetki, homary oraz egzoszkieletach owadów, a także w ścianach 

komórkowych niektórych grzybów. Proces produkcji chityny z muszli krewetek i krabów obejmuje trzy 

główne etapy: demineralizację, deproteinizację i dekoloryzację (Rysunek 1). Białka usuwa się ze 

zmielonych skorup, traktując je wodorotlenkiem sodu lub trawiąc enzymami proteolitycznymi (papaina, 

pepsyna czy trypsyna). Minerały, takie jak węglan wapnia i fosforan wapnia, ekstrahuje się kwasem 

solnym. Pigmenty, takie jak melanina i karotenoidy są eliminowane za pomocą rozcieńczonego 

roztworu nadmanganianu potasu, podchlorynu sodu lub nadtlenku wodoru [55], [56], [57], [58].   
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Rysunek 1. Schemat ideowy otrzymywania chityny i chitozanu. 

W wyniku chemicznej lub enzymatycznej deacetylacji chityny otrzymuje się chitozan, który składa się 

z dwóch rodzajów podjednostek: D-glukozaminy i N-acetylo-D-glukozaminy połączonych ze sobą 

wiązaniami β-1,4-glikozydowymi (Rysunek 2). Określenie „chitozan” nie jest jednoznacznie związane 

z określonym związkiem, ale z grupą dostępnych komercyjnie biopolimerów, które różnią się pod 

względem stopnia deacetylacji, masy cząsteczkowej, stopnia polimeryzacji czy lepkości [58], [59].  

 

Rysunek 2. Struktura (a) chityny i (b) chitozanu. 

Pozyskiwanie chityny i chitozanu jest ekonomicznie opłacalne, ponieważ w przemyśle spożywczym 

muszle skorupiaków traktuje się w zasadzie jako odpad. Oprócz taniego wytwarzania chitozan posiada 

również inne właściwości, takie jak nietoksyczność, biokompatybilność i biodegradowalność, które 

sprawiają, że chitozan jest przyjazny dla środowiska. 

Chitozan jest szeroko stosowany w rolnictwie ze względu na swoją aktywność biologiczną. 

Wykazuje on właściwości przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze i przeciwbakteryjne. Ponadto wywołuje 

u roślin liczne reakcje obronne związane ze stresem abiotycznym i biotycznym [60], [61]. Działanie 

przeciwdrobnoustrojowe chitozanu różni się w zależności od stopnia deacetylacji, masy molowej, 

stężenia, pH roztworu, lepkości i docelowego mikroorganizmu [62], [63]. Oprócz wykorzystania 

działania przeciwdrobnoustrojowego chitozanu zastosowano go w glebie jako składnik odżywczy roślin 

– wykazał wysoką skuteczność w połączeniu z innymi nawozami, bez wpływu na mikroorganizmy 

gleby [61]. 

Źródło chityny:
- skorupiaki
- mięczaki

-owady/insekty
- grzyby

mielenie
mycie

suszenie

- Deproteinizacja 
(5% NaOH lub 

enzymy)

- Demineralizacja 
(2-5% HCl)

- Odbarwienie 
(NaOCl, H2O2, 

KMnO4)

Chityna
Deacetylacja

40-50% 
NaOH

Chitozan
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Rolnicze zastosowanie chitozanu może być zróżnicowane, począwszy od ochrony roślin przed 

różnymi mikroorganizmami, stymulowania wzrostu roślin, do zwalczania szkodników i zastosowań 

pozbiorczych. Produkty chitozanowe można stosować na różne sposoby, m. in. jako środki do 

zaprawiania nasion, użyźniania gleby i oprysku dolistnego [61], [62], [64], [65]. Ze względu na 

wielofunkcyjną rolę chitozanu coraz częściej uważany jest za pożądany składnik matryc polimerowych 

do zastosowań w zrównoważonym rolnictwie. Chitozan i jego pochodne są zdolne do tworzenia filmów, 

hydrożeli, włókien oraz nanocząstek [62], [66], [67]. Wiele uwagi poświęca się nanoformulacjom na 

bazie chitozanu, które stanowią alternatywę dla konwencjonalnych środków agrochemicznych [68], 

[69], [70], [71].   

Od kilkunastu lat badana jest możliwość zastosowania chitozanu do otoczkowania. Na 

podstawie danych z bazy patentów Espacenet w latach 2000-2020 uzyskano 2109 patentów na 

wytwarzanie otoczek chitozanowych (chitosan coating), głównie w Chinach (990 patentów), Stanach 

Zjednoczonych (359 patentów) i Korei (199 patentów). Zainteresowanie zastosowaniem chitozanu, 

który odpowiadałby za kontrolowane uwalnianie składników odżywczych nawozów jest stosunkowo 

niewielkie, ale wzrasta. W bazie patentów Espacenet znaleziono 150 wyników (lata 2000-2020) pod 

hasłem otoczki chitozanowe i nawozy (chitosan coating and fertilizer). Większość tych patentów 

pochodzi z krajów azjatyckich. Rysunek 3 przedstawia liczbę patentów przypadających na poszczególne 

lata. Główny obszar badań koncentruje się na zastosowaniu chitozanu jako otoczki do nawozów oraz 

dodatku chitozanu do granuli nawozu jako składnika odżywczego, które mogą poprawić żyzność gleby 

oraz wzrost roślin [72]. 

 

Rysunek 3. Podział patentów na lata, na podstawie bazy patentów Espacenet pod hasłem 'otoczki 

chitozanowe' oraz 'otoczki chitozanowe i nawozy' [72]. 
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Pomimo zalet chitozanu, słaba rozpuszczalność w wodzie w środowisku obojętnym zawęża 

zakres jego aplikacji. Od wielu lat szeroko prowadzone badania skupiają się na modyfikacji chemicznej 

chitozanu. Rozpuszczalność chitozanu jest ograniczona przy pH>6,5 gdzie zaczyna on tracić swój 

kationowy charakter. Problem ten jest prawdopodobnie głównym czynnikiem ograniczającym 

wykorzystanie chitozanu. Chitozan ma trzy rodzaje reaktywnych grup funkcyjnych: dwie grupy 

hydroksylowe na C-3 i C-6 w każdej powtarzającej się jednostce i jedną grupę aminową na C-2 w każdej 

jednostce deacetylowanej. Grupy te pozwalają na sprzęganie wielu podstawników, w wyniku czego 

powstają nowe, zmodyfikowane pochodne (Tabela 4). Metody modyfikacji chitozanu obejmują trzy 

grupy metod: metody polegające na wprowadzeniu grup bocznych do łańcucha chitozanu w wyniku 

reakcji podstawienia, metody prowadzące do wydłużenia łańcucha i/lub wzrostu średniej masy 

cząsteczkowej oraz metody depolimeryzacji. Metody prowadzące do sieciowania chitozanu omówiono 

szczegółowo w rozdziale 6. 

Tabela 4. Sposoby modyfikacji chitozanu. 

Modyfikacje chitozanu 

Podstawienie  

Tworzenie sieci – wydłużanie 

łańcucha, wzrost masy 

cząsteczkowej  

Depolimeryzacja  

- O-, N-karboksyalkilowanie 

- acylowanie 

- sulfonowanie 

- fosforylacja 

- sieciowanie  

- kopolimeryzacja szczepiona 

 

- fizyczna (promieniowanie UV, 

promieniowanie γ, ultradźwięki, 

mikrofale) 

- chemiczna (kwasy, wolne rodniki) 

- enzymatyczna (chitynaza, lipaza, 

proteaza) 

 

6. Zastosowanie hydrożeli chitozanowych w rolnictwie 

Hydrożele to usieciowane związki wielkocząsteczkowe z grupami hydrofilowymi, które są 

zdolne wchłonąć dużą ilość wody bez rozpuszczania się w niej [45], [73], [74]. Hydrofilowe grupy 

funkcyjne przyłączone do szkieletu polimeru umożliwiają absorpcję wody, a usieciowania między 

łańcuchami wywołują odporność na rozpuszczanie. Niektóre hydrożele mogą wchłaniać nawet 1000 

razy więcej wody w stosunku do ich suchej masy, dlatego nazywane są superabsorbentami [75], [76]. 

Idealny hydrożel do stosowania w przemyśle rolniczym musi spełniać szereg wymagań, co przedstawia 

Rysunek 4. Hydrożele są uważane za polepszacze gleby i wzmacniacze plonów, ponieważ są w stanie 

zatrzymać zarówno wodę, jak i składniki odżywcze, a następnie uwalniać je przez dłuższy czas. Są one 

stosowane jako powłoki do nawozów przyjaznych dla środowiska, a takie powlekane nawozy mogą 

poprawić zdolność gleby do zatrzymywania wody [1]. Hydrożele nawozowe o powolnym uwalnianiu 

to rodzaj materiału rolniczego, który łączy w sobie zdolności hydrożelu i nawozu. Poprawiają one jakość 

gleby i zwiększają efektywność nawozów. Połączenie superchłonnych hydrożeli i nawozów to rosnący 

trend regulacji wody i składników odżywczych w jednym układzie [77]. 



16 

 

 

Rysunek 4.  Wymagania dla idealnego hydrożelu do stosowania w przemyśle rolniczym. 

Większość superabsorbentów składa się z polimerów syntetycznych (zazwyczaj 

poliakrylowych) ze względu na ich doskonały stosunek ceny do wydajności.  Rozważa się jednak 

częściowe lub całkowite zastąpienie materiałów syntetycznych „bardziej ekologicznymi” 

alternatywami. Biopolimery, takie jak polisacharydy, są przyjazną dla środowiska alternatywą dla 

polimerów syntetycznych, ponieważ są tanimi, łatwo dostępnymi i odnawialnymi materiałami [78], 

[79]. Ponadto ich naturalne pochodzenie sprawia, że są one z natury biokompatybilne, biodegradowalne 

i nietoksyczne, dlatego coraz częściej stosuje się je w syntezie materiałów hydrożelowych 

o potencjalnych zastosowaniach w rolnictwie i ogrodnictwie [12], [80]. Polisacharydy są szeroko 

stosowane w syntezie hydrożeli ze względu na obecność hydrofilowych grup funkcyjnych, które mogą 

wchłaniać wodę i które można łatwo modyfikować [12], [76], [78]. Do najważniejszych polisacharydów 

stosowanych do produkcji hydrożeli o potencjalnym zastosowaniu w rolnictwie na dużą skalę należą: 

chitozan [66], [81], [82], celuloza [18], [83], skrobia [84], [85] oraz alginiany [86].  

Chociaż opracowano metody syntezy hydrożeli na bazie chitozanu do różnych zastosowań 

biomedycznych [87], [88], istnieje niewiele hydrożeli, które spełniają wymagania rolnicze [89]  

(Tabele 5-7). Istnieją doniesienia na temat hydrożeli na bazie chitozanu, w których sieciowanie może 

być chemiczne (kowalencyjne) lub fizyczne. Stosunkowo łatwiej jest kontrolować właściwości 

hydrożeli chitozanowych wytwarzanych przez kowalencyjne sieciowanie, ponieważ ich tworzenie oraz 

stosowanie nie jest ograniczone przez pH. Z drugiej strony ich wytwarzanie jest pracochłonne, 

a zanieczyszczenie toksycznymi odczynnikami jest problematyczne. Odczynniki stosowane w metodzie 

chemicznego sieciowania są często toksyczne, dlatego wszelkie pozostałości środka sieciującego muszą 

zostać usunięte, zanim materiał zostanie wykorzystany do zastosowań rolniczych. Hydrożele na bazie 

chitozanu mogą być przygotowywane przez fizyczne sieciowanie bez użycia toksycznych odczynników 

chemicznych – chitozan reaguje z ujemnie naładowanymi polimerami lub anionowymi środkami 

sieciującymi (żelowanie jonotropowe i kompleksowanie polielektrolitów). 
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Tabela 5. Hydrożele na bazie chitozanu do zastosowań rolniczych (lata 2010-2020) – Superchłonne polimery na bazie kwasu akrylowego/akrylamidu zawierające chitozan [89]. 

Właściwości 

zastosowanego 

chitozanu 

Matryce oparte na chitozanie 
Metoda 

sieciowania 

Charakterystyka hydrożelu Uwalnianie składników aktywnych 

Lit. 
MW 

[g/mol] 

DD 

[%] 

Zdolność 

pułapkowania 

wody 

[g H2O/g 

matrycy] 

Retencja wody 

[%] 

Składnik nawozu 

(sposób 

pułapkowania)* 

Stopień 

uwolnienia/ 

Uwagi 

6∙105 90 Trójwarstwowy hydrożel 

chitozan/P(AA-co-AM) 

Sieciowanie 

(MBA) 

70 (H2O) 25% po 10 

dniach, 16% po 

20 dniach, 8% 

po 30 dniach 

Nawóz NPK Składniki odżywcze 

uwolnione w glebie 

nie przekroczyły 

75% w 30 dniu 

[26] 

 

b.d. >85 Hydrożel 

(chitozan/celuloza)/PAA 

Sieciowanie 

(żywica 

tiomocznikowo-

formaldehydowa, 

MBA) 

390 (H2O) 

39,5 (0,9% NaCl) 

Odparowanie 

wody w glebie 

42% i 76% 

odpowiednio 

w 12 i 24 dniu 

Nawóz NPK Uwolnienie 75% N, 

73% P i 73% K 

w 30 dniu. 

Uwalnianie po 3 

dniach było poniżej 

15% i nie 

przekraczało 75% 

po 30 dniach.  

[31] 

1-2∙105 95 Trójwarstwowy hydrożel 

PVA/chitozan/P(AA-co-AM) 

Sieciowanie (GA, 

MBA) 

233 (H2O) b.d. Nawóz NPK 

(podczas 

sieciowania) 

Uwalnianie 84% N, 

63% P i 36% K do 

wody po 30 dniach 

[52] 

średnia 75-85 Hydrożel chitozan/P(AA-co-

AM)  z dodatkiem zmielonej 

skały bazaltowej jako środka 

ulepszającego glebę 

Sieciowanie 

(MBA) 

75 (pH=2) 

650 (pH=3) 

525 (pH=6) 

575 (pH=8) 

200 (pH=10) 

Do 2 tygodni po 

nawadnianiu 

b.d. Zwiększenie plonu 

bakłażana (Solanum 

melongena) 

[90] 

wysoka 85 Hydrożel PAM/chitozan 

Hydrożel 

PAM/alginian/chitozan 

Sieciowanie 

wywołane 

promieniowaniem 

380 (H2O) 

150 (1 mM NaCl) 

50 (1M NaCl) 

Ponad 35% po 4 

dniach 

b.d. Istotny wpływ na 

jakość i liczebność 

roślin kukurydzy ze 

względu na 

stymulujący wzrost 

działania alginianu 

i chitozanu 

[91] 

b.d. – brak danych, *jeśli nie zaznaczono inaczej, pułapkowanie przeprowadzono po syntezie hydrożelu 



18 

 

Tabela 6. Hydrożele na bazie chitozanu do zastosowań rolniczych (lata 2010-2020) – Hydrożele na bazie chitozanu wytwarzane przez sieciowanie chemiczne [89]. 

Właściwości 

zastosowanego 

chitozanu 
Matryce oparte na 

chitozanie 
Metoda sieciowania 

Charakterystyka hydrożelu Uwalnianie składników aktywnych 

Lit. 

MW 

[g/mol] 

DD 

[%] 

Zdolność 

pułapkowania 

wody 

[g H2O/g matrycy] 

Retencja wody 

[%] 

Składnik nawozu 

(sposób 

pułapkowania)* 

Stopień uwolnienia/ 

Uwagi 

wysoka b.d. Hydrożel chitozanowy Sieciowanie (GA) 0,7 (H2O)  4% po 30 dniach KNO3  

(podczas sieciowania) 

Uwalnianie K  

w glebie: 35% po 2,5 

dniach; 63% po 30 

dniach 
[33] 

wysoka b.d. Hydrożel PVA/chitozan Sieciowanie (GA) 2,25 (H2O) 10% po 30 dniach KNO3  

(podczas sieciowania) 

Uwalnianie K  

w glebie: 22% po 2,5 

dniach; 46% po 30 

dniach 

średnia b.d. Mikrosfery chitozanowe Sieciowanie emulsji 

(genipina) 

1,64 (H2O) b.d. Mocznik 

(podczas sieciowania) 

Uwalnianie mocznika 

w wodzie: ok. 90% po 

7 dniach 

[50] 

3,14∙105 87 Hydrożel chitozanowy Sieciowanie (aldehyd 

salicylowy) 

68 (H2O) Do 154% Mocznik 

(podczas sieciowania) 

Uwalnianie 45%  

w ciągu pierwszych 5 

h, 75% po 11 dniach 

[51] 

b.d. b.d. Hydrożel PVA/chitozan Sieciowanie (GA) 0,58 (PBS) 48% po 15 dniach Nawóz NPK  

(podczas sieciowania) 

Wpływ na 

kiełkowanie nasion 

okry (lepsze 

kiełkowanie i wzrost 

młodych roślin) 

[92] 

2∙105 b.d. Hydrożel chitozanowy  

z nanocząstkami Cu 

Sieciowanie (GA) 3 (H2O) b.d. Nanocząstki Cu  Pozytywny wpływ na 

wzrost, plon 

pomidora 

[93] 

2∙105 b.d. Hydrożel PVA/chitozan  

z nanocząstkami Cu 

Sieciowanie (GA) b.d. b.d. Nanocząstki Cu  Wpływ na arbuza 

(długość łodygi, 

korzenia)  

[94] 

b.d. b.d. Hydrożel chitozanowy Sieciowanie (glioksal) b.d. b.d. Inhibitor nitryfikacji 

(DCD) (podczas 

żelowania chitozanu) 

Uwolnienie DCD do 

gleby: 33% po 7 

dniach  

[95] 

1,4∙105 75 Hydrożel chitozanowy 

szczepiony kwasem 

itakonowym 

Kopolimeryzacja  23 (H2O) 

10 (0,9% NaCl) 

<2,5 (pH=4) 

3,5 (pH=2) 

b.d. Mocznik  Uwalnianie mocznika 

do wody: 73% po 50 h  
[96] 

b.d. – brak danych, *jeśli nie zaznaczono inaczej, pułapkowanie przeprowadzono po syntezie hydrożelu 
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Tabela 7. Hydrożele na bazie chitozanu do zastosowań rolniczych (lata 2010-2020) – Hydrożele na bazie chitozanu wytwarzane przez sieciowanie fizyczne [89]. 

Właściwości 

zastosowanego 

chitozanu 

Matryce oparte na chitozanie Metoda sieciowania 

Charakterystyka hydrożelu Uwalnianie składników aktywnych 

Lit. 

MW 

[g/mol] 

DD 

[%] 

Zdolność 

pułapkowania wody 

[g H2O/g matrycy] 

Retencja wody 

[%] 

Składnik 

nawozu 

(sposób 

pułapkowania)* 

Stopień uwolnienia/ 

Uwagi 

średnia 81 Makrosfery hydrożelowe 

chitozanowe 

i chitozanowo/skrobiowe 

Żelowanie jonotropowe 

(TPP) 

1,21-1,63 (H2O) b.d. KNO3 Uwolnienie KNO3 do wody: 

73% po 14 dniach 

[13] 

4,8∙105 85 Hydrożel chitozan/guma gellan Kompleksowanie 

polielektrolitowe 

71-219 (H2O) Czas całkowitej 

utraty wody 

w żelach - 9 h 

Nawóz MPK  Całkowite uwolnienie MKP 

do wody po 8 h 

[14] 

b.d. b.d. Hydrożel fibroina 

jedwabiu/żelatyna/chitozan 

Metoda odlewania 

solwentowego 

3,0-4,2 (H2O) b.d. Mocznik  Uwalnianie mocznika 

w wodzie: 80% po 13 dniach 

[16] 

1,8∙105 85 Mikrokapsułki hydrożelowe 

chitozanowo/montmorylonitowe 

Żelowanie jonotropowe 

(TPP) 

1,2 (H2O) b.d. KNO3 Całkowite uwolnienie KNO3 

do wody po 2 dniach 

[48] 

1,9-

3,1∙105 

81 Makrosfery hydrożelowe 

chitozanowe 

i chitozanowo/skrobiowe 

Żelowanie jonotropowe 

(TPP) 

1,21-1,63 (H2O) b.d. KNO3 Uwolnienie KNO3 do wody: 

72-95% po 16 dniach 

[49] 

średnia 81 Makrosfery hydrożelowe 

chitozanowo/skrobiowe 

Żelowanie jonotropowe 

(TPP) 

2,35 (H2Odest) 

1,43 (H2O) 

b.d. Bakterie 

stymulujące 

wzrost roślin 

załadowane do 

makrosfer 

Uwalnianie bakterii w glebie: 

stężenie bakterii stopniowo 

wzrastało w ciągu pierwszych 

20 dni, a następnie zaczęło 

spadać po 24 dniach 

[97] 

b.d. 76-80 Hydrożel chitozanowy Żelowanie jonotropowe 

(EDTA-addukt 

mocznikowy) 

570 (H2O) 

100 (0,1% NaCl) 

40 (1% NaCl) 

b.d. Mocznik jako 

addukt z EDTA 

b.d. [98] 

4,87∙104 80 Hydrożel chitozanowy Żelowanie jonotropowe 

(addukt kwas cytrynowy-

mocznik) 

1250 (H2O) 

210 (0,1% NaCl) 

25% po 1h 

(temp. 35oC) 

Mocznik jako 

addukt z 

kwasem 

cytrynowym 

b.d. [99] 

b.d. b.d. Hydrożel chitozanowy z 

dodatkiem drożdży 

Żelowanie alkaliczne 26-32 (H2O) b.d. Kwas 

humusowy 

Uwalnianie kwasu 

humusowego: 82,6% przy 

pH=7 po 5 h 

[100] 

niska 92 Hydrożel 

żelatyna/chitozan/PVA 

Żelowanie alkaliczne  11 (H2O) 70% po 1 dniu Inulina Oporność na Phytophthora 

capsica w roślinach chili 

[101] 

b.d. 74 Hydrożele chitozan/humus Żelowanie jonotropowe 

(TPP) 

b.d. b.d. Mocznik Uwalnianie mocznika do 

gleby: 70% po 7 dniach 

[102] 

b.d. – brak danych, *jeśli nie zaznaczono inaczej, pułapkowanie przeprowadzono po syntezie hydrożelu 
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7. Mieszaniny głęboko eutektyczne, klasyfikacja, metody przygotowywania 

Mieszaniny głęboko eutektyczne lub inaczej rozpuszczalniki głęboko eutektyczne (DES, ang. 

deep eutectic solvents) to jednorodne mieszaniny dwóch lub więcej składników, które są zdolne do 

łączenia się ze sobą poprzez oddziaływanie akceptora wiązań wodorowych (HBA) z donorem wiązań 

wodorowych (HBD). Delokalizacja ładunku zachodząca w wyniku tworzenia wiązań wodorowych 

między tymi składnikami jest odpowiedzialna za obniżenie temperatury topnienia mieszaniny 

w porównaniu z temperaturami topnienia jej pojedynczych składników [103]. Tworzenie DES odbywa 

w wyniku prostego mieszania dwóch lub więcej składników w odpowiednim stosunku molowym pod 

wpływem ciepła, a co więcej proces ten nie wymaga dodatkowego etapu oczyszczania.  

DES to jedno z najbardziej obiecujących odkryć w świecie „zielonej chemii”. Są one 

postrzegane jako alternatywy dla konwencjonalnych rozpuszczalników organicznych i mają wiele zalet, 

takie jak: odnawialność, możliwość ponownego użycia, biodegradowalność, nietoksyczność, 

dostępność na dużą skalę, bardzo niska prężność par, niska palność oraz łatwość przygotowania. Poza 

tym składniki, z których otrzymuje się DES są tanie i bezpieczne. Chemikalia i substancje niebezpieczne 

stosowane w procesach przemysłowych mają negatywny wpływ na środowisko. Obecnie tzw. „zielone 

technologie” są jednymi z kluczowych zagadnień w chemii i dziedzinach pokrewnych, mają one na celu 

ochronę środowiska i ograniczenie negatywnego wpływu działalności człowieka. Zielona chemia 

projektuje procesy, które eliminują lub zmniejszają wprowadzanie substancji niebezpiecznych 

w procesach przemysłowych. W tym celu jednym z najważniejszych zagadnień skupionych wokół 

zielonej chemii jest odkrycie nowej generacji rozpuszczalników/plastyfikatorów, które mogłyby 

zastąpić tradycyjne chemikalia stosowane w procesach przemysłowych.  

 

Rysunek 5. Klasyfikacja mieszanin głęboko eutektycznych. 

W celu rozróżnienia między możliwymi eutektykami, DES podzielono na cztery typy [104], co 

przedstawia Rysunek 5. Przykłady eutektyków typu I obejmują stopione sole 

DES

Typ I
połączenie 

czwartorzędowych soli 
amoniowych i soli metali

Typ II

połączenie 
czwartorzędowych soli 

amoniowych i uwodnionych 
soli metali

Typ III

połączenie 
czwartorzędowych soli 
amoniowych i związku 

będącego donorem wiązania 
wodorowego

Typ IV
połączenie chlorków metali i 
związku będącego donorem 

wiązania wodorowego
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chloroglinianiu/imidazoliowe i ciecze jonowe utworzone z soli imidazoliowych  

i różnych halogenków metali, w tym FeCl2, AgCl, CuCl, LiCl, CdCl2, CuCl2, SnCl2, ZnCl2, LaCl3, YCl3 

i SnCl4. Dostępność nieuwodnionych halogenków metali, które mają odpowiednio niską temperaturę 

topnienia, aby utworzyć DES typu I jest ograniczony.  Przykłady eutektyków typu II obejmują 

uwodnione halogenki metali. Stosunkowo niski koszt wielu uwodnionych soli metali  

w połączeniu z ich naturalną niewrażliwością na wilgoć sprawia, że ich zastosowanie w procesach 

przemysłowych na dużą skalę jest opłacalne. Najczęściej badane w literaturze eutektyki typu III są 

oparte na HBA (najczęściej na chlorku choliny – czwartorzędowym kationie amoniowym) i HBD. 

Szeroka gama dostępnych HBA (Rysunek 6) oraz HBD (Rysunek 7) oznacza, że ta klasa DES jest 

szczególnie elastyczna. Fizyczne właściwości cieczy zależą od donora wiązań wodorowych i można je 

łatwo dostosować do konkretnych zastosowań. DES typu IV dotyczy soli metali przejściowych, głównie 

ZnCl2 lub AlCl3, które tworzą eutektyki z HBD [104], [105].  

Typ III jest najczęściej stosowanym DES ze względu na silne oddziaływanie wiązań 

wodorowych między HBA i HBD. Mechanizm wiązania wodorowego DES wpływa bezpośrednio na 

jego właściwości – im większa interakcja sieci wiązań wodorowych, tym większe obniżenie temperatury 

topnienia i bardziej lepka mieszanina [103]. 

Wiele związków zostało z powodzeniem wykorzystanych do tworzenia DES [106]. HBA to 

głównie czwartorzędowe sole amoniowe lub fosfoniowe, natomiast HBD to najczęściej amidy, alkohole 

i kwasy karboksylowe. Rysunek 6 przedstawia struktury niektórych HBA stosowanych do wytwarzania 

DES, natomiast Rysunek 7 przedstawia struktury niektórych HBD stosowanych do wytwarzania DES. 

Z kolei Tabela 8 przedstawia najpopularniejsze układy stosowane do wytwarzania DES. 

O zastosowaniach DES decydują ich właściwości fizyczne, m.in. gęstość oraz lepkość  

– w przemyśle preferowane są DES o niższych gęstościach oraz lepkościach. Właściwości 

fizykochemiczne DES zależą od charakteru HBA i HBD, które tworzą mieszaniny eutektyczne, dlatego 

można je dostosować zmieniając stosunek molowy HBA:HBD. Ponadto obecność wody  

w DES, nawet w niewielkich ilościach, wpływa na właściwości fizyczne DES. Zwiększenie zawartości 

wody w mieszaninach DES obniża ich gęstość i lepkość poprzez rozerwanie wiązań wodorowych 

między składnikami DES [107].  
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Rysunek 6. Związki zawierające akceptory wiązań wodorowych (HBA) - przykłady. 

 

 

 

Rysunek 7. Związki zawierające donory wiązań wodorowych (HBD) - przykłady. 
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Tabela 8. Najpopularniejsze układy HBA-HBD stosowane do wytwarzania DES.  

Rodzaj DES (HBA-HBD) Stosunek molowy HBA:HBD 

Chlorek choliny-tiomocznik 1:1, 1:2 

Chlorek choliny-mocznik 1:2 

Chlorek choliny-glicerol 1:2, 1:3, 1:4 

Chlorek choliny-kwas malonowy 1:1, 1:2 

Chlorek choliny-kwas mlekowy 1:1, 1:2 

Chlorek choliny-kwas lewulinowy 1:2 

Chlorek choliny-glikol etylenowy 1:2 

Chlorek choliny-kwas cytrynowy 1:1, 1:2, 2:1 

Chlorek choliny-kwas bursztynowy 1:1 

Betaina-mocznik 1:2 

ZnCl2-glikol etylenowy 1:4 

 

Przygotowanie DES jest łatwe, nie wymaga obecności rozpuszczalnika ani oczyszczania 

produktu końcowego, ponieważ nie powstają produkty uboczne. Istnieją różne metody przygotowania 

DES, takie jak metoda podgrzewania, metoda mielenia [108], metoda liofilizacji [109]. Metoda 

podgrzewania polega na mieszaniu i ogrzewaniu związków, przy ciągłym mieszaniu, aż do powstania 

jednorodnej cieczy. Temperatura ogrzewania zwykle mieści się w zakresie od 50 do 100oC. Drugą 

popularną metodą jest mielenie, które polega na ucieraniu związków w moździerzu za pomocą tłuczka, 

w temperaturze pokojowej, aż do uzyskania klarownej cieczy. Do tworzenia DES wykorzystuje się też 

metodę odparowania wody [110], która polega na rozpuszczeniu składników DES w wodzie, a następnie 

odparowaniu w temperaturze 50oC oraz umieszczeniu otrzymanej cieczy w eksykatorze w obecności 

żelu krzemionkowego.  

7.1.  Mieszaniny głęboko eutektyczne jako plastyfikatory folii chitozanowych 

Plastyfikatory są niezbędne do zmniejszenia kruchości folii poprzez zmniejszenie sił 

międzycząsteczkowych między łańcuchami polimeru, zwiększenie ich ruchliwości, a tym samym 

poprawę właściwości mechanicznych. W związku z tym zastosowano dużą liczbę plastyfikatorów 

w celu poprawy właściwości mechanicznych i powierzchniowych folii chitozanowych. Do najczęściej 

stosowanych plastyfikatorów dla filmów chitozanowych zalicza się glicerynę, glikol etylenowy, glikol 

polietylenowy i glikol propylenowy [111], [112]. Stwierdzono, że glicerol i glikol polietylenowy są 

bardziej odpowiednie jako plastyfikatory chitozanu niż glikol etylenowy i glikol propylenowy ze 

względu na ich wydajność plastyfikacji i stabilność przechowywania. Stężenie plastyfikatora w ilości 

20% (dla glicerolu i glikolu polietylenowego) jest wystarczające do uzyskania elastycznej folii 

chitozanowej o dobrej stabilności przez 5 miesięcy przechowywania [111].  
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Obecnie obserwuje się coraz większe zainteresowanie stosowaniem plastyfikatorów 

pochodzenia naturalnego i w związku z tym w ostatnich latach z powodzeniem przetestowano nową 

klasę plastyfikatorów, tzw. DES jako plastyfikatorów folii na bazie chitozanu przygotowanych różnymi 

metodami [103]. 

W zespole Galvis-Sánchez badano zastosowanie czterech DES opartych na chlorku choliny, 

przygotowanych z kwasem jabłkowym, kwasem mlekowym, kwasem cytrynowym i glicerolem jako 

plastyfikatorów dla folii chitozanowych, gdzie folie te zostały wytworzone przez formowanie 

termokompresyjne [113]. Badania przeprowadzono dla dwóch chitozanów o różnych stopniach 

deacetylacji (DD = 76 i 81%). Chitozan uprzednio wysuszono w piecu w 60oC/24h, a następnie 

mieszaniny chitozanu z DES przygotowano poprzez ucieranie związków w moździerzu za pomocą 

tłuczka przez 15 minut  (stosunek chitozan/DES – 70/30 wag.). Następnie uzyskane mieszaniny 

umieszczono w piecu 80oC/30 minut, po czym po wyjęciu dodano 3% kwas octowy i mieszano przez 

15 minut. Otrzymane materiały prasowano na gorąco w prasie hydraulicznej (110oC). Folia chitozanowa 

(DD = 76%) z dodatkiem DES na bazie chlorku choliny i kwasu jabłkowego (stosunek molowy 1:1) 

wykazywała najwyższą elastyczność, podczas gdy folia chitozanowa (DD = 76%) z dodatkiem DES na 

bazie chlorku choliny i kwasu cytrynowego (stosunek molowy 1:1) wykazywała wyższe wartości 

wytrzymałości na rozciąganie.  

W innym badaniu przygotowano folie chitozanowe formowane termokompresyjne z dodatkiem 

DES na bazie chlorku choliny i kwasu cytrynowego (stosunek molowy 1:1) [114]. Co ciekawe, chlorek 

choliny i kwas cytrynowy dodawano do chitozanu oddzielnie (nie w postaci płynnej mieszaniny), 

następnie mieszaninę ogrzewano w 70oC/30 minut, po czym dodano 3% kwas octowy. Uformowaną 

pastę prasowano na gorąco w 120oC. Otrzymane folie chitozanowe z dodatkiem DES wykazywały 

wyższą zdolność sorpcji wody. Ponadto zaobserwowano nieznaczny wzrost wydłużenia przy zerwaniu 

(wyższą elastyczność) oraz niższą wytrzymałość na rozciąganie  

W kolejnej pracy badano folie chitozanowe z dodatkiem DES (30-80% wag.) na bazie chlorku 

choliny i kwasu mlekowego [115].  Folie te przygotowano poprzez rozpuszczenie określonej ilości 

chitozanu w 2% kwasie octowym, a następnie dodanie znanej ilości DES i mieszanie w temperaturze 

pokojowej przez 5 godzin. W pełni zhomogenizowane roztwory wylewano na szalki Petriego i suszono 

w 25oC/7 dni. Wyniki potwierdziły dobre właściwości plastyfikujące DES, a dodatek DES do folii 

chitozanowej poprawił jej właściwości fizykochemiczne i mechaniczne – przygotowane folie mają 

potencjał do wykorzystania jako materiał opakowaniowy. Dodatek DES znacząco poprawił 

elastyczność filmów chitozanowych (wydłużenie przy zerwaniu wzrosło o ok. 160% po wprowadzeniu 

80% wag. DES), nieznacznie obniżył wytrzymałość na rozciąganie, a także poprawił właściwości 

antyoksydacyjne przy jednoczesnym zwiększeniu przepuszczalności pary wodnej.  
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W innej pracy otrzymano folie chitozanowe zawierające DES na bazie chlorku choliny i kwasu 

malonowego (stosunek molowy 1:1), które z powodzeniem przygotowano metodą odlewania roztworu 

przy użyciu zawartości DES 0-82% wag. [116]. Chitozan, chlorek choliny i kwas malonowy odważono 

i umieszczono w naczyniu, po czym dodano odpowiednią ilość wody i prowadzono proces 

rozpuszczania z mieszaniem w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Na tym etapie kwas malonowy 

zapewnił kwasowe środowisko, które jest niezbędne do rozpuszczenia chitozanu. Otrzymane roztwory 

przesączono w celu usunięcia nierozpuszczonej pozostałości i odgazowano pod próżnią. Folie 

otrzymano przez wylewanie roztworów na szalki Petriego a następnie suszenie w 25oC/6 dni. 

Wydłużenie folii przy zerwaniu wzrosło z 3 do 62% przy wzroście zawartości DES z 0 do 67% wag., 

natomiast dalszy wzrost zawartości DES prowadził do zmniejszenia maksymalnego wydłużenia.  

Przygotowano również folie chitozanowe plastyfikowane różnymi formulacjami DES  na bazie 

chlorku choliny i kwasów organicznych (kwas acetylosalicylowy, malonowy, mlekowy) metodą 

odlewania. Uzyskane folie chitozanowe z dodatkiem DES wykazały doskonałe właściwości 

antybakteryjne przeciwko Echerichia coli i Stabhylococcus aureus – przygotowane folie chitozanowe  

z DES na bazie choliny, szczególnie dla chlorku choliny i kwasu acetylosalicylowego, wykazały 

ogromny potencjał w zakresie pakowania żywności [117]. 
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OMÓWIENIE WYNIKÓW 

1. Wprowadzenie 

Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej koncentrowały się wobec 

biopolimeru – chitozanu, który można otrzymać w wyniki deacetylacji chityny. Zarówno chitozan jak 

i chityna mogą być zamawiane przez odpowiedni departament zajmujący się zakupami surowców 

w Grupie Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A.  W związku z tym, że zakupiony chitozan czy też 

chitozan zsyntezowany na miejscu w zakładzie poprzez deacetylację chityny, może się różnić 

właściwościami, potrzebne są metody oznaczania jego właściwości: stopnia deacetylacji, masy molowej 

czy lepkości roztworu. Konieczne było zatem opracowanie takich metod, czego podjęto się na początku 

pracy doktorskiej. W pracy podjęto następnie temat zastosowania koacerwatów jako dodatków do 

nawozów (otoczki/wsadu do granuli), więc zsyntezowano najpierw odpowiednie pochodne chitozanu 

(po dokonaniu przeglądu literaturowego metod ich syntezy), a następnie je scharakteryzowano. Celem 

pracy było również opracowanie metod otrzymywania folii chitozanowych z dodatkiem mieszanin 

głęboko eutektycznych (otoczki do nawozów), w związku z czym wybrano odpowiednie mieszaniny 

głęboko eutektyczne i podjęto się m.in. badań rozpuszczalności folii chitozanowych z ich dodatkiem.  

2. Ocena właściwości fizykochemicznych chitozanu 

2.1 Oznaczanie stopnia deacetylacji chitozanu 

Stopień deacetylacji (DD, ang. degree of deacetylation), jest jednym z głównych parametrów, 

który charakteryzuje chitozan: 

𝐷𝐷 =
𝑛𝐺𝑙𝑐𝑁

𝑛𝐺𝑙𝑐𝑁 + 𝑛𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐
∙ 100% 

gdzie: 

nGlcN – średnia liczba jednostek D-glukozaminy (GlcN) 

nGlcNAc – średnia liczba jednostek N-acetylo-D-glukozaminy (GlcNAc) 

W niektórych przypadkach stosuje się stopień acetylacji chitozanu (DA, ang. degree of acetylation), 

który można zdefiniować jako: 

𝐷𝐴 = 100 − 𝐷𝐷 

DD określa ilość jednostek D-glukozaminy utworzonych z częściowego rozerwania wiązań  

N-acetylowych, wskazując procent deacetylowanych monomerów obecnych w ich łańcuchach. 

Determinuje on reaktywność i rozpuszczalność polimeru, a jego określenie jest jedną z rutynowych 

analiz przeprowadzanych w celu kontroli jakości chitozanów produkowanych przemysłowo.  

DD chitozanu jest najważniejszym parametrem wpływającym na jego właściwości biologiczne, 
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fizykochemiczne i mechaniczne. Rozpuszczalność chitozanu wzrasta wraz ze wzrostem wolnej grupy 

aminowej czyli wzrostem DD [118]. 

Do określenia DD opracowano wiele metod, takich jak: miareczkowanie potencjometryczne 

[119], [120], [121], [122], [123], spektroskopia UV-VIS [124], [125], [126], [127], [128], spektroskopia 

w podczerwieni [129], [130], [131], [132], spektroskopia Ramana [133], analiza elementarna [123], 

[126], [134], [135], dyfrakcja rentgenowska [136], spektroskopia 1H NMR  

i 13C NMR [137], [138], [139], [140] czy skaningowa kalorymetria różnicowa [141].  W ramach tej 

samej metody zazwyczaj istnieje kilka procedur analitycznych do wykonywania pomiarów i obliczeń 

oraz wiele sposobów interpretacji wyników [118], [142]. Wybór techniki zależy od kilku czynników, 

takich jak rozpuszczalność próbki czy dostępność sprzętu. Poszukiwane są szybkie, przyjazne dla 

użytkownika, tanie i dokładne metody określania DD. Najlepszymi metodami dla Grupy Azoty ZAK 

S.A. będą metody/techniki analityczne, które są aktualnie dostępne w zakładzie – nie ma konieczności 

zakupu nowych sprzętów pomiarowych/aparatury.  W związku z tym do określenia DD chitozanu 

można zastosować następujące metody, dostępne w zakładzie, takie jak miareczkowanie 

potencjometryczne, spektroskopia UV-VIS czy analiza elementarna. Badania mogą być wykonywane  

w Departamencie Rozwoju. Departament Rozwoju w ramach swojej działalności zajmuje się 

prowadzeniem projektów badawczych i rozwojowych wpisujących się w strategię rozwoju i innowacji 

Grupy Azoty ZAK S.A. Obecnie w Departamencie funkcjonuje siedem laboratoriów, a w ich ramach 

trzynaście pojedynczych Laboratoriów – Zespołów. Szerokie zaplecze analityczne, jak również wysoko 

wykwalifikowana kadra pozwala na realizację niestandardowych zleceń i zgłoszeń.  

Wyznaczenie DD chitozanu jest pozornie prostym problemem analitycznym, ale 

w rzeczywistości jest to dość skomplikowane zagadnienie. W ciągu ostatnich kilkunastu lat 

zaproponowano i dopracowano dużą liczbę metod, ale wszystkie mają nieodłączne wady 

i ograniczenia. Do oznaczania DD chitozanu potrzebne są tanie, proste, ale też solidne oraz niezawodne 

metody i procedury. W tym celu przetestowano i porównano – na tych samych zestawach próbek 

chitozanu – techniki analityczne dostępne w Grupie Azoty ZAK S.A.  Testy przeprowadzono na trzech 

chitozanach o nominalnym DD w zakresie 83-96%. Oznaczono je jako: chitozan nr 1 – chitozan firmy 

Acros Organics (MW: 100 000 – 300 000), chitozan nr 2 – chitozan firmy Acros Organics (MW: 600 000 

– 800 000) oraz chitozan nr 3 – chitozan firmy Sigma Aldrich (MW: 50 000 – 190 000). Zastosowano 

w tym celu miareczkowanie potencjometryczne i trzy różne metody obliczeniowe, dwie metody 

spektroskopii UV-VIS oraz analizę elementarną i dwie metody obliczeniowe.  

 

2.1.1 Miareczkowanie potencjometryczne 

W wyniku miareczkowania potencjometrycznego otrzymano wykresy wartości pH w funkcji 

objętości dodawanego titranta (0,1 M NaOH) z dwoma punktami przegięcia V1 oraz V2 (Rysunek 8a). 
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Określenie pierwszej pochodnej znacznie ułatwia dokładny odczyt V1 oraz V2 (Rysunek 8b).  Pierwszy 

punkt przegięcia (oznaczony jako V1) jest punktem równoważnikowym miareczkowania nadmiaru HCl, 

który został użyty do rozpuszczenia próbki chitozanu (chitozan rozpuszczony w wodnym roztworze 

HCl staje się polielektrolitem, dzięki protonowaniu grup aminowych). Drugi punkt przegięcia 

(oznaczony jako V2) jest punktem równoważnikowym miareczkowania protonowanego chitozanu.  

 

Rysunek 8. a) Przykładowa krzywa miareczkowania dla próbki chitozanu nr 1; b) Wyznaczenie 

punktów V1 oraz V2 metodą pierwszej pochodnej dla próbki chitozanu nr 1. 

 

DD chitozanu obliczono korzystając z trzech wzorów (wzory 1-3) opisanych w części eksperymentalnej, 

w rozdziale 2.1.1. Uzyskane wyniki przedstawia Tabela 9. 

Do określenia DD chitozanu za pomocą miareczkowania wybrano metodę, dzięki której 

uzyskuje się krzywą z dwoma punktami przegięcia. Różnica objętości pomiędzy V1 i V2 odpowiada 

kwasowi zużywanemu przez grupy aminowe i pozwala obliczyć DD – korzystano do obliczeń ze 

wzorów 1 oraz 2. Określenie pierwszej pochodnej pomaga w dokładnym odczycie punktów V1 i V2. 

Wykonano również obliczenia na podstawie położenia pierwszego punktu na krzywej miareczkowania 

V1, a nie na podstawie różnicy – korzystano w tym przypadku do obliczeń ze wzoru nr 3. 

Metody określania stopnia deacetylacji za pomocą miareczkowania są tanie i oparte na łatwo 

dostępnych odczynnikach oraz aparaturze. Wadą tej metody jest jednak stosunkowo długi czas 

przygotowywania próbki oraz samego miareczkowania. Miareczkowanie potencjometryczne wydaje się 

najprostszą i najsolidniejszą metodą oznaczania stopnia deacetylacji chitozanu.  
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Tabela 9. DD chitozanu uzyskane za pomocą miareczkowania potencjometrycznego. 

  

 

Nr 

próbki 

    DD [%] 

Naważka 

[g] 

V1 

[ml] 

V2 

[ml] 

Obliczony wg 

wzoru nr 1 

Średnia  

(SD) 

[%] 

Obliczony wg 

wzoru nr 2 

Średnia 

(SD)  

[%] 

Obliczony wg 

wzoru nr 3 

Średnia 

(SD) 

[%] 

Deklaracja 

producenta 

Chitozan 

nr 1 

1 0,1898 10 20,5 91,14 

90,58 

(0,95) 

89,06 

88,39 

(1,18) 

84,82 

85,15 

(2,67) 
90,00 

2 0,2004 9,5 20,5 90,55 88,35 84,33 

3 0,2046 9,5 20,5 89,04 86,54 82,61 

4 0,2005 9,5 20,5 90,51 88,31 84,30 

5 0,2064 8,5 20 91,66 89,69 89,69 

Chitozan 

nr 2 

1 0,208 7,5 20 97,41 

97,21 

(0,73) 

96,73 

96,49 

(0,91) 

96,73 

96,49 

(0,91) 
95,60 

2 0,1831 9 20 97,38 96,7 96,70 

3 0,1921 8,5 20 97,11 96,37 96,37 

4 0,1947 8,5 20 96,07 95,07 95,07 

5 0,2062 7,5 20 98,09 97,58 97,58 

Chitozan 

nr 3 

1 0,1907 10,5 19,5 79,96 

79,20 

(0,95) 

75,97 

75,11 

(1,07) 

80,19 

72,64 

(4,74) 
83,00 

2 0,1912 12 21 79,77 75,75 67,34 

3 0,1926 11,5 20,5 79,29 75,21 71,03 

4 0,203 11 20,5 79,39 75,33 71,36 

5 0,2087 10,5 20 77,57 73,27 73,27 

Chitozan nr 1 – Acros Organics (MW: 100 000 – 300 000), chitozan nr 2 – Acros Organics (MW: 600 000 – 800 000), chitozan nr 3 – Sigma Aldrich (MW: 50 000 – 190 000) 
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2.1.2 Metody spektroskopii UV-VIS 

a) Metoda I 

Oznaczanie DD przy użyciu spektroskopii UV-VIS opiera się na pomiarze intensywności 

absorpcji odpowiadającej grupie acetylowej w chitozanie. Wykreślając wartość pierwszej pochodnej 

UV przy różnych długościach fali w funkcji stężeń GlcNAc w celu przeprowadzenia analizy regresji 

liniowej, najlepszą regresję liniową uzyskano przy 199 nm – wartość pierwszej pochodnej przy 199 nm 

została wybrana do pomiarów stopnia deacetylacji w tym badaniu (Rysunek 9).  

 

Rysunek 9. Wykres zależności pierwszej pochodnej przy 199 nm wobec stężenia GlcNAc. 

Przy użyciu krzywej kalibracyjnej dla GlcNAc obliczono DD dla próbek chitozanu. Korzystano ze 

wzoru nr 4, który został opisany w części eksperymentalnej, w rozdziale 2.1.2. Uzyskane wyniki 

przedstawia Tabela 10.  

Tabela 10. Wyznaczenie DD chitozanu za pomocą spektroskopii UV-VIS – metoda I. 

 Nr 

próbki 

Zawartość GlcNAc 

wyznaczona  

z krzywej 

[µg/ml] 

DD 

[%] 

Średnia 

(SD) 

[%] 

Deklaracja 

producenta 

Chitozan nr 1 

1 7,2289 88,78 

88,65 

(0,12) 
90,00 2 7,3469 88,60 

3 7,3649 88,56 

Chitozan nr 2 

1 2,6703 95,80 

95,45 

(0,31) 
95,60 2 3,0452 95,21 

3 2,9701 95,34 

Chitozan nr 3 

1 16,2441 74,79 

74,98 

(0,31) 
83,00 2 16,0070 75,15 

3 16,0853 74,99 

Chitozan nr 1 – Acros Organics (MW: 100 000 – 300 000), chitozan nr 2 – Acros Organics (MW: 600 000 – 800 000), chitozan 

nr 3 – Sigma Aldrich (MW: 50 000 – 190 000) 
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Metoda ta została zasugerowana jako standardowa metoda rutynowego oznaczania DD 

chitozanu [125]. Pomiar jest prosty i dokładny, nie wymaga drogiego sprzętu, można go wykonać 

w stosunkowo krótkim czasie. 

b)  Metoda II 

Metoda  II wymaga przygotowania krzywych kalibracyjnych przy użyciu GlcN oraz GlcNAc 

przy różnych stosunkach molowych.  GlcNAc oraz chlorowodorek GlcN we wspólnym roztworze mają 

maksimum przy 201 nm w 0,1M roztworze HCl. Rysunek 10 przedstawia liniową zależność stosunku 

absorbancji do całkowitego stężenia molowego powtarzających się jednostek (A/C) od stopnia 

acetylacji (DA) przy 201 nm. Relacja pomiędzy A/C i DA jest liniowa. Tabela 11 przedstawia 

zestawienie DD określone metodą II dla próbek chitozanu. Korzystano ze wzoru nr 5, który został 

opisany w części eksperymentalnej, w rozdziale 2.1.2.  

 

Rysunek 10. Krzywa zależności stosunku A/C od DA (201 nm). 

Tabela 11. Wyznaczenie DD chitozanu za pomocą spektroskopii UV-VIS – metoda II. 

 Nr 

próbki 
Absorbancja 

DD 

[%] 

Średnia 

(SD) 

[%] 

Deklaracja 

producenta 

Chitozan nr 1 

1 0,5463 77,54 

77,67 

(0,15) 
90,00 2 0,5435 77,66 

3 0,5398 77,83 

Chitozan nr 2 

1 0,3708 84,47 

84,63 

(0,18) 
95,60 2 0,3682 84,59 

3 0,3630 84,82 

Chitozan nr 3 

1 0,7498 70,64 

70,68 

(0,08) 
83,00 2 0,7469 70,77 

3 0,7503 70,62 

Chitozan nr 1 – Acros Organics (MW: 100 000 – 300 000), chitozan nr 2 – Acros Organics (MW: 600 000 – 800 000), chitozan 

nr 3 – Sigma Aldrich (MW:50 000 – 190 000) 

y = 2,9835x + 0,0149

R² = 0,9988

0

0,5

1

1,5

2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

A
/C

DA

Krzywa zależności stosunku A/C od DA 

(λ=201 nm)
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Metoda II, która jest nieco łatwiejsza do wykonania niż metoda I (nie ma potrzeby przeliczania widm 

na pierwsze pochodne), dała wyniki znacznie zaniżone w porównaniu do deklaracji producenta. 

 

2.1.3 Analiza elementarna 

Metoda ta opiera się na oznaczeniu zawartości węgla (C) oraz azotu (N) w próbkach chitozanu.  

DD obliczono ze stosunku C/N. Stosunek C/N zmienia się od 5,145 dla całkowicie  

N-deacetylowanego chitozanu (GlcN, C6H11O4N jako jednostka powtarzalna) do 6,816 dla całkowicie  

N-acetylowanego polimeru (GlcNAc, C8H13O5N jako jednostka powtarzalna) [134]. DD chitozanu 

obliczono korzystając z dwóch wzorów (wzór nr 6 i wzór nr 7) opisanych w części eksperymentalnej,  

w rozdziale 2.1.3. Tabela 12 przedstawia wyniki zawartości węgla i azotu w badanych próbkach wraz  

z obliczonymi DD.  

Tabela 12. Zawartość badanych pierwiastków w próbkach oraz obliczony DD chitozanu. 

    DD [%] 

 Nr 

próbki 

C  

[%] 

N 

[%] 

Obliczony 

wg wzoru 

nr 6 

Średnia 

(SD) 

[%] 

Obliczony 

wg wzoru 

nr 7 

Średnia 

(SD) 

[%] 

Deklaracja 

producenta 

Chitozan 

nr 1 

1 41,325 7,814 91,50 
92,03 

(0,75) 

91,41 
91,95 

(0,77) 
90,00 

2 41,362 7,848 92,56 92,50 

Chitozan 

nr 2 

1 40,518 7,835 98,33 
99,18 

(1,19) 

98,42 
99,28 

(1,22) 
95,60 

2 40,631 7,901 100,02 100,15 

Chitozan 

nr 3 

1 41,496 7,671 84,45 
82,39 

(2,90) 

84,17 
82,07 

(2,98) 
83,00 

2 41,521 7,577 80,34 79,96 

Chitozan nr 1 – Acros Organics (MW: 100 000 – 300 000), chitozan nr 2 – Acros Organics (MW: 600 000 – 800 000), chitozan 

nr 3 – Sigma Aldrich (MW: 50 000 – 190 000) 

 

 

2.1.4 Porównanie zastosowanych metod oznaczania stopnia deacetylacji chitozanu 

Uzyskane wyniki podsumowano i porównano ze DD zadeklarowanym przez producenta – 

Tabela 13. Do obliczeń korzystano ze wzorów (wzór 1-7), które zostały opisane w części 

eksperymentalnej, w rozdziale 2.1. 
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Tabela 13. Porównanie DD chitozanu oznaczonego różnymi metodami. 

 

DD chitozanu [%] 

(SD [%]) 

 
Miareczkowanie 

potencjometryczne 
UV-VIS 

Analiza 

elementarna Deklaracja 

producenta* 
 

Wzór 

nr 1 

Wzór 

nr 2 

Wzór 

nr 3 

Wzór 

nr 4 

Wzór 

nr 5 

Wzór 

nr 6 

Wzór 

nr 7 

Chitozan nr 1 

90,58 

(0,95) 

88,39 

(1,18) 

85,15 

(2,67) 

88,65 

(0,12) 

77,67 

(0,15) 

92,03 

(0,75) 

91,95 

(0,77) 
90,00 

Chitozan nr 2 

97,21 

(0,73) 

96,49 

(0,91) 

96,49 

(0,91) 

95,45 

(0,31) 

84,63 

(0,18) 

99,18 

(1,19) 

99,28 

(1,22) 
95,60 

Chitozan nr 3 

79,20 

(0,95) 

75,11 

(1,07) 

72,64 

(4,74) 

74,98 

(0,31) 

70,68 

(0,08) 

82,41 

(2,90) 

82,08 

(2,98) 
83,00 

Chitozan nr 1 – Acros Organics (MW:100 000 – 300 000), chitozan nr 2 – Acros Organics (MW:600 000 – 800 000), chitozan 

nr 3 – Sigma Aldrich (MW:50 000 – 190 000) 

* producent nie podaje jaką metodą wykonano oznaczenie 

 

Mimo iż literatura podaje, że technika 1H NMR powinna być metodą referencyjną dla 

oznaczania DD chitozanu [118], [142], to w tej technice niezbędny jest drogi aparat. Grupa Azoty 

Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. nie posiada spektrometru NMR. Poza tym metoda ta nie jest 

odpowiednia do rutynowych pomiarów DD ze względu na wysokie koszty (deuterowane 

rozpuszczalniki, amortyzacja sprzętu, specjalistyczne kursy dla personelu) i czasochłonną procedurę 

przygotowania próbki. Koszty i skomplikowane względy techniczne utrudniają zastosowanie 

spektroskopii NMR jako rutynowej techniki na skalę przemysłową oraz w niewyspecjalizowanych 

laboratoriach. W związku z tym nie zostały przeprowadzone pomiary 1H NMR do oznaczenia DD 

chitozanów – laboratoria muszą pracować z wykorzystaniem prostszych, tańszych i mniej 

zaawansowanych technik. Wybrana technika musi być precyzyjna, dokładna, powtarzalna i niedroga. 

DD za pomocą 1H NMR został wyznaczony tylko dla chitozanu firmy Sigma (MW:50 000 – 

190 000). Chitozan ten poddano modyfikacji – reakcji czwartorzędowania, co opisano w rozdziale 3. 

Wykonane widm 1H NMR chitozanu, który poddano reakcji czwartorzędowania i otrzymanej pochodnej 

potwierdziły uzyskanie odpowiedniego produktu (czwartorzędowanego chitozanu) oraz pozwoliły na 

określenie stopnia czwartorzędowania. Korzystając z tego, że zostało wykonane widmo 1H NMR, 

oznaczono za pomocą tej techniki DD chitozanu, który wynosił 83,63% (wynik pokrywa się z deklaracją 

producenta 83,00%). Do obliczeń korzystano ze wzoru nr 8, który zamieszczono i opisano w części 

eksperymentalnej, w rozdziale 2.4.1. 

W celu określenia DD metodą miareczkowania wybrano jednakową procedurę przygotowania 

próbek oraz trzy, najczęściej używane w literaturze wzory do obliczeń. Metoda określania stopnia 

deacetylacji przez miareczkowanie jest tania, oparta na łatwo dostępnych odczynnikach i aparaturze. 
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Wadą może być stosunkowo długi czas przygotowania próbki, jak i samego miareczkowania. Dobra 

zgodność uzyskanych wyników za pomocą miareczkowania potencjometrycznego z deklaracją 

producenta sugeruje, że metoda ta może zostać wykorzystywana jako prosta i dokładna metoda 

w zastosowaniach przemysłowych. Również w pracy [142] wskazano, że miareczkowanie 

potencjometryczne, oparte na wybranych procedurach i standardowych roztworach analitycznych 

o dobrze znanych stężeniach, jest najbardziej niezawodną metodą nie-NMR.  

W porównaniu z 1H NMR oznaczenia spektrofotometryczne UV-VIS mają mniejsze wymagania 

sprzętowe. Zaletami oznaczeń UV-VIS są ogólnie dostępny sprzęt (spektrofotometr UV-VIS) oraz łatwe 

pomiary. Do wad możemy zaliczyć natomiast pracochłonną i czasochłonną procedurę (krzywa 

kalibracji, przygotowywanie próbek). Problematyczna może być też obecność zanieczyszczeń 

(pochłaniających poniżej 210 nm), która może wpływać na widma, a tym samym na końcowe wyniki 

[142]. 

Analiza elementarna posłużyła do określenia składu pierwiastkowego chitozanu, a DD 

obliczono na podstawie stosunku C/N. Obecność zanieczyszczeń w próbce: materiałów organicznych 

lub polisacharydów w próbce innych niż chityna i chitozan może znacząco zmieniać stosunek  

C/N [163]. Konieczna jest zatem eliminacja pozostałości białkowych obecnych w próbkach chitozanu, 

które mogą zwiększać zawartość azotu, a tym samym zawyżać stopień deacetylacji.  

 

2.2 Oznaczenie masy molowej chitozanu 

Zastosowania chitozanu są nie tylko uzależnione od DD, ale także od masy molowej 

polisacharydu (MW). DD i MW chitozanu są najważniejszymi parametrami wpływającymi na jego 

właściwości biologiczne, fizykochemiczne, mechaniczne, a co za tym idzie na jego zastosowanie. 

Chitozan jest naturalnym kationowym polisacharydem o dużym rozrzucie MW. Badania nad chitozanem 

wskazują, że chitozan o niskiej MW ma znacznie zwiększoną aktywność biologiczną w porównaniu 

z chitozanem o wysokiej MW. Chitozan o niskiej MW wykazuje silniejsze działania 

przeciwdrobnoustrojowe i przeciwgrzybicze [63], [143]. MW decyduje również o podstawowych 

właściwościach chitozanu, m.in. o jego rozpuszczalności czy lepkości [57], [144], [145]. Bardzo wysoka 

MW chitozanu, a co za tym idzie – wysoka lepkość chitozanu może wykluczać jego zastosowanie. 

Wysoka MW może też skutkować niską rozpuszczalnością. Chitozan o wyższej MW pozwala na 

uzyskiwanie folii, które wykazują zwiększoną odporność na wodę i właściwości mechaniczne [146], 

ponadto lepkość roztworów błonotwórczych wzrasta znacząco wraz ze wzrostem MW chitozanu. 

MW chitozanu może być określana za pomocą metod takich jak: chromatografia żelowa 

(GPC/SEC), wiskozymetria czy też spektroskopia rozpraszania światła [56].  W związku z tym, że 

Grupa Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. posiada chromatograf żelowy, do oznaczeń MW 
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chitozanu wybrano chromatografię żelową. Wysoka MW chitozanu sprawia, że chromatografia 

GPC/SEC jest najczęściej stosowaną techniką chromatograficzną do analizy tych związków. W technice 

tej podstawą rozdzielenia chromatograficznego składników mieszaniny jest oddziaływanie cząsteczek, 

różniących się wielkością, z porowatą strukturą fazy stacjonarnej. Masy chitozanów wyznacza się przy 

użyciu wzorców o znanych MW, dla których określa się zależność objętości retencji (VR) od masy (M) 

VR = f(lgM). 

GPC/SEC można stosować jako narzędzie do kontroli jakości chitozanu, do oznaczania średniej 

wagowej masy molowej (Mw), średniej liczbowej masy molowej (Mn) i polidyspersji (Mw/Mn). 

Przeanalizowano 3 próbki chitozanu: chitozan firmy Acros Organics (deklaracja producenta Mw = 

100 000 – 300 000), chitozan firmy Acros Organics (deklaracja producenta Mw = 600 000 – 800 000) 

oraz chitozan firmy Sigma (deklaracja producenta Mw = 50 000 – 190 000). Tabela 14 przestawia wyniki 

badań.  

 

Tabela 14. Wyniki GPC dla próbek chitozanu. 

  Wyniki oznaczeń 

 Deklaracja 

producenta 

Mw [g/mol] 

Mw 

[g/mol] 

RSD 

[%] 

Mn 

[g/mol] 

RSD 

[%] 
Mw/Mn 

RSD 

[%] 

Chitozan nr 1 

 

100 000 – 300 000 32 813 3,1 15 333 3,6 2,14 0,9 

Chitozan nr 2 

 

600 000 – 800 000 90 293 1,2 41 617 2,2 2,17 1,2 

Chitozan nr 3 50 000 – 190 000 128 187 1,2 47 577 3,5 2,70 2,7 

Chitozan nr 1 – Acros Organics (MW: 100 000 – 300 000), chitozan nr 2 – Acros Organics (MW: 600 000 – 800 000), chitozan 

nr 3 – Sigma Aldrich (MW:50 000 – 190 000) 

 

Jak widać w powyższej tabeli, dwa spośród trzech badanych chitozanów nie spełniają 

deklarowanych przez producentów parametrów. W przypadku chitozanu nr 1 – firma Acros Organics 

deklarowała MW w przedziale 100 000 – 300 000, gdzie wynik oznaczenia MW ≈ 33 000. Dla chitozanu 

nr 2 – firma Acros Organics deklarowała MW w przedziale 600 000 – 800 000, gdzie wynik oznaczenia 

MW ≈ 90 000. Jedynie chitozan nr 3 – firmy Sigma Aldrich mieści się w deklarowanym przedziale mas 

50 000 – 190 000 i wynosi MW ≈ 128 000. Ma to również odzwierciedlenie w lepkościach roztworów 

chitozanowych, ponieważ zgodnie z doniesieniami literaturowymi, im większa MW chitozanu, tym 

większa lepkość jego roztworu. Badania lepkości opisane w kolejnym rozdziale (Rozdział 2.3) 

potwierdzają taką prawidłowość. Jak widać konieczna jest ocena właściwości fizykochemicznych, 

w tym określenie MW, przed przystąpieniem do dalszej pracy z chitozanem. 
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2.3 Badania rozpuszczalności chitozanu, określenie lepkości przygotowanych 

roztworów  

Przetestowano i porównano, na tym samym zestawie próbek chitozanu, ich rozpuszczalność 

w trzech najczęściej używanych rozpuszczalnikach: kwasie octowym (rozpuszczalnik A), kwasie 

mrówkowym (rozpuszczalnik B) oraz kwasie mlekowym (rozpuszczalnik C) - Tabela 15. Stężenie 

wodnych roztworów kwasów stosowanych w badaniach rozpuszczalności wynosiło w każdym 

przypadku 1%. Dla przygotowanych roztworów, w których chitozan całkowicie się rozpuścił (dobra 

rozpuszczalność próbek) zmierzono lepkość dynamiczną [mPa∙s] w 25oC. 

 

Tabela 15. Sprawdzenie rozpuszczalności chitozanu w wytypowanych rozpuszczalnikach, określenie 

lepkości przygotowanych roztworów. 

 Lepkość dynamiczna chitozanu [mPa∙s] w 25oC 
 Chitozan nr 1 Chitozan nr 2 Chitozan nr 3 

Stężenie r-ru chitozanu 

[g/ml] 
A B C A B C A B C 

0,010 7,2 7,9 7,7 25,6 22,9 22,3 34,0 33,9 35,0 

0,015 8,5 10,0 9,3 57,1 44,9 44,0 89,7 86,1 93,6 

0,020 11,4 14,0 12,4 113,9 84,5 85,0 356,2 346,5 372,1 

0,025 12,4 20,3 13,9 251,0 181,0 177,0 1008,9 996,9 1004,8 

0,030 - 26,7 - 436,2 248,7  - - 2161,5 - 

0,035 - 36,1 - - 488,7  -  - - -  

0,040 - 37,9 - - 748,6  - - - - 

Chitozan nr 1 – Acros Organics (MW: 100 000 – 300 000 wg deklaracji producenta, MW oznaczona w GA ZAK: 32 813), 

chitozan nr 2 – Acros Organics (MW:600 000 – 800 000 wg deklaracji producenta, MW oznaczona w GA ZAK: 90 293),  

chitozan nr 3 – Sigma Aldrich (MW: 50 000 – 190 000 wg deklaracji producenta, MW oznaczona w GA ZAK: 128 187) 

 A – 1% kwas octowy, B – 1% kwas mrówkowy, C – 1% kwas mlekowy 

znak „-‘’ w tabeli oznacza, że  nie uzyskano roztworu o danym stężeniu (brak całkowitego rozpuszczenia chitozanu) 

 

Tabela 15 przestawia wyniki, które są zgodne z doniesieniami literaturowymi – im większa MW 

chitozanu, tym większa lepkość jego roztworu. Chitozan nr 1, dla którego zbadana MW była najmniejsza 

(Mw ≈ 33 000) ma najmniejszą lepkość dynamiczną spośród wszystkich trzech badanych próbek 

chitozanu, po rozpuszczeniu w trzech różnych rozpuszczalnikach. Z kolei chitozan nr 3 dla którego 

zbadana MW była największa (Mw ≈ 128 000) ma największą lepkość dynamiczną spośród wszystkich 

trzech badanych próbek chitozanu, po rozpuszczeniu w trzech różnych rozpuszczalnikach.  
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3. Modyfikacja chitozanu - reakcje czwartorzędowania 

Czwartorzędowe sole amoniowe chitozanu mają dobrą rozpuszczalność w wodzie oraz wysoką 

zdolność zatrzymywania wilgoci, ponadto poprawiają działanie przeciwdrobnoustrojowe [147], [148], 

[149]. Wprowadzenie czwartorzędowych soli amoniowych do szkieletu chitozanu jest jedną 

z najlepszych metod zwiększenia aktywności przeciwdrobnoustrojowej, a także rozpuszczalności 

w wodzie w całym zakresie pH. Jeden ze sposobów przeprowadzenia czwartorzędowania chitozanu 

polega na alkilowaniu grupy aminowej. Najprostszą pochodną tego typu, N,N,N-trimetylochitozan 

(Rysunek 11)  można otrzymać poprzez traktowanie chitozanu jodkiem metylu w środowisku 

alkalicznym [147]. 

 

Rysunek 11. N,N,N-trimetylochitozan. 

Inny sposób czwartorzędowania chitozanu polega na alkilowaniu grupy aminowej  

z jednoczesnym wprowadzeniem czwartorzędowej reszty amoniowej. W tym przypadku 

czwartorzędową amoniową pochodną chitozanu uzyskać można poprzez reakcję z chlorkiem 

glicydylotrimetyloamoniowym (GTMAC). Stopień czwartorzędowania chitozanu (DQ, ang. degree of 

quaternization), zależy od warunków reakcji, takich jak zastosowany rozpuszczalnik, czas reakcji, 

temperatura reakcji czy stosunek molowy GTMAC:chitozan (Tabela 16). W zależności od środowiska 

reakcji można zsyntezować N-podstawione czwartorzędowe pochodne chitozanu lub N,O-podstawione 

czwartorzędowe pochodne chitozanu, co przedstawia Rysunek 12. 

 

Rysunek 12. Czwartorzędowe pochodne chitozanu a) N-podstawiona i b) N,O-podstawiona. 
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Tabela 16. Metody otrzymywania czwartorzędowych pochodnych chitozanu w wyniku reakcji z GTMAC. 

Właściwości chitozanu 
Stosunek molowy 

GTMAC:CS 
Środowisko reakcji 

Czas reakcji 

[h] 

Temperatura 

[oC] 
Rodzaj podstawienia 

DQ 

[%] 
Lit. MW 

[g/mol] 

DD 

[%] 

7,8·105 89 4:1 – 6:1 woda 2-6 70-90 N- 46-66 [150] 

4,5·105 92 6:1 izopropanol 6 80 N- 96 
[151] 

4,5·105 92 6:1 promieniowanie mikrofalowe 0,8 b.d. N- 89 

5,0·105 90 8:1 kwasowe (kwas nadchlorowy) 8 80 N- 87 [152] 

b.d. 91 5:1 izopropanol 24 85 N,O- 130 [153] 

1,3·105 85  b.d. izopropanol i woda 8 85 N- 100-127 [154] 

średnia  72 1:1 – 6:1 kwasowe(1% kwas octowy) 24 70 N- 30-68 

[155] średnia 72 1:1-6:1 woda 4 80 N- 30-68 

średnia 72 2:1-4:1 zasadowe(1% NaOH) 24 70 N,O- 95 

niska 72 3:1 kwasowe (kwas octowy) 18 55 N- 72 [156] 

niska 97 3:1 woda 10 85 N- 100 [157] 

4·105 90 1:1-4:1 kwasowe (1% kwas octowy) 2-8 60-95 N- 32-92 [158] 

5,3∙104 79 0,6:1-1,8:1 woda 6 85 N- 12,4-43,7 [159] 

2,2∙105 92 3:1-6:1 kwasowe (kwas octowy) 18 50-60 N- 56-74 [160] 

5·104 90 7:1 kwasowe (kwas octowy) 18 50 N- 63 [161] 

2,7·105 87 2:1-8:1 woda 24 60-80 N- min. 60 [162] 

b.d. 85 1:1-6:1 woda 15 60 N- 38-95 [163] 

b.d. – brak danych 
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W niniejszej pracy doktorskiej skupiono się na syntezie pochodnej z użyciem GTMAC, ze 

względu na większą szansę na lepsze oddziaływanie z anionowym polimerem (oddalenie 

czwartorzędowej grupy amoniowej od szkieletu chitozanu). Czwartorzędową sól amoniową chitozanu 

przygotowano na podstawie przepisu He i współpr. [153] z niewielkimi modyfikacjami. Reakcji 

poddano chitozan firmy Sigma (MW: 50 000 – 190 000, DD=83%). Stosunek molowy GTMAC do 

chitozanu wynosił 5:1. Jako środowisko reakcji zastosowano izopropanol. Reakcję prowadzono przez 

24 godziny, w 85oC. Schemat reakcji przedstawia Rysunek 13. Zastosowano dwie metody oczyszczenia 

produktu. Pierwsza metoda polegała na dializie i liofilizacji. Druga metoda polegała na ekstrakcji 

Soxhleta. Otrzymano 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowy chlorek chitozanu (HACC) 

z wydajnością 73,8% po oczyszczeniu metodą pierwszą oraz z wydajnością 78,4% po oczyszczeniu 

metodą drugą.  

 

Rysunek 13. Schemat reakcji otrzymywania 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku 

chitozanu (HACC). 

Widma FTIR chitozanu i HACC (Rysunek 14) potwierdziły strukturę chitozanowej pochodnej. 

Czwartorzędowanie za pomocą GTMAC prowadziło do znaczącej zmiany w widmie FTIR. 

Charakterystyczne pasmo przy ~1599 cm-1 odpowiadające drganiu deformacyjnemu NH2 chitozanu 

uległo osłabieniu w widmie HACC. Pojawiło się nowe pasmo położone przy ~1477 cm-1, co odpowiada 

asymetrycznemu rozciągającemu drganiu grup metylowych na czwartorzędowanym podstawniku 

amoniowym.  

 

Rysunek 14. Widmo FTIR chitozanu (kolor niebieski) i 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowy 

chlorek chitozanu (HACC) (kolor zielony). 
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Innym sposobem na potwierdzenie struktury chitozanowej pochodnej była analiza 1H NMR. 

 

Rysunek 15. Fragment widma 1H NMR  w D2O chitozanu (chitozan firmy Sigma, MW: 50 000 – 

190 000). 

 

Rysunek 15 przedstawia widmo 1H NMR handlowego chitozanu (Sigma, MW=50 000 – 

190 000), który poddano czwartorzędowaniu. Z otrzymanego widma 1H NMR sygnały protonów przy 

2,05 ppm (-COCH3 z GlcNAc) oraz sygnał protonu przy 3,18 ppm  (H-2 z GlcN) posłużyły do 

wyznaczenia DD. Oznaczony DD za pomocą 1H NMR wynosi 83,63% – wynik ten pokrywa się  

z wartością deklarowaną przed producenta (DD=83,00%). Do obliczeń korzystano ze wzoru nr 8, który 

zamieszczono i opisano w części eksperymentalnej, w rozdziale 2.4.1. 
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Rysunek 16. Fragment widma 1H NMR w D2O dla 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku 

chitozanu (HACC) po oczyszczeniu przez dializę. 

Rysunek 16 przedstawia widmo 1H NMR HACC – produktu po oczyszczeniu poprzez dializę. 

Obserwuje się dwa singlety przy 3,24 i 3,27 ppm, wskazujące na obecność trzech grup metylowych przy 

czwartorzędowym atomie azotu. Ponadto istniejące dwa singlety świadczą o podstawieniu nie tylko 

przy azocie grupy aminowej chitozanu, ale również przy tlenie grupy hydroksylowej. Zróżnicowanie 

O- i N-podstawienia jest zauważalne również przy sygnałach protonów grup acetylowych, obserwuje 

się dwa singlety przy 2,02 i 2,04 ppm. 

Za pomocą 1H NMR oznaczono DQ otrzymanej pochodnej, który wynosił DQ = 98,29%. 

Korzystano ze wzoru nr 9, który zamieszczono i opisano w części eksperymentalnej, w rozdziale 2.4.1. 
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Rysunek 17. Fragmenty widm 1H NMR w D2O dla 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowego chlorku 

chitozanu (HACC): a) produkt oczyszczony przez dializę, b) produkt oczyszczony w aparacie Soxhleta, 

c) surowy produkt. 

Z kolei Rysunek 17 przedstawia porównanie widm 1H NMR: HACC otrzymanego bezpośrednio 

po syntezie, bez oczyszczenia (Rysunek 17c), oczyszczonego przez dializę (Rysunek 17a) oraz 

oczyszczonego w aparacie Soxhleta (Rysunek 17b). W widmie 1H NMR HACC bezpośrednio po 

syntezie (Rysunek 17c) zaobserwowano sygnały pochodzące od GTMAC, który został użyty do 

modyfikacji chitozanu w nadmiarze. Konieczne jest zatem pozbycie się go poprzez oczyszczenie 

surowego produktu. Można tego dokonać na dwa sposoby. Pierwszym sposobem jest rozpuszczenie 

próbki w H2Odest i umieszczenie jej w worku dializacyjnym. Próbka była dializowana po to, aby mieć 

pewność, że produkt nie zawiera niskocząsteczkowych zanieczyszczeń. Produkt następnie 

liofilizowano, aby zapewnić łagodne warunki suszenia. W widmie 1H NMR HACC po dializie 

i liofilizacji (Rysunek 17a) nie obserwujemy sygnałów pochodzących od GTMAC – metoda 

oczyszczania produktu w ten sposób jest skuteczna. Metoda ta może być problematyczna na większą 

skalę – koszt zakupu worków do dializy, stosunkowo długi czas oczyszczania, niewielka ilość produktu, 

która może być poddana dializie, koszt zakupu liofilizatora. Drugim sposobem oczyszczenia próbki jest 

przeprowadzenie ekstrakcji w aparacie Soxhleta (większa wydajność przy niższym koszcie). W widmie 

1H NMR HACC po oczyszczeniu w aparacie Soxhleta (Rysunek 17b) nie obserwujemy sygnałów 

pochodzących od GTMAC – metoda oczyszczania produktu w ten sposób jest skuteczna i może być 

stosowana na większą skalę. 
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Na podstawie widm FTIR i 1H NMR otrzymanej czwartorzędowej soli amoniowej chitozanu 

HACC można wnioskować, że czwartorzędowe grupy amoniowe zostały z powodzeniem wprowadzone 

do struktury polimeru. 

W celu oznaczenia stopnia podstawienia grup aminowych w chitozanie przeprowadzono 

również miareczkowanie za pomocą 0,1M NaOH. Otrzymano wykresy pH w funkcji objętości 

dodawanego titranta (Rysunek 18). Oznaczenie polegało na rozpuszczeniu otrzymanej pochodnej 

(HACC) w wodzie i doprowadzeniu jej pH do wartości 2, za pomocą 0,1M HCl. Roztwór następnie 

miareczkowano za pomocą titranta – 0,1M NaOH. Na wykresie jest widoczny jeden punkt przegięcia, 

który odpowiada odmiareczkowaniu dodanej ilości 0,1M HCl. Brak natomiast drugiego punktu 

przegięcia, który odpowiadałby wolnym grupom aminowym w cząsteczce – wnioskuje się zatem, że 

wszystkie grupy -NH2 zostały podstawione przez GTMAC.  

 

Rysunek 18. a) Krzywa miareczkowania dla próbki HACC, b) Wyznaczenie punktu przegięcia metodą 

pierwszej pochodnej. 

Jako metodę alternatywną w stosunku do spektroskopii 1H NMR, do wyznaczenia DQ wybrano 

miareczkowanie konduktometryczne otrzymanej pochodnej za pomocą roztworu AgNO3. Otrzymano 

wykres przewodności w funkcji objętości dodawanego titranta (Rysunek 19) – punkt, w którym po 

dodaniu kolejnej porcji AgNO3 otrzymano najniższą wartość przewodności, świadczy o tym, że 

wszystkie chlorki z czwartorzędowej pochodnej zostały podstawione w roztworze przez jony srebra. 

DQ obliczono korzystając ze wzoru nr 10, opisanego w części eksperymentalnej, rozdział 2.4.1.  

DQ otrzymanej pochodnej wynosi 100% po oczyszczeniu produktu metodą pierwszą (dializa) i 105% 

po oczyszczeniu produktu metodą drugą (ekstrakcja Soxhleta).  

Po przeprowadzonych analizach stwierdza się, że N-postawienie wynosi 83% (brak drugiego 

punktu przegięcia w przeprowadzonym miareczkowaniu potencjometrycznym, który odpowiadałby 

wolnym grupom aminowym w cząsteczce – wszystkie grupy -NH2 zostały podstawione), a zatem 

O-postawienie wynosi 17%. W pracy [153], na postawie której przeprowadzono syntezę na potrzebę 

pracy doktorskiej DQ otrzymanej pochodnej wynosił 130%. 
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Rysunek 19. Krzywa miareczkowania konduktometrycznego dla otrzymanej pochodnej HACC w celu 

wyznaczenia jej DQ. 

 

4. Modyfikacja chitozanu - reakcje karboksymetylowania 

Karboksymetylochitozan (CMC) to polimer, który należy do grupy polielektrolitów 

amfoterycznych, ponieważ zawiera w łańcuchu dwa rodzaje grup funkcyjnych: zasadowe grupy 

aminowe i kwasowe grupy karboksylowe. CMC jest rozpuszczalny w szerokim zakresie pH, a jego 

zaletą jest aktywność przeciwdrobnoustrojowa, zdolność tworzenia filmu oraz niska toksyczność [164]. 

Miejscami reaktywnymi dla karboksymetylacji chitozanu są grupy aminowe i hydroksylowe obecne 

w jego łańcuchach. W zależności od warunków reakcji karboksymetylowania otrzymuje się  

O-, N-, N,O- lub N,N-podstawione pochodne (Rysunek 20), co przedstawia również Tabela 17.  

O-CMC otrzymuje się głównie wówczas, gdy reakcję prowadzi się w temperaturze pokojowej,  

w zawiesinie izopropanol/woda w obecności kwasu monochlorooctowego i wodorotlenku sodu. Gdy 

reakcja jest prowadzona w wyższych temperaturach to otrzymuje się N- i N,O-CMC. N-CMC można 

otrzymać również w reakcji chitozanu z kwasem glioksalowym, a następnie redukcję za pomocą 

cyjanowodorku sodu. 

 

Rysunek 20. a) O-karboksymetylochitozan (O-CMC), b) N-karboksymetylochitozan (N-CMC),  

c) N,O-karboksymetylochitozan (N,O-CMC), d) N,N-karboksymetylochitozan (N,N-CMC).
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Tabela 17. Metody otrzymywania karboksymetylochitozanu za pomocą kwasu monochlorooctowego. 

Właściwości chitozanu 
Stosunek molowy  

CS:CH2ClCOOH 

Czas reakcji 

[h] 

Temperatura 

[oC] 
Rozpuszczalnik  

DS 

(rodzaj podstawienia) 
Lit. MW 

[g/mol] 

DD 

[%] 

1,0-1,5∙106 85 1:6 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 2.1 (N,O-CMC) 

0.6 (N-CMC) 

[165] 

3,0-5,0∙104 85 1:3 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 2.2 (N,O-CMC) 

0.7 (N-CMC) 

0,7-1,0∙106 85 1:6 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 1.1 (N,O-CMC) 

0,4 (N-CMC) 

2,5-4,0∙104 85 1:3 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 1.4 (N,O-CMC) 

0.3 (N-CMC) 

1,2-1,7∙106 

 

85 1:6 3 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 1.0 (N,O-CMC) 

0.3 (N-CMC) 

b.d. b.d. 1:4,3 – 1:8,6  3, 5, 7 lub 10 pokojowa izopropanol 0,52-1,44 (N,O-CMC) [166] 

b.d. 90 1:8 0,15-0,3 60-100 brak (promieniowanie mikrofalowe) 0,07-0,89 (N,O-CMC) [167] 

1,9-3,1∙105 75-85 1:2 4 25 izopropanol:woda (8:2 v/v) b.d. [168] 

4,0∙105 90 1:2,6 4 0-60 izopropanol:woda (1:10-0:10) 0,012-0,998 (O-CMC) [169] 

0,5-10,8∙105 74-90 1:2 3 60 izopropanol 0,48-0,98 (N,O-CMC) 
[170] 

0,5-10,8∙105 74-90 1:2 5-24 0-30 woda 0,42-0,73 (O-CMC) 

3,18∙105 73,6 1:100  4 65 izopropanol 0,48 (O-CMC) [171] 

8,8∙105 97 1:2 2 65 izopropanol 0,45 (b.d.) [172] 

b.d. 85 1:1-4 0,6-6 pokojowa izopropanol:woda (8:2,v/v) 0,24-0,96 (b.d.) [173] 

6,7∙104 76 1:3 4 65 izopropanol 0,81 (N,O-CMC) [174] 

b.d. 76 1:3 4 65 izopropanol 0,64 (b.d.) [175] 

b.d. >90 1:2,6 4 60 izopropanol:woda (8:2, v/v) 0,99 (N,O-CMC) [176] 

średnia 77 1:2 4 50 izopropanol:woda (8:2, v/v) 0,67 (O-CMC) [177] 

średnia 75-85 1:2,6 4-5 50-60 izopropanol:woda (8:2, v/v) 3,74-5,07 (N,O-CMC) [178] 

b.d. – brak danych
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N,O-CMC przygotowano zgodnie z pracą [176] z niewielkimi modyfikacjami. Reakcji poddano 

chitozan firmy Sigma (MW: 50 000 – 190 000, DD=83%). Stosunek molowy chitozanu do kwasu 

monochlorooctowego wynosił 1:2,6. Jako środowisko reakcji zastosowano mieszaninę 

izopropanol:woda (8:2, v/v) oraz NaOH w celu spęcznienia i alkalizacji. Reakcję prowadzono przez  

4 godziny, w 60oC. Otrzymano sól sodową CMC. Wydajność reakcji wynosiła 73,3%. 

Widma FTIR chitozanu i CMC potwierdziły strukturę chitozanowej pochodnej (Rysunek 21). 

Charakterystyczne pasmo przy ~1599 cm-1 odpowiadające drganiu deformacyjnemu NH2 chitozanu 

uległo osłabieniu w widmie CMC. Widmo CMC ma charakterystyczne pasmo przy 1416 cm-1, które 

powstało z asymetrycznych drgań rozciągających grupy COO-. Obecność tego pasma wskazuje na 

pomyślną substytucję grup karboksymetylowych w łańcuchu chitozanu. 

 

Rysunek 21.Widmo FTIR chitozanu (kolor niebieski) i karboksymetylochitozanu (CMC) (kolor 

czerwony). 

 

Rysunek 22 przedstawia widmo 1H NMR otrzymanego CMC. Modyfikacje strukturalne 

wprowadzone przez karboksymetylowanie obserwowano porównując widma 1H NMR chitozanu 

(Rysunek 15) i otrzymanego CMC (Rysunek 22). Dla CMC podobnie jak dla chitozanu grupę sygnałów 

przy 2,08 ppm przypisuje się protonom ugrupowań metylowych należących do grup acetamidowych 

(GlcNAc). Dla CMC sygnały obserwowane w zakresie 3,0-3,3 ppm (oznaczenie I3 na rysunku) 

odpowiadają protonom przy węglu C-2 w pierścieniach GlcN (H-2) oraz GlcNAc (H-2’), podczas gdy 

sygnał przy 3,35 ppm (I2 na rysunku) odpowiada protonowi przy węglu C-2 w pierścieniu 

z N-podstawieniem, GlcN-CH2COOH (H-2’’). Sygnały między 3,5 a 4,2 ppm (I1 na rysunku) 

odpowiadają protonom związanym z atomami węgla C-3, C-4, C-5 i C-6 piranoz oraz protonom z grupy 

metylenowej reszty karboksymetylowej. Proton związany z węglem C-1 daje sygnał w zakresie 

4,8-5,4 ppm. O występowaniu N-karboksymetylacji świadczą sygnały w zakresie 3,3-3,5 ppm w widmie 

CMC. 1H NMR zastosowano do określenia stopnia podstawienia (DS, ang. degree of substitution) 
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w miejscach hydroksylowych i aminowych chitozanu. Obliczenia wykonano za pomocą wzorów 

nr 11-12, które opisano w części eksperymentalnej, rozdział 2.4.2. DS CMC oznaczony za pomocą 1H 

NMR wynosi 108%, przy czym udział pochodnych mono-O do mono-N wynosi odpowiednio: 

0,76:0,32. W pracy [176], na postawie której przeprowadzono syntezę CMC również otrzymano N,O-

CMC, a DS otrzymanej pochodnej wynosił 99%.  

 

 

Rysunek 22. Fragment widma 1H NMR w D2O dla otrzymanej karboksymetylochitozanu (CMC). 

 

Z kolei Rysunek 23 przedstawia widmo 13C NMR otrzymanego CMC wraz z opisanymi 

sygnałami. Sygnał przy 67,7 ppm przypisuje się węglowi -CH2- kwasu glikolowego, który w tej syntezie 

powstał jako produkt uboczny.  
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Rysunek 23. Widmo 13C NMR w D2O dla karboksymetylochitozanu (CMC). 

 

5. Otrzymywanie koacerwatów 

Historycznie, słowo „koacerwat” pochodzi od łacińskiego słowa „acervus”, które oznacza 

agregat, a przedrostek „co” oznacza połączenie cząstek koloidalnych. Termin „koacerwat” oznacza 

metastabilną zawiesinę kropel bogatych w makrojony. Koacerwacja to zjawisko, w którym roztwór 

koloidalny rozdziela się na fazę bogatą w koloid (faza koacerwatu) i fazę ubogą w koloid (faza 

równowagowa) [179], [180]. W oparciu o układy polimerowe biorące udział w reakcji i mechanizm 

rozdziału faz wyróżnia się dwa rodzaje koacerwacji: koacerwację prostą i kompleksową (złożoną).  

W koacerwację prostą zaangażowany jest pojedynczy polimer, a koacerwaty uzyskuje się poprzez 

zmianę warunków, np. przez zmianę różnych parametrów, takich jak dodanie mikrojonów, 

odwodnienie, zmianę temperatury czy zmianę pH. Koacerwacja kompleksowa obejmuje oddziaływanie 

przeciwnie naładowanych polimerów, zwykle białek i polisacharydów. Głównym czynnikiem 

napędzającym ten rodzaj koacerwacji jest oddziaływanie elektrostatyczne między naładowanymi 

makrocząsteczkami obecnymi w medium reakcyjnym [181]. Koacerwacja kompleksowa przeciwnie 

naładowanych polielektrolitów może prowadzić do uzyskania hydrożeli o kontrolowanych 

właściwościach pod względem elastyczności i wytrzymałości [182]. Koacerwacja wykorzystuje 

przyciąganie elektrostatyczne pomiędzy dwoma polimerami o przeciwnych ładunkach,  
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a tworzenie koacerwatów występuje w małym zakresie pH. Utworzone koacerwaty to makroskopowe, 

podobne do cieczy wodne kondensaty bogate w polijony, które są w równowadze z wodną fazą ubogą 

w polijony, zwaną również supernatantem. W zależności od składu chemicznego polijonów  

i warunków środowiskowych mogą również tworzyć się kondensaty przypominające ciała stałe, zwane 

kompleksami polielektrolitowymi.  

 

Rysunek 24. Schemat koacerwacji kompleksowej. 

Kompleksowe koacerwaty polisacharydowo-białkowe należą do wiodących par układów 

biopolimerów, które były stosowane w ciągu ostatnich dziesięcioleci do kapsułkowania wielu 

składników aktywnych [183]. Na koacerwację kompleksową między polisacharydem i białkiem ma 

wpływ wiele ważnych parametrów, takich jak stosunek białka do polisacharydu, pH, siła jonowa 

(stężenie soli), całkowite stężenie polimeru, masa cząsteczkowa polisacharydów i białek [183], [184]. 

Kapsułkowanie metodą koacerwacji cieszy się ostatnio coraz większym zainteresowaniem ze względu 

na praktyczne zastosowania m.in. w rolnictwie czy w przemyśle pestycydowym.  

Z literatury patentowej znane są koacerwaty chitozanu. Dokument patentowy 

WO2019054971A2 [185] ujawnia wytwarzanie koacerwatów chitozanu z kwasem hialuronowym, który 

ma zastosowanie w inżynierii tkankowej, natomiast dokument patentowy US2020054786A1 [186] 

ujawnia wytwarzanie koacerwatów chitozanu z kwasem hialuronowym – zastosowanie jako 

wypełniacze skórne. Kolejny patent US2011059162A1 [187] opisuje tworzenie koacerwatów z kwasem 

taninowym jako ujemnie naładowanym elektrolitem – zastosowanie w inżynierii tkankowej, do 

dostarczania leków, do zastosowań przeciwbakteryjnych i/lub przeciwgrzybiczych, do zastosowań 

związanych z gojeniem się ran. W kolejnym patencie CN106942703A [188] do tworzenia koacerwatów 

chitozanowych zastosowano zeinę, białko występujące w kukurydzy. Chociaż opisano wiele 
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przykładów koacerwatów z chitozanem, to technologia ta ma ograniczenia, które są związane 

z wrażliwością koacerwatów na pH, siłę jonową i temperaturę. Głównym ograniczeniem związanym 

z zastosowaniem chitozanu w tworzeniu koacerwatów jest słaba rozpuszczalność chitozanu w wodzie, 

stąd konieczne jest stosowanie rozpuszczalników o charakterze kwasowym.  

Proponowane, nowe rozwiązanie zakłada wykorzystanie rozpuszczalnych w wodzie 

pochodnych chitozanu, otrzymanie koacerwatów na ich bazie i użycie ich jako biodegradowalnych 

komponentów nawozowych. Do badań wytypowano dwie pochodne chitozanu – czwartorzędową sól 

amoniową chitozanu (HACC) oraz karboksymetylochitozan (CMC). Takie rozwiązanie nie zostało do 

tej pory zaproponowane ani w literaturze naukowej, ani w patentowej – niniejsza praca doktorska jest 

pierwszym doniesieniem na temat koacerwacji wyżej wymienionych pochodnych chitozanu 

i zastosowaniu ich jako komponentów nawozowych. Czwartorzędowe sole amoniowe chitozanu mają 

dobrą rozpuszczalność w wodzie, wysoką zdolność zatrzymywania wilgoci oraz poprawiają działanie 

przeciwdrobnoustrojowe. Z literatury wynika, że czwartorzędowe sole amoniowe chitozanu stosowano 

do tworzenia hydrożeli, m.in. z alginianem sodu [189]. Z kolei CMC to rozpuszczalna w wodzie 

pochodna chitozanu, która oprócz doskonałej rozpuszczalności w wodzie cieszy się dużym 

zainteresowaniem ze względu na zdolność do tworzenia powłok, a także właściwości 

przeciwbakteryjne. Z literatury wynika, że CMC był stosowany do tworzenia koacerwatów z innymi 

polimerami, np. z alginianem sodu [190]. Podczas przeglądu literaturowego i patentowego nie spotkano 

się z próbami badań koacerwacji między CMC i HACC. Syntezy wytypowanych pochodnych chitozanu 

są proste do przeprowadzenia, nie wymagają skomplikowanej aparatury oraz odczynników. Zalety 

proponowanego rozwiązania to: synteza pochodnych chitozanu z łatwo dostępnych reagentów 

z możliwością zwiększenia skali, proces koacerwacji jest prowadzony w środowisku wodnym i nie 

wymaga innych rozpuszczalników ani dodatkowych związków wspomagających, proces koacerwacji 

przebiega w temperaturze pokojowej i nie wymaga stosowania czynników sieciujących.  

W przypadku koacerwacji dwóch przeciwnie naładowanych polimerów: kationowej 

czwartorzędowej soli amoniowej chitozanu – HACC oraz anionowego CMC, stosunek molowy grup 

naładowanych dodatnio i ujemnie w ich łańcuchach odgrywa kluczową rolę. Podczas zwiększania 

stosunków molowych kationów do anionów i/lub anionów do kationów obserwowano rozpuszczenie 

koacerwatów i zmniejszenie mętności roztworów. Zastosowanie podobnych stosunków molowych obu 

polimerów (objętości zawierające równomolowe ilości pochodnych) powodowało powstanie bardzo 

mętnego roztworu, co w efekcie po odwirowaniu prowadziło do wytworzenia dużej ilości frakcji 

kondensatu (Tabela 18). Otrzymanie koacerwatów potwierdzono wizualnie. Utworzone kompleksy 

przedstawia Rysunek 25 – otrzymane mieszaniny CMC:HACC były bardziej lub mniej mętne. 

Zmętnienie roztworów mierzono przez pomiar absorbancji przy 600 nm. Dodatkowo próbki 

odwirowano i zważono odwirowane frakcje powstałych koacerwatów – potwierdzono również w ten 

sposób, w których próbkach utworzyło się najwięcej koacerwatu.  
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Obie pochodne, zarówno HACC jak i CMC, zostały zsyntezowane z tego samego chitozanu – 

chitozan firmy Sigma, MW: 50 000 – 190 000 (deklaracja producenta), oznaczona MW ≈ 128 000 (ten 

sam substrat użyty do syntez obu pochodnych). 

Tabela 18. Koacerwaty HACC i CMC – skład mieszanin oraz charakterystyka. 

Nazwa 

próbki 

Stosunek 

objętościowy (v/v)  

CMC:HACC1), 2) 

pH 
Absorbancja 

(λ = 600 nm) 

Masa 

koacerwatu po 

odwirowaniu3) 

[g] 

CMC  10:0 9,70 0,0502   - 

K-1    9:1   9,60 0,1489   0,61 

K-2    8:2  9,57 0,3807   1,51 

K-3    7:3  9,51 1,0178   4,08 

K-4    6:4 9,42 2,2831 10,30 

K-5 5,5:4,5 9,28 2,7741 11,22 

K-6    5:5 9,19 2,6501 10,78 

K-7    4:6 8,99 2,4247 10,09 

K-8    3:7 8,81 0,6302   2,55 

K-9    2:8 8,61 0,2348   0,98 

K-10    1:9 8,32 0,1474   0,60 

HACC    0:10 7,03 0,0327   - 

1) Stężenia użytych wodnych roztworów CMC oraz HACC – 1% 

2) DS = 108% (dla CMC), DQ = 105% (dla HACC) 

3) Objętość całkowita zmieszanych roztworów wynosiła 20 cm3 

 

 

Rysunek 25. Utworzone koacerwaty dla mieszanin karboksymetylochitozanu (CMC)  

i 2-hydroksypropylo-3-trimetylamoniowego chlorku chitozanu (HACC). 
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Dla próbek, w których powstało najwięcej koacerwatu (K-4, K-5, K-6, K-7) przeprowadzono 

badania chłonności wody (Q) – korzystano ze wzoru nr 12, który został opisany w części 

eksperymentalnej. Tabela 19 przedstawia uzyskane wyniki. Próbki wykazywały oczekiwane cechy 

hydrożelu fizycznego. Po wysuszeniu produkty były ciałami stałymi, co umożliwia ich zastosowanie 

jako dodatki do komponowania nawozów stałych.  

Tabela 19. Badania chłonności wody [Q] dla wybranych próbek koacerwatów. 

Nazwa 

próbki 

Nr 

próbki 

Naważka 

suchej próbki 

[g] 

Naważka 

mokrej próbki 

[g] 

Q [%] 

Qśr  

(SD) 

[%] 

K-4 

1 0,5012 1,1821 135,9 

136,4 

 (3,7) 
2 0,5063 1,1795 133,0 

3 0,5008 1,2032 140,3 

K-5 

1 0,5102 1,3301 160,7 

162,8 

 (6,1) 
2 0,5014 1,3522 169,7 

3 0,5033 1,2986 158,0 

K-6 

1 0,5002 1,2501 149,9 

151,8 

 (6,8) 
2 0,5011 1,2995 159,3 

3 0,5018 1,2352 146,2 

K-7 

1 0,5018 1,2012 139,4 

135,8 

 (4,3) 
2 0,4992 1,1834 137,1 

3 0,5033 1,1629 131,1 

 

Dla poprawy efektywności upraw niezbędna jest w glebie obecność zarówno składników 

odżywczych, jak i wody. Potrzebna jest technologia, która łączy nawóz ze składnikiem magazynującym 

wodę. Istnieją już CRF/SRF, które kontrolują zarówno uwalnianie składników nawozowych, jak 

i zachowują duże ilości wody po nawożeniu, poprawiają efektywność wykorzystania składników 

odżywczych, poprawiają retencję wody w glebie i zmniejszenie zużycia wody. Jednakże ich 

zastosowanie jest ograniczone ze względu na to, że większość materiałów magazynujących wodę 

wytwarzanych jest na bazie syntetycznych, niedegradowalnych polimerów, głównie poliakrylanów. 

Zaletami proponowanego rozwiązania są: synteza pochodnych chitozanu z łatwo dostępnych reagentów 

z możliwością zwiększenia skali, proces koacerwacji jest prowadzony w środowisku wodnym (nie 

wymaga innych rozpuszczalników, czynników sieciujących) oraz przebiega w temperaturze pokojowej. 

Badania zostały opublikowane w czasopiśmie Przemysł chemiczny pt. „Fizyczne hydrożele na bazie 

pochodnych chitozanu” [191].Wynalazek został zgłoszony do Urzędu Patentowego RP – nr zgłoszenia 

P.441708 „Sposób otrzymywania koacerwatów na bazie pochodnych chitozanu i zastosowanie 

koacerwatów na bazie pochodnych chitozanu”. 
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Przeprowadzono również dodatkowe badania – możliwość otrzymywania filmów z CMC oraz 

HACC oraz koacerwatów CMC/HACC. W tym celu 1% roztwory CMC i HACC oraz uzyskane 

mieszaniny koacerwatów K1-K10 wylewano na szalki Petriego, po czym suszono je w suszarce przez 

noc w 40oC, w celu odparowania wody. Po wyciągnięciu z suszarki otrzymano stabilne, cienkie filmy, 

które zanurzano w wodzie, sprawdzając ich rozpuszczalność. Rozpuszczalność otrzymanych filmów  

w wodzie po 1 i 7 dniach przedstawia Tabela 20. Najlepsze, nierozpuszczalne w wodzie filmy otrzymano 

dla próbek  K-4, K-5 oraz K-6, co przedstawia Rysunek 26.  

 

Rysunek 26. Badania rozpuszczalności otrzymanych folii w wodzie: a) folie przed umieszczeniem  

w wodzie, b) folie po zanurzeniu w wodzie (po 7 dniach). 

Tabela 20. Rozpuszczalność filmów utworzonych w wyniku koacerwacji CMC i HACC. 

Nazwa próbki 
Rozpuszczalność filmu 

po 1 dniu 

Rozpuszczalność filmu 

po 7 dniach 

CMC rozpuszcza się - 

K-1 rozpuszcza się - 

K-2 rozpuszcza się - 

K-3 rozpuszcza się częściowo rozpuszcza się 

K-4 nie rozpuszcza się nie rozpuszcza się 

K-5 nie rozpuszcza się nie rozpuszcza się 

K-6 nie rozpuszcza się nie rozpuszcza się 

K-7 nie rozpuszcza się rozpuszcza się częściowo 

K-8 rozpuszcza się częściowo rozpuszcza się 

K-9 rozpuszcza się - 

K-10 rozpuszcza się - 

HACC rozpuszcza się - 
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Sprawdzono również możliwość tworzenia koacerwatów poprzez utworzenie filmu z jednej 

pochodnej, a następnie natryśnięcie na wysuszony film drugiej pochodnej. Badania te wykonano  

w celu sprawdzenia możliwości tworzenia wielowarstwowych otoczek w procesie wieloetapowej 

koacerwacji. W tym celu na szalkę Petriego wylano 5 ml 1% wodnego roztworu CMC, włożono do 

suszarki (40oC/noc) w celu wysuszenia, a następnie na szalkę z uprzednio wysuszonym filmem wylano 

5 ml 1% wodnego roztworu HACC. Zaobserwowano tworzenie się koacerwatu. Po wysuszeniu 

otrzymanego koacerwatu w suszarce (40oC/noc) otrzymano nierozpuszczalny w wodzie film. Możliwe 

jest zatem wykorzystanie powstałych koacerwatów do otoczkowania nawozów poprzez tworzenie 

wielowarstwowych otoczek w procesie wieloetapowej koacerwacji, w którym dodatkowe warstwy 

byłyby dodawane w kolejnych natryskach. Rozwiązanie to zostało przetestowane poprzez natryskiwanie 

roztworów pochodnych chitozanu na granulki nawozu (Salmag) – badania te zostały ujęte w części 

tajnej pracy doktorskiej.  

 

6. Zastosowanie mieszanin głęboko eutektycznych jako plastyfikatorów do 

folii chitozanowych 

W ostatnich latach poświęcono wiele uwagi badaniom mającym na celu zastąpienie tworzyw 

sztucznych na bazie surowców z ropy naftowej w opłacalny sposób materiałami biodegradowalnymi 

oferującymi konkurencyjne właściwości mechaniczne. Za najbardziej obiecujące materiały do tego celu 

zostały uznane biopolimery. Niestety, wykazują one na ogół słabe właściwości mechaniczne  

w zakresie przetwarzalności i zastosowania końcowego ze względu na twardość i kruchość.  

W celu przezwyciężenia tego problemu dodaje się plastyfikatory w celu zapewnienia niezbędnej 

elastyczności biopolimerów [105], [113]. W związku z tym zaproponowano procedurę wytwarzania folii 

chitozanowych z użyciem trzech mieszanin DES: chlorek choliny-glikol etylenowy, chlorek cynku-

glikol etylenowy oraz chlorek choliny-mocznik. 

Składniki wyżej wymienionych DES wykazują wiele korzystnych właściwości  

w zastosowaniach rolniczych [103], [106]. Chlorek choliny odgrywa ważną rolę w żywieniu zwierząt. 

60% chlorek choliny jest znany jako witamina B4, która jest organicznym związkiem chemicznym 

wspomagającym prawidłowe funkcjonowanie wątroby oraz jest stosowana jako składnik pasz dla 

zwierząt. Chlorek choliny wspomaga układ odpornościowy zwierząt, znany jest również z tego, że 

zwiększa płodność, przyspiesza przyrost masy ciała oraz poprawia jakość jaj ściółkowych. Chlorek 

cynku znajduje zastosowanie jako mikronawóz (produkt wykorzystywany do nawożenia, który zawiera 

potrzebne roślinom mikroskładniki), szczególnie przy nawożeniu kukurydzy – plonotwórcze działanie 

cynku, poprzez lepsze wykorzystanie azotu, przekłada się na zwiększenie długości kolb i ich uziarnienia. 

Z kolei mocznik najczęściej stosowany jest jako nawóz – mocznik ma najwyższą zawartość azotu 
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(ok. 46%) wśród innych nawozów. Jest bardzo uniwersalny, ponieważ można go stosować w uprawach 

zbóż, warzyw, kwiatów, drzew i krzewów owocowych czy trawników. Należy jednak zaznaczyć, że jest 

on mniej skuteczny na glebach bardzo kwaśnych, silnie zasadowych czy też świeżo zwapnowanych. 

Mocznik jest higroskopijny, ma również silne działanie antyseptyczne, złuszczające i regenerujące, 

dlatego jest też szeroko stosowany w kosmetyce. Mocznik jest stosowany jako dodatek do żywności 

(symbol E927b) – stosuje się go jako spoiwo w gumach do żucia i wypiekach, jest stosowany też jako 

środek brązujący (ds. w preclach). Ponadto mocznik znajduje się w paszach dla zwierząt, gdyż pomaga 

poprawić wchłanianie i trawienie paszy. Grupa Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. jest jednym 

z największych producentów mocznika w Polsce.  

Badania prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej koncentrują się na opracowaniu 

biodegradowalnej otoczki na bazie chitozanu do nawozów azotowych na bazie azotanu(V) amonu, która 

pozwoliłaby na kontrolowane uwalnianie substancji odżywczych z granul nawozu. W związku  

z tym w celu polepszenia właściwości mechanicznych folii/otoczek chitozanowych przygotowano 

trzy mieszaniny DES: chlorek choliny-glikol etylenowy (CC:GE) w stosunku molowym 1:2, chlorek 

cynku-glikol etylenowy (ZnCl2:GE) w stosunku molowym 1:4 oraz chlorek choliny-mocznik (CC:U)  

w stosunku molowym 1:2. Tabela 21 przedstawia wybrane, zmierzone właściwości fizykochemiczne 

(lepkość i gęstość w 25oC) dla sporządzonych DES. 

Tabela 21. Właściwości fizykochemiczne sporządzonych DES. 

DES 
lepkość w 25oC 

[mPa∙s] 

gęstość w 25oC 

[g/cm3] 

CC:GE = 1:2 47 1,1171 

ZnCl2:GE = 1:4 478 1,4467 

CC:U = 1:2 1280 1,2024 

 

Dla DES na bazie CC i U odnotowano wysoką lepkość (1280 mPa∙s w 25oC). Eutektyki zawierające 

glikol są mniej lepkie (lepkość DES na bazie CC i GE wynosi 47 mPa∙s, lepkość DES na bazie ZnCl2:GE 

wynosi 478 mPa∙s, oba pomiary wykonano w 25oC).  

Przygotowano 1,5% roztwory chitozanowe – odpowiednią ilość chitozanu rozpuszczono w 1% 

kwasie octowym. Badaniu poddano dwa chitozany: chitozan firmy Acros Organics (MW: 90 293, na 

podstawie oznaczenia w GA ZAK), dla którego DD wynosił 95,6% oraz chitozan firmy Sigma (MW: 

128 187, na podstawie oznaczenia w GA ZAK), dla którego DD wynosił 83%. Folie chitozanowe 

przygotowane zostały przez rozpuszczenie chitozanu w kwasie octowym, wylaniu powstałych 

roztworów (2 ml) na szalki Petriego i wysuszeniu w suszarce. Otrzymane folie chitozanowe (bez 

dodatku DES) były twarde i kruche. Dodatek DES do roztworów chitozanowych zmienia sztywne, 

kruche folie chitozanowe w elastyczne, co potwierdza właściwości plastyfikujące DES (Tabela 22  

i Tabela 23). 
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Tabela 22. Dodawanie DES do 1,5% r-ru chitozanu firmy Acros Organics (MW: 90 293, DD=95,6%). 

DES % wagowy 

dodatku DES do 

roztworu 

chitozanu 

wygląd folii po wysuszeniu 

w suszarce 

rozpuszczalność folii  

w H2Odest 

CC:GE = 1:2 1 twarda, krucha, nie poci się nietrwała 

2 twarda, krucha, nie poci się trwała 

3 półkrucha/półelastyczna, nie 

poci się 

trwała 

4 elastyczna, poci się trwała 

5 elastyczna, poci się trwała 

10 elastyczna, poci się trwała 

ZnCl2:GE = 1:4 1 twarda, krucha, nie poci się nietrwała 

2 twarda, krucha, nie poci się trwała po pierwszym 

zalaniu, po drugim zalaniu 

rozpuszcza się częściowo 

3 twarda, krucha, nie poci się trwała 

4 twarda, krucha, nie poci się trwała 

5 elastyczna, nie poci się trwała 

10 elastyczna, nie poci się, 

popękana 

trwała 

CC:U = 1:2 2 elastyczna, poci się 

(nieznacznie) 

trwała 

4 elastyczna, poci się trwała 

 

W przypadku roztworów chitozanowych uzyskanych przez rozpuszczenie odpowiedniej ilości 

chitozanu firmy Acros (MW: 90 293, DD = 95,6%) najlepsze folie otrzymano poprzez dodatek: 

- 3% DES na bazie CC:GE=1:2 – otrzymane folie są półkruche/półelastyczne, nie pocą się i są 

trwałe po zanurzeniu w wodzie (Rysunek 27a). Dodatek 4% wyżej wymienionego DES powoduje, że 

folie są elastyczne, również trwałe po zanurzeniu w wodzie, ale za to pocą się.  

- 5 % DES na bazie ZnCl2:GE=1:4 – otrzymane folie są elastyczne, nie pocą się i są trwałe po 

zanurzeniu w wodzie (Rysunek 27b). Dodatek 10% DES powoduje, że folia jest elastyczna, nie poci się, 

jest trwała po zanurzeniu w wodzie, ale widać liczne spękania na powierzchni tej folii (Rysunek 27c). 

- zarówno dodatek 2% jak i 4% DES na bazie CC:U=1:2 powoduje, że folie są elastyczne, trwałe 

po zanurzeniu w wodzie, ale pocą się (Rysunek 27d). 
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Rysunek 27. Wybrane zdjęcia otrzymanych folii chitozanowych (chitozan firmy Acros Organics)  

z dodatkiem: a) 3% DES – CC:GE=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia 

po zanurzeniu w wodzie); b) 5% DES – ZnCl2:GE=1:4 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, 

po prawej folia po zanurzeniu w wodzie);c) 10% DES – ZnCl2:GE=1:4; d) 4% DES – CC:U=1:2 (po 

lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia po zanurzeniu w wodzie). 

 

Tabela 23. Dodawanie DES do 1,5% r-ru chitozanu firmy Sigma (MW: 128 187, DD=83%). 

DES % wagowy dodatku 

DES do roztworu 

chitozanu 

wygląd folii po 

wysuszeniu w suszarce 

rozpuszczalność folii  

w H2Odest 

CC:GE = 1:2 1 elastyczna, nie poci się nietrwała 

2 elastyczna, nie poci się trwała 

3 elastyczna, nie poci się trwała 

4 elastyczna, poci się trwała 

5 elastyczna, poci się trwała 

10 elastyczna, poci się trwała 

ZnCl2:GE = 1:4 1 twarda, nie poci się nietrwała 

2 twarda, nie poci się trwała 

3 twarda, nie poci się trwała 

4 twarda, nie poci się trwała 

5 elastyczna, nie poci się trwała 

10 elastyczna, nie poci się trwała 

CC:U = 1:2 2 elastyczna, poci się 

(nieznacznie) 

trwała 

4 elastyczna, poci się trwała 

 

W przypadku roztworów chitozanowych uzyskanych przez rozpuszczenie odpowiedniej ilości 

chitozanu firmy Sigma (MW: 128 187, DD =  83%) najlepsze folie otrzymano poprzez dodatek: 

- 3% DES na bazie CC:GE=1:2 – otrzymane folie są elastyczne, nie pocą się i są trwałe po 

zanurzeniu w wodzie (Rysunek 28a). Dodatek 4% wyżej wymienionego DES powoduje, że folie są 

elastyczne, również trwałe po zanurzeniu w wodzie, ale za to pocą się. 
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- 5% i 10 % DES na bazie ZnCl2:GE=1:4 – otrzymane folie są elastyczne, nie pocą się i są trwałe 

po zanurzeniu w wodzie (Rysunek 28b).  

- zarówno dodatek 2% jak i 4% DES na bazie CC:U=1:2 powoduje, że folie są elastyczne, trwałe 

po zanurzeniu w wodzie, ale pocą się (Rysunek 28c). 

 

Rysunek 28. Wybrane zdjęcia otrzymanych folii chitozanowych (chitozan firmy Sigma) z dodatkiem:  

a) 3% DES – CC:GE=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia po zanurzeniu 

w wodzie); b) 5% DES – ZnCl2:GE=1:4 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po prawej folia 

po zanurzeniu w wodzie);c) 4% DES – CC:U=1:2 (po lewej folia przed zanurzeniem w wodzie, po 

prawej folia po zanurzeniu w wodzie). 

 

Folie uzyskane z chitozanu z firmy Sigma wydają się bardziej elastyczne niż folie uzyskane  

z chitozanu z firmy Acros, które wydają się mniej elastyczne niż te pierwsze. W związku z tym dla folii 

chitozanowej firmy Sigma, która najlepiej rokowała, z dodatkiem 5% DES na bazie ZnCl2:GE (stosunek 

molowy 1:4) przeprowadzono badania właściwości mechanicznych folii. Właściwości mechaniczne 

folii oznaczono na maszynie wytrzymałościowej Zwick Roell, która znajduje się w Laboratorium 

Aplikacyjnym Plastyfikatorów, w Departamencie Rozwoju GA ZAK. Porównano parametry: 

wytrzymałość na rozciąganie oraz wydłużenie przy zerwaniu dla folii chitozanowej bez dodatku oraz 

z dodatkiem DES. Otrzymane wyniki przedstawia Tabela 24. Wyniki przedstawiają wartości średnie 

uzyskane z 3 pomiarów. Dodatek 5% DES (ZnCl2:GE=1:4) powoduje zmniejszenie wytrzymałości na 

rozciąganie i zwiększenie wydłużenia przy zerwaniu, co potwierdza dobre właściwości plastyfikujące 

DES. Zmniejszenie wytrzymałości na rozciąganie i zwiększenie wydłużenia przy zerwaniu uzyskano 

również w pracy [115] dla DES na bazie chlorku choliny i kwasu mlekowego. 
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Tabela 24. Badania właściwości mechanicznych folii chitozanowej firmy Sigma (MW: 128 187) bez oraz 

z 5% dodatkiem DES na bazie ZnCl2 i GE (stosunek molowy 1:4). 

 folia chitozanowa bez 

dodatku DES 

folia chitozanowa z 5% 

dodatkiem DES 

wytrzymałość na rozciąganie [MPa] 30,3±1,4 13,0±0,2 

wydłużenie przy zerwaniu [%] 13,9±2,7 25,0±7,3 

 

Warunki procesu, właściwości chitozanu, rodzaj plastyfikatora i stężenie determinują 

funkcjonalność filmów chitozanowych – folie przygotowane bez użycia plastyfikatora wykazują słabsze 

właściwości mechaniczne/elastyczne niż folie przygotowane z dodatkiem DES jako plastyfikatora.  

Badania wykazały, że folie chitozanowe, początkowo kruche, stały się bardziej elastyczne po dodaniu 

DES. Dodatek DES poprawia jednorodność i elastyczność filmów chitozanowych. Efekt zależy od 

zawartości DES oraz od Mw chitozanu. Z przeprowadzonych obserwacji można wywnioskować, że 

lepiej sprawdza się chitozan o większej MW (chitozan firmy Sigma) – folie chitozanowe są bardziej 

elastyczne niż dla roztworów chitozanowych powstałych poprzez użycie chitozanu o mniejszej MW 

(chitozan firmy Acros). Wzrost MW chitozanu powoduje wzrost lepkości jego roztworów i lepsze 

właściwości błonotwórcze, co jest zgodne z wynikami opublikowanymi w pracy [146]. W związku 

z tym, że najlepsze folie uzyskano z dodatkiem DES na bazie ZnCl2:GE (możliwość dodatku nawet 10% 

DES do roztworu chitozanu i uzyskanie elastycznych folii, bez oznak pocenia się) w części tajnej pracy 

doktorskiej w głównym stopniu skupiono się właśnie na tych roztworach chitozanowych. 
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

Część literaturowa rozprawy doktorskiej obejmuje przegląd doniesień publikacyjnych  

z zakresu CRF i SRF oraz biodegradowalnych polimerów stosowanych do otoczkowania nawozów. 

Omówiono zaproponowane w literaturze techniki powlekania nawozów oraz badania szybkości 

wymywania składników odżywczych z otoczkowanych nawozów. Następnie omówiono budowę, 

otrzymywanie, właściwości i zastosowanie  chitozanu w rolnictwie. Zwrócono uwagę na jego dużą 

dostępność, gdyż jest komercyjnie produkowany z naturalnie regenerujących się zasobów, takich jak 

odpady muszli z owoców morza. Ponadto chitozan charakteryzuje się dobrą biodegradacją oraz 

korzystnymi właściwościami przeciwdrobnoustrojowymi.  Głównym czynnikiem ograniczającym 

wykorzystanie chitozanu jest jego słaba rozpuszczalność w wodzie. Wymieniono metody modyfikacji 

chitozanu prowadzące do zwiększenia rozpuszczalności. Omówiono literaturę dotyczącą potencjalnych 

możliwości wykorzystania hydrożeli chitozanowych w rolnictwie. Poruszono również temat mieszanin 

głęboko eutektycznych, które mogą być stosowane jako plastyfikatory folii chitozanowych. 

Przedstawiono klasyfikację mieszanin głęboko eutektycznych oraz metody ich przygotowania.  

Część doświadczalna rozprawy doktorskiej została podzielona na dwie części: część jawną oraz 

część tajną. Część jawna pracy doktorskiej obejmowała realizację trzech etapów. 

Pierwszy etap to ocena właściwości fizykochemicznych chitozanu. Stopień deacetylacji 

determinuje reaktywność i rozpuszczalność polimeru, a jego określenie jest jedną z rutynowych analiz 

przeprowadzanych w celu kontroli jakości chitozanów produkowanych przemysłowo. Do oznaczenia 

stopnia deacetylacji chitozanu potrzebne są tanie, proste, ale też solidne metody i procedury, które 

można zastosować w zakładzie. W ramach pracy doktorskiej przetestowano i porównano – na tych 

samych zestawach próbek chitozanu – techniki analityczne dostępne w Grupie Azoty Zakłady Azotowe 

Kędzierzyn S.A. Zastosowano w tym celu miareczkowanie potencjometryczne przy użyciu trzech 

różnych metod obliczeniowych, dwie różne metody  spektroskopii UV-VIS oraz analizę elementarną. 

Wyniki porównano ze stopniem deacetylacji zadeklarowanym przed producentów w dostarczonych 

certyfikatach/świadectwach jakości. Dobra zgodność uzyskanych wyników za pomocą miareczkowania 

potencjometrycznego z  deklaracją producenta sugeruje, że metoda ta może zostać wykorzystana jako 

prosta i dokładna metoda w zastosowaniach przemysłowych. Metoda określania stopnia deacetylacji 

przez miareczkowanie jest tania, oparta na łatwo dostępnych odczynnikach i aparaturze. Zastosowania 

chitozanu są nie tylko uzależnione od stopnia deacetylacji, ale także od masy molowej. W związku 

z tym oznaczono masy molowe chitozanu za pomocą chromatografii żelowej. Dwa z spośród trzech 

badanych chitozanów nie spełniały deklarowanych parametrów – oznaczone masy molowe były dużo 

niższe niż gwarantował to producent. Dotyczy to obu chitozanów firmy Acros. Jeden spośród trzech 

badanych chitozanów – chitozan firmy Sigma, mieścił się w deklarowanym przedziale mas podanym 

przez producenta. Jak widać, konieczne jest określenie masy molowej surowca chitozanowego, przed 
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przystąpieniem do dalszej pracy. Wykonano również badania rozpuszczalności chitozanu w trzech 

rozpuszczalnikach (kwasie octowym, kwasie mrówkowym oraz w kwasie mlekowym) oraz określono 

lepkości powstałych roztworów. Chitozan, dla którego zbadana masa molowa była najmniejsza miał 

najmniejszą lepkość dynamiczną, natomiast chitozan, dla którego zbadana masa  molowa była 

największa miał największą lepkość dynamiczną spośród wszystkich trzech badanych próbek chitozanu. 

W drugim etapie realizacji części jawnej pracy doktorskiej omówiono reakcje 

czwartorzędowania oraz karboksymetylowania chitozanu. Dokonano przeglądu literaturowego metod 

syntezy pochodnych chitozanu.  Zsyntezowano dwie pochodne chitozanu, które są rozpuszczalne  

w wodzie: 2-hydroksypropylo-3-trimetyloamoniowy chlorek chitozanu (HACC) 

i karboksymetylochitozan (CMC) oraz dokonano ich charakteryzacji za pomocą FTIR, NMR. Dla 

HACC oznaczono stopień czwartorzędowania (DQ = 98,29% za pomocą 1H NMR, DQ=100% za 

pomocą miareczkowania konduktometrycznego – jako alternatywa dla 1H NMR) – otrzymano 

N,O-podstawioną pochodną, gdzie N-podstawienie wynosiło 83%, natomiast O-podstawienie 17%. Dla 

CMC oznaczono stopień podstawienia (DS=108% za pomocą 1H NMR), udział pochodnych mono-O 

do mono-N wynosi odpowiednio 0,76:0,32. Zsyntezowane pochodne wykorzystano następnie  

w przygotowaniu koacerwatów. Dla otrzymanych koacerwatów przeprowadzono badania chłonności 

wody – próbki wykazywały oczekiwane cechy hydrożelu fizycznego. Po wysuszeniu koacerwaty były 

ciałami stałymi, co umożliwia ich zastosowanie jako dodatki do komponowania nawozów stałych.  

Sprawdzono również możliwość otrzymywania filmów przez otrzymane koacerwaty – możliwe jest 

wykorzystanie powstałych koacerwatów do otoczkowania nawozów poprzez tworzenie 

wielowarstwowych otoczek w procesie wieloetapowej koacerwacji.  

Trzeci etap realizacji części jawnej pracy doktorskiej to opracowanie metod otrzymywania folii 

chitozanowych z dodatkiem mieszanin głęboko eutektycznych oraz badania rozpuszczalności 

otrzymanych folii. W celu polepszenia właściwości folii chitozanowych przygotowano trzy mieszaniny 

głęboko eutektyczne: chlorek choliny-glikol etylenowy w stosunku molowym 1:2, chlorek cynku-glikol 

etylenowy w stosunku molowym 1:4 oraz chlorek choliny-mocznik w stosunku molowym 1:2. Badania 

przeprowadzono dla dwóch chitozanów, które różniły się od siebie parametrami (stopniem deacetylacji 

oraz masą cząsteczkową). Dla roztworów chitozanowych z dodatkiem DES, uzyskanych przez 

rozpuszczenie w 1% kwasie octowym chitozanu o wyższej masie molowej (MW: 128 187), otrzymano 

bardziej elastyczne folie, w porównaniu do folii wytworzonych na bazie chitozanu o niższej masie 

molowej (MW: 90 293). Wytypowano najlepsze zawartości wagowe DES w celu poprawienia jakości 

folii chitozanowych: 3% dodatku DES (CC:GE=1:2) oraz 5% dodatku DES (ZnCl2:GE=1:4). W obu 

przypadkach otrzymano folie elastyczne, bez oznak pocenia. Dla folii chitozanowej z dodatkiem 5% 

DES na bazie ZnCl2:GE=1:4 oznaczono właściwości mechaniczne. Dodatek 5% DES (ZnCl2:GE=1:4) 

powodował zmniejszenie wytrzymałości na rozciąganie i zwiększenie wydłużenia przy zerwaniu, co 

potwierdziło dobre właściwości plastyfikujące DES. 
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Część tajna rozprawy doktorskiej, która została zamieszczona w osobnej części, obejmuje 

metody otoczkowania nawozu na bazie azotanu(V) amonu – Salmagu za pomocą zsyntezowanych 

pochodnych chitozanu oraz wytypowanych roztworów chitozanowych z dodatkiem mieszanin głęboko 

eutektycznych. Ponadto dokonano charakterystyki otoczkowanych nawozów na bazie azotanu(V) 

amonu oraz przeprowadzono badania szybkości wymywania składników odżywczych z otoczkowanych 

nawozów na bazie azotanu(V) amonu.  
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CZĘŚĆ EKSPERYMENTALNA 

1. Aparatura oraz odczynniki 

1.1. Aparatura pomiarowa i sprzęt pomocniczy 

• laboratoryjny miernik pH i przewodności SevenDirect SD23 (Mettler Toledo) 

• spektrofotometr dwuwiązkowy UV-VIS Evolution 220 (ThermoSCIENTIFIC) 

• analizator CHN/CHNS EuroEA3000 (EuroVector) 

• aparat GPC z detektorem refraktometrycznym (Agilent Technologies) 

• suszarka laboratoryjna 

• waga laboratoryjna z dokładnością pomiarów do 0,0001g 

• lepkościomierz SVM 3001 z podajnikiem próbek XSampleTM630 i kontrolerem 

temperatury XSampleTMHeating Controller (Anton Paar) 

• lepkościomierz VISCOLEAD PRO z przystawką do pomiaru lepkości małych 

objętości próbek (FungiLab) 

• spektrofotometr FTIR Nicolet iS10 (ThermoSCIENTIFIC) 

• spektrofotometr 1H NMR (600 MHz, Varian) 

• wirówka laboratoryjna PRO-HOSPITAL PCVS (Centurion Scientific) 

• liofilizator Alpha 1-2 LDplus (Martin Christ) 

• maszyna wytrzymałościowa (Zwick Roell) 

1.2. Odczynniki 

• chitozan, masa cząsteczkowa: 100 000-300 000 (Acros Organics)  

• chitozan, masa cząsteczkowa: 600 000-800 000 (Acros Organics)  

• chitozan, masa cząsteczkowa: 50 000-190 000 (Sigma Aldrich) 

• roztwory buforowe (HAMILTON): 

- DuraCal Buffer 4,01 

- DuraCal Buffer 7,00 

- DuraCal Buffer 9,21 

• wzorce przewodności (Mettler Toledo): 

- 1413 μS/cm 

- 12,88 mS/cm 

• kwas ortofosforowy(V), 85% (VWR Chemicals®) 

• kwas octowy, 5% (Chempur) 

• kwas mrówkowy, 85% (WARCHEM) 

• kwas mlekowy, 85% (Acros Organics) 
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• chlorek glicydylotrimetyloamoniowy (GTMAC), techniczny, ≥90% (Sigma 

Aldrich) 

• alkohol izopropylowy, ≥99,7% (VWR Chemicals) 

• alkohol etylowy, 96% (POCH) 

• kwas monochlorooctowy, cz.d.a. (Chempur) 

• wodorotlenek sodu, cz.d.a. (Stanlab) 

• kwas solny, 35-38% (Chempur) 

• glikol etylenowy bezwodny, 99,8% (Sigma Aldrich) 

• chlorek choliny, ≥98% (Sigma Aldrich) 

• mocznik, >99% (Sigma Aldrich) 

• chlorek cynku bezwodny, cz.d.a. (Chempur) 

 

2. Opis stosowanych procedur badawczych 

2.1. Oznaczanie stopnia deacetylacji chitozanu 

2.1.1. Miareczkowanie potencjometryczne 

Odpowiednią ilość (ok. 0,2 g) uprzednio wysuszonego chitozanu (105oC, 3h) rozpuszczono 

w 20 cm3 0,1M HCl i dodano 20 cm3 H2O – mieszano przez 30 minut. Następnie dodano kolejne 25 cm3 

H2O i mieszano przez kolejne 30 minut. Zlewkę z przygotowanym, analizowanym roztworem, 

zawierającą mieszadełko magnetyczne, umieszczono na płycie mieszadła magnetycznego. W roztworze 

zanurzono ogniwo pomiarowe pH-metru. Nad zlewką zamocowano biuretę z roztworem 

miareczkującym (0,1M NaOH). Po uruchomieniu mieszadła dokonano pierwszego odczytu pH 

odpowiadającego początkowej objętości titranta Vtitranta = 0,0 cm3. Następnie dodawano ściśle określone 

porcje titranta (0,5 cm3). Po każdej porcji titranta roztwór dobrze wymieszano, aż ustaliło się pH, które 

odczytywano na pH-metrze. Dla każdej próbki chitozanu pomiar wykonano 5 razy. 

Stopień deacetylacji analizowanych chitozanów obliczono za pomocą wzorów [66], [122], [142]: 

 

 𝑫𝑫 [%] = 𝟐, 𝟎𝟑 ∙
𝑽𝟐−𝑽𝟏

𝒎 + 𝟎, 𝟎𝟎𝟒𝟐(𝑽𝟐−𝑽𝟏)
 Wzór 1 

gdzie:  

m – masa wysuszonej próbki chitozanu [g] 

V1, V2 – objętości 0,1 M NaOH odpowiadające punktom przegięcia [cm3], 

2,03 – współczynnik wynikający z masy cząsteczkowej jednostki monomeru chityny, 
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0,0042 – współczynnik wynikający z różnicy między masami cząsteczkowymi jednostek monomeru 

chityny i chitozanu. 

 𝑫𝑫 [%] =
∆𝑽 ∙ 𝑪𝑵𝒂𝑶𝑯 ∙ 𝟏𝟎−𝟑 ∙ 𝟏𝟔

𝒎 ∙ 𝟎, 𝟎𝟗𝟗𝟒
∙ 𝟏𝟎𝟎% Wzór 2 

gdzie: 

∆V – objętość zużycia NaOH odpowiednio między dwiema nagłymi zmianami pH [cm3], 

CNaOH – stężenie NaOH [mol/dm3], 

m – masa wysuszonej próbki chitozanu [g]. 

 

 

 
𝐃𝐃 [%] =

(𝑪𝟏𝑽𝟏 − 𝑪𝟐𝑽𝟐) ∙ 𝟎, 𝟎𝟏𝟔
𝒎

𝟗, 𝟗𝟒
∙ 𝟏𝟎𝟎% 

Wzór 3 

 

gdzie: 

C1 – stężenie HCl [mol/dm3], 

C2 – stężenie NaOH [mol/dm3], 

V1 – objętość HCl [cm3], 

V2 – objętość NaOH [cm3], 

0,016 – masa cząsteczkowa NH2 w 1 cm3 0,1M HCl [g], 

m – masa wysuszonej próbki chitozanu [g], 

9,94 - teoretyczny procent NH2. 

 

2.1.2. Metody spektroskopii UV-VIS 

Do pomiarów widm UV wzorców i próbek wykorzystano spektrofotometr UV-VIS 

ThermoSCIENTIFIC Evolution 220. Zakres skanowania: 230-190 nm, szerokość szczeliny 1 nm. 

Zastosowano kuwety o długości drogi optycznej 10 mm.  

 

a) Metoda I  

o Przygotowanie krzywej kalibracyjnej 

Krzywą kalibracyjną wykonano wykreślając wartości pierwszej pochodnej przy 199 nm w funkcji 

stężenia GlcNAc. Standardowe roztwory GlcNAc przygotowano w 0,85% H3PO4 o stężeniach: 2,5; 

10,2; 20,4; 30,6; 40,8; 51,0 µg/cm3. Jako ciecz odniesienia zastosowano 0,85% H3PO4. 
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o Przygotowanie próbki  

Chitozan osuszono (105oC, 3h) i przechowywano w eksykatorze w temperaturze pokojowej do 

czasu analizy. Do przygotowania próbki zastosowano procedurę 3-etapową.  Odpowiednią ilość 

chitozanu (ok. 100 mg) ogrzewano w 85% H3PO4 (20 cm3) przez 40 minut w 60oC przy ciągłym 

mieszaniu. Po tym czasie, gdy próbka całkowicie się rozpuściła, pobrano 1 cm3 klarownego roztworu 

i rozcieńczono do 100 cm3 wodą dejonizowaną. Rozcieńczenie było konieczne do uzyskania stężenia 

chitozanu w zakresie wykrywalnym przez spektrofotometr. Rozcieńczony roztwór inkubowano w 60oC 

przez 2 godziny przed pomiarem UV. Następnie wykonano widma UV-VIS w zakresie 190-230 nm. 

Najlepszą regresję liniową uzyskano przy 199 nm – wartość pierwszej pochodnej przy 199 nm została 

wybrana do pomiarów stopnia deacetylacji w tym badaniu. Pomiar dla każdej próbki przeprowadzono 

3-krotnie.  

W celu obliczenia stopnia deacetylacji korzystano ze wzoru [125]: 

 
𝐃𝐃 [%] = 𝟏𝟎𝟎 −

𝒎𝟏
𝟐𝟎𝟑, 𝟐𝟏 ∙ 𝟏𝟎𝟎

𝐦𝟏
𝟐𝟎𝟑, 𝟐𝟏

+
𝒎𝟐

𝟏𝟔𝟏, 𝟏𝟕

 

 

Wzór 4 

gdzie: 

m1 – masa GlcNAc w 1 cm3 roztworu chitozanu, obliczona z krzywej kalibracyjnej [g], 

m2 – masa GlcN w 1 cm3 roztworu chitozanu [g] 

𝑚2 = 𝑀 − 𝑚1 

M – masa chitozanu w 1 cm3 roztworu [g], którą obliczono jako: 

𝑀 =
𝑀1 ∙ 𝑀3

𝑀1+𝑀2
 

M1 – masa stałej próbki chitozanu pobranej do analizy [g], 

M2 – masa 85% H3PO4, użyta do rozpuszczenia próbki chitozanu [g], 

M3 – masa 1 ml roztworu chitozanowego w stężonym kwasie ortofosforowym(V) [g]. 

 

b) Metoda II 

o Przygotowanie krzywej kalibracyjnej 

Przygotowano wodne roztwory zawierające różne proporcje GlcN i GlcNAc w 0,1 M HCl – 

symulacja próbek chitozanu o różnych DD: 49,45%, 58,01%, 68,92%, 71,78%, 77,88%, 83,03%, 

90,13%, 93,20%, 98,99%. Zarejestrowano widma UV tych roztworów. Krzywą kalibracji generowano 

przez odniesienie stosunku absorbancja/stężenie całkowite do stopnia acetylacji (DA). Absorbancję 

mierzono przy 201 nm. 
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o Przygotowanie próbki 

Osuszony chitozan (105oC, 3h) odważono (ok. 6-8 mg) i rozpuszczono w 50 cm3 0,1 M HCl. Następnie 

wykonano widma UV-VIS w zakresie 190-230 nm. Pomiar dla każdej próbki wykonano 3-krotnie. 

Stopień deacetylacji obliczono za pomocą wzoru [126]: 

 
𝐃𝐃 [%] = (𝟏 −

𝟏𝟔𝟏, 𝟏 ∙ 𝐀 ∙ 𝐕 ∙ 𝐂 ∙ 𝐦

𝐤 ∙ 𝐦 ∙ 𝟒𝟐, 𝟏 ∙ 𝐀 ∙ 𝐕
) ∙ 𝟏𝟎𝟎% 

 

Wzór 5 

gdzie: 

161,1 – masa cząsteczkowa D-glukozaminy [g/mol] 

42,1 – różnica między masą cząsteczkową N-acetylo-D-glukozaminy a masą cząsteczkową 

D-glukozaminy [g/mol] 

A – absorbancja przy 201 nm 

V – objętość roztworu [dm3] 

m – masa wysuszonej próbki chitozanu [mg] 

C – przecięcie z osią x na krzywej 

k – nachylenie na krzywej. 

 

2.1.3. Analiza elementarna 

Analizę ilościową próbek na zawartość C i N wykonano za pomocą analizatora CHN/CHNS 

EuroEA3000 firmy EuroVector, który umożliwia automatyczne, jednoczesne oznaczenie procentowej 

zawartości węgla, wodoru, azotu i siarki w próbkach stałych. Zasada działania aparatu oparta jest 

o metodę dynamicznego spalania Dumasa, po której następuje separacja chromatograficzna frakcji 

gazowych będących wynikiem tego spalania (N2, CO2, H2O, SO2), a następnie ich analiza 

z wykorzystaniem katarometru. Pomiar dla każdej próbki powtarzano dwukrotnie.  

Stopień deacetylacji analizowanych chitozanów obliczono ze stosunku węgiel/azot (C/N) za pomocą 

wzorów [126], [134]: 

 𝐃𝐃 [%] = (𝟏 − (
𝟏

𝟐
∙

𝟏𝟒 ∙ 𝐂%

𝟏𝟐 ∙ 𝐍%
− 𝟔)) ∙ 𝟏𝟎𝟎% 

 

Wzór 6 

 

 𝐃𝐃 [%] = (𝟏 −

𝐂%
𝐍% − 𝟓, 𝟏𝟒𝟓

𝟔, 𝟖𝟏𝟔 − 𝟓, 𝟏𝟒𝟓
) ∙ 𝟏𝟎𝟎% 

Wzór 7 

gdzie: 

C% - zawartość procentowa węgla w próbce, 

N% - zawartość procentowa azotu w próbce, 
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5,145 - stosunek C/N w całkowicie N-deacetylowanym chitozanie (jednostka powtarzalna C6H11O4N), 

6,816 - stosunek C/N w chitynie, całkowicie N-acetylowanym polimerze (jednostka powtarzalna 

C8H13O5N). 

 

2.2. Oznaczenie masy molowej chitozanu 

Badania GPC przeprowadzono na aparacie firmy Agilent Technologies z detektorem RI 

(refraktometrycznym). Fazę ruchomą stanowił bufor octanowy (pH = 4,3). Przepływ fazy przez 

kolumnę wynosił 0,8 ml/min. Temperatura kolumn i detektora wynosiła 30oC. Wykorzystano 2 kolumny 

Agilent PL aquagel-OH MIXED-H, 300 mm, 8 um. Próbki chitozanu rozpuszczano w buforze 

octanowym (fazie ruchomej), pozostawiano na noc, aby ułatwić rozpuszczenie. Aparat skalibrowano za 

pomocą wzorców PEO/PEG.  

 

2.3. Badania rozpuszczalności chitozanu, określenie lepkości przygotowanych 

roztworów 

 Odpowiednią ilość chitozanu rozpuszczono w 20 cm3 1% kwasu octowego w celu otrzymania 

stężeń roztworów: 0,010, 0,015, 0,020, 0,025, 0,030, 0,035, 0,040 g/cm3. Adekwatnie przygotowano 

roztwory o takich samych stężeniach w 1% kwasie mrówkowym oraz w 1% kwasie mlekowym. Ocenę 

rozpuszczalności przeprowadzono wizualnie. Pomiary lepkości przygotowanych roztworów 

przeprowadzono na aparacie FungiLab – VISCOLEAD PRO z przystawką do pomiaru małych objętości 

próbek. Temperaturę próbki (25oC) kontrolowano za pomocą termostatu.  

 

2.4. Otrzymywanie pochodnych chitozanu 

2.4.1. Otrzymywanie czwartorzędowej soli amoniowej chitozanu 

10 g chitozanu firmy Sigma (MW: 50 000 – 190 000) dyspergowano  

w 225 cm3 alkoholu izopropylowego przez 4 godziny w 60oC w kolbie trójszyjnej o pojemności  

500 cm3, wyposażonej w mieszadło magnetyczne (400 rpm). Następnie 50 g chlorku  

2,3-epoksypropylotrimetyloamoniowego (GTMAC) rozpuszczono w 75 cm3 H2Odest i wkroplono do 

roztworu. Zawartość kolby ogrzano do 80-85oC i mieszano przez 24 godziny pod chłodnicą zwrotną.  

W celu oczyszczenia produktu wykorzystano dwie różne metody: 

I) Otrzymany produkt po zakończeniu reakcji odsączono. Odważono 0,0829 g osadu, który 

rozpuszczono w 5 cm3 H2Odest (C=16,58 mg/cm3). Następnie przygotowaną próbkę 

przeniesiono do worka dializacyjnego (Spectra/Por®2 Dialysis Membrane MWCO 12-14 kD). 
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Worek dializacyjny umieszczono w dużej zlewce z H2Odest (5 dm3) i codziennie, przez 3 dni 

wymieniano wodę. Następnie próbkę poddano liofilizacji w aparacie Christ Alpha 1-2 LDplus.  

 

II) Otrzymany produkt po zakończeniu reakcji odsączono na zestawie do sączenia próżniowego, 

przemyto 3 krotnie 100 cm3 alkoholu etylowego. Otrzymany osad wysuszono w suszarce 

w 40oC, a następnie umieszczono go w gilzie i przeprowadzono ekstrakcję Soxhleta 

(ekstrakcja trwała 24 godziny), przy użyciu alkoholu etylowego. Po zakończeniu ekstrakcji 

osad wysuszono w suszarce w 40oC. 

 

W celu potwierdzenia podstawienia grup aminowych w chitozanie wykonano analizę 1H NMR 

oraz przeprowadzono miareczkowanie potencjometryczne. Potwierdzono również strukturę 

chitozanowej pochodnej za pomocą FTIR. W celu określenia stopnia czwartorzędowania (DQ) 

zastosowano miareczkowanie konduktometryczne oraz analizę 1H NMR. 

a) analiza 1H NMR 

20 mg próbki rozpuszczono w 991 μl D2O oraz 16,1 μl DCl i poddano analizie NMR. 

Za pomocą 1H NMR oznaczono DD chitozanu, który poddano czwartorzędowaniu: 

 
𝑫𝑫 [%] =

𝑰𝑯−𝟐 (𝑮𝒍𝒄𝑵)

𝑰𝑯−𝟐 (𝑮𝒍𝒄𝑵) +
𝟏
𝟑

∙ 𝑰𝑪𝑯𝟑 (𝑮𝒍𝒄𝑵𝑨𝒄)

∙ 𝟏𝟎𝟎 

 

Wzór 8 

gdzie: 

IH-2 (GlcN) – intensywność sygnału protonu H-2 z GlcN 

ICH3 (GlcNAc) – intensywność sygnałów protonów H (-COCH3) z grupy GlcNAc 

Za pomocą 1H NMR oznaczono również DQ otrzymanej pochodnej: 

 
𝑫𝑸[%] =

𝑰𝑵+(𝑪𝑯𝟑)𝟑
− 𝑰𝑯−𝟐 (𝑮𝒍𝒄𝑵)

𝟗
𝟏
𝟑 ∙ 𝑰𝑪𝑯𝟑 (𝑮𝒍𝒄𝑵𝑨𝒄) + 𝑰𝑯−𝟐 (𝑮𝒍𝒄𝑵)

∙ 𝟏𝟎𝟎 
Wzór 9 

gdzie: 

IH-2 (GlcN) – intensywność sygnału protonu H-2 z GlcN, którą obliczono jako: 

𝐼𝐻−2 (𝐺𝑙𝑐𝑁) =

1
3 ∙ 𝐼𝐶𝐻3 (𝐺𝑙𝑐𝑁𝐴𝑐) ∙ 𝐷𝐷 ∙ 0,01

1 − 𝐷𝐷 ∙ 0,01
 

ICH3 (GlcNAc) – intensywność sygnałów protonów H (-COCH3) z grupy GlcNAc 
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b) miareczkowanie potencjometryczne 

0,2 g oczyszczonej próbki rozpuszczono w 40 cm3 H2Odest. Po całkowitym rozpuszczeniu próbki 

zmierzono jej pH. Za pomocą 0,1M HCl doprowadzono pH roztworu do wartości 2. Następnie roztwór 

miareczkowano 0,1M NaOH i mierzono pH roztworu po każdej dodanej porcji NaOH (0,5 cm3). 

c) analiza FTIR 

Pomiar wykonano metodą pastylki KBr – próbkę utarto w moździerzu z KBr, a następnie za 

pomocą prasy i pastylkarki wykonano z tej mieszaniny płaską pastylkę. Parametry pomiaru: zakres  

400-4000 cm-1, rozdzielczość 4 cm-1, ilość skanów 64. 

d) miareczkowanie konduktometryczne 

0,1g oczyszczonej próbki rozpuszczono w 100 cm3 H2Odest. Przygotowany roztwór 

miareczkowano za pomocą 0,017 M AgNO3 i mierzono przewodność roztworu po każdej dodanej porcji 

AgNO3 (0,5 cm3).  

Stopień czwartorzędowania (DQ) obliczono za pomocą wzoru [153], [160]: 

 𝐃𝐐[%] =
𝟏, 𝟕 ∙ 𝟏𝟎−𝟓 ∙ 𝐕𝐀𝐠𝐍𝐎𝟑

(
𝐖𝐰 − (𝟏, 𝟕 ∙ 𝟏𝟎−𝟓 ∙ 𝐕𝐀𝐠𝐍𝐎𝟑 ∙ 𝐦𝐆𝐓𝐌𝐀𝐂)

(𝐦𝐆 ∙ 𝐃𝐃) + 𝐦𝐀𝐆(𝟏 − 𝐃𝐃)
) ∙ 𝐃𝐃

∙ 𝟏𝟎𝟎 Wzór 10 

 

gdzie: 

Ww – naważka próbki 

1,7∙10-5 – liczba moli AgNO3 w 1 cm3 roztworu 

VAgNO3 – objętość AgNO3 przy najniższej przewodności dla roztworu 

mGTMAC – masa cząsteczkowa GTMAC (151 g/mol) 

mG – masa cząsteczkowa glukozaminy (161 g/mol) 

mAG – masa cząsteczkowa acetylowanej glukozaminy (203 g/mol) 

DD – stopień deacetylacji chitozanu 

2.4.2. Otrzymywanie soli sodowej karboksymetylochitozanu 

10 g chitozanu firmy Sigma (MW: 50 000 – 190 000) oraz 13,5 g NaOH umieszczono w kolbie 

trójszyjnej o pojemności 250 cm3, wyposażonej w mieszadło magnetyczne. Dodano 100 cm3 

rozpuszczalnika (20 cm3 H2Odest i 80 cm3 alkoholu izopropylowego). Kolbę umieszczono w czaszy 

grzejnej, podłączono chłodnicę zwrotną i termometr. Utrzymywano grzanie (60oC) i mieszanie  

(400 rpm) przez 2 godziny w celu spęcznienia i alkalizacji. Następnie 15 g kwasu monochlorooctowego 

rozpuszczono w 20 cm3 alkoholu izopropylowego. Przygotowany roztwór kwasu wkraplano do kolby 

przez pół godziny. Na czas dodawania kwasu wyłączono grzanie, ponieważ temperatura zawartości 



71 

 

kolby podczas wkraplania kwasu wzrastała – po zakończeniu wkraplania i ustabilizowaniu temperatury 

włączono grzanie. Roztwór mieszano w 60oC przez kolejne 4 godziny. Po zakończeniu syntezy do 

roztworu dodano 200 cm3 70% alkoholu etylowego. Powstały osad odsączono pod zmniejszonym 

ciśnieniem i przemyto 100 cm3 80% alkoholu etylowego, odsączono. Następnie osad przemyto 100 cm3 

90% alkoholu etylowego, odsączono. Otrzymany osad suszono przez 24 godziny w 40oC.  

W celu potwierdzenia powstania pochodnej chitozanu wykonano analizę NMR. Potwierdzono 

również strukturę chitozanowej pochodnej za pomocą FTIR. 

a) analiza 1H NMR oraz analiza 13C NMR 

20 mg próbki rozpuszczono w 991 μl D2O oraz 16,1 μl DCl i poddano analizie NMR. 

Analiza 1H NMR posłużyła również do oznaczenia stopnia podstawienia (DS). 

DS dla N,O-CMC obliczono za pomocą wzorów [165]: 

 𝑫𝑺𝑵,𝑶−𝑪𝑴𝑪[%] =
𝑰𝑪𝑯𝟐

∙ 𝟎, 𝟓

𝑰𝟐 + 𝑰𝟑
∙ 𝟏𝟎𝟎 

 

Wzór 11 

gdzie: 

I2 – intensywność sygnału protonu H-2’’ 

I3 – intensywność sygnałów protonów H-2 i H-2’ 

ICH2 – intensywność sygnałów protonów metylenowych w karboksymetylowych grupach, obliczona 

jako: 

𝑰𝑪𝑯𝟐 = 𝑰𝟏 − [(𝑰𝟐 + 𝑰𝟑) ∙ 𝟓] 

I1 – intensywność sygnałów protonów H-3, H-4, H-5, H-6a,b. 

Stopień podstawienia grupy N-karboksylowej obliczono za pomocą wzoru: 

 𝑫𝑺𝑵−𝑪𝑴𝑪[%] =
𝑰𝟐

𝑰𝟐 + 𝑰𝟑
∙ 𝟏𝟎𝟎 

 

Wzór 12 

Różnica między DSN,O-CMC i DSN-CMC odpowiada podstawieniu w pozycji O-. 

b) analiza FTIR 

Pomiar wykonano metodą pastylki KBr – próbkę utarto w moździerzu z KBr, a następnie za 

pomocą prasy i pastylkarki wykonano z tej mieszaniny płaską pastylkę. Parametry pomiaru: zakres  

400-4000 cm-1, rozdzielczość 4 cm-1, ilość skanów 64. 
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2.5. Otrzymywanie koacerwatów 

Przygotowano 1% wodne roztwory HACC i CMC, otrzymane w pkt. 2.4.1 i 2.4.2. Mieszaniny 

HACC i CMC otrzymano przez zmieszanie przygotowanych 1% roztworów wodnych o odpowiednim 

udziale objętościowym (Tabela 25). Dla każdej mieszaniny zmierzono pH. Zmętnienie roztworu 

mierzono spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji przy λ = 600 nm. Następnie wytrącone 

kompleksy polielektrolitowe odwirowano na wirówce laboratoryjnej (6000 rpm, 40 minut), oddzielono 

od supernatantu, zważono.  

Dla odwirowanych koacerwatów wykonano badania oznaczania chłonności wody (Q). 

Oznaczanie chłonności wody przeprowadzono grawimetrycznie, wprowadzając to zlewki o pojemności 

100 ml odważkę badanej, wysuszonej próbki (ok. 0,5 g) oraz 50 g H2Odest. Zawartość zlewki 

zabezpieczono parafilmem i pozostawiono na 24 godziny. Po wyjęciu spęcznionej próbki z wody, 

nadmiar wody usunięto za pomocą papierowego ręcznika, a próbkę zważono. Masę pochłoniętej wody 

w przeliczeniu na 1 g badanej próbki obliczono ze wzoru: 

 
𝐐 [%] =

𝐦𝐰−𝐦𝐝

𝐦𝐝
∙ 𝟏𝟎𝟎 

 

Wzór 12 

gdzie: 

Q – chłonność wody [%] 

mw – masa mokrej próbki/spęcznionej próbki [g], 

md – masa suchej próbki [g]. 

 

Tabela 25. Skład mieszanin CMC:HACC. 

Nazwa próbki  Objętość 1% CMC 

[cm3] 

Objętość 1% HACC* 

[cm3] 

K-1  18 2 

K-2  16 4 

K-3  14 6 

K-4  12 8 

K-5  11 9 

K-6  10 10 

K-7  8 12 

K-8  6 14 

K-9  4 16 

K-10  2 18 

* HACC po oczyszczaniu metodą II (ekstrakcja Soxhleta) 
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Przeprowadzono również badania możliwości tworzenia filmów przez koacerwaty CMC  

i HACC. W tym celu przygotowano w probówkach typu Eppendorf o pojemności 2 cm3 mieszaniny 

koacerwatów K1-K10 (stosunki objętościowe CMC:HACC – Tabela 25), a następnie wylewano 

roztwory mieszanin na szalki Petriego, po czym umieszczono je w suszarce (40oC/noc) w celu 

odparowania wody. Po odparowaniu wody otrzymano stabilne, cienkie filmy. Sprawdzono 

rozpuszczalność otrzymanych filmów w wodzie. W tym celu przygotowane filmy umieszczano  

w zlewce o pojemności 50 cm3, a następnie wlewano do niej 10 cm3 H2Odest. Zawartość zlewki 

zabezpieczono parafilmem i pozostawiono do obserwacji na 7 dni.  

 

2.6. Otrzymywanie mieszanin głęboko eutektycznych, modyfikacja 

roztworów chitozanowych za pomocą mieszanin głęboko eutektycznych 

Przygotowanie mieszaniny głęboko eutektycznej na bazie chlorku choliny i glikolu etylenowego 

Do zlewki o pojemności 500 cm3 odważono 139,62 g CC (osuszonego uprzednio w suszarce  

w temperaturze 70oC/24h) oraz 124,14 g GE, uzyskując stosunek molowy składników CC:GE=1:2. 

Intensywnie mieszano zawartość zlewki i ogrzewano w łaźni olejowej w temperaturze 90oC, aż do 

uzyskania jednorodnej cieczy. Otrzymaną mieszaninę eutektyczną schłodzono następnie do temperatury 

pokojowej i używano bez dalszego oczyszczania. Dla otrzymanej mieszaniny zmierzono lepkość oraz 

gęstość w temperaturze 25oC.  

 

Przygotowanie mieszaniny głęboko eutektycznej na bazie chlorku cynku i glikolu etylenowego 

Do zlewki o pojemności 500 cm3 odważono 136,29 g ZnCl2 oraz 248,28 g GE, uzyskując 

stosunek molowy składników ZnCl2:GE=1:4. Intensywnie mieszano zawartość zlewki i ogrzewano  

w łaźni olejowej w temperaturze 90oC, aż do uzyskania jednorodnej cieczy. Otrzymaną mieszaninę 

eutektyczną schłodzono następnie do temperatury pokojowej i używano bez dalszego oczyszczania. Dla 

otrzymanej mieszaniny zmierzono lepkość oraz gęstość w temperaturze 25oC.  

 

Przygotowanie mieszaniny głęboko eutektycznej na bazie chlorku choliny i mocznika 

Do zlewki o pojemności 500 cm3 odważono 139,62 g CC oraz 120,12 g U, uzyskując stosunek 

molowy składników CC:U=1:2. Intensywnie mieszano zawartość zlewki i ogrzewano w łaźni olejowej 

w temperaturze 90oC, aż do uzyskania jednorodnej cieczy. Otrzymaną mieszaninę eutektyczną 

schłodzono następnie do temperatury pokojowej i używano bez dalszego oczyszczania. Dla otrzymanej 

mieszaniny zmierzono lepkość oraz gęstość w temperaturze 25oC. 
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Modyfikacja roztworów chitozanowych za pomocą mieszanin głęboko eutektycznych 

a) Przygotowanie roztworów chitozanowych o stężeniu 1,5% 

- 1,5% roztwór chitozanu firmy Sigma (MW: 50 000 – 190 000 wg deklaracji producenta, oznaczona 

MW: 128 187) – do zlewki o pojemności 2000 cm3 wsypano 15 g chitozanu i dodano 1000 cm3 1% (v/v) 

roztworu kwasu octowego. Całość mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 h za pomocą mieszadła 

mechanicznego. 

-  1,5% roztwór chitozanu firmy Acros (MW:  600 000 – 800 000 wg deklaracji producenta, oznaczona 

MW: 90 293) – do zlewki o pojemności 2000 cm3 wsypano 15 g chitozanu i dodano 1000 cm3 1% (v/v) 

roztworu kwasu octowego. Całość mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 h za pomocą mieszadła 

mechanicznego. 

W celu otrzymania folii pobrano 2 cm3 każdego z roztworu, wylano na szalki i włożono do suszarki 

(40oC/noc). Następnego dnia wyjęto wysuszone folie z suszarki, obserwowano ich wygląd. Wykonano 

próby rozpuszczalności w wodzie – folie zalano 25 cm3 H2Odest, obserwowano ich wygląd. 

b) Przygotowanie roztworów chitozanowych o stężeniu 1,5% z dodatkiem DES 

Do przygotowanych 1,5% roztworów chitozanowych dodano przygotowany DES  w ilości 1, 2, 

3, 4, 5 i 10% wag. (dla CC:GE=1:2 oraz dla ZnCl2:GE=1:4) oraz 2 i 4% wag. (dla CC:U=1:2) Roztwory 

mieszano na mieszadle magnetycznym do uzyskania jednorodnych cieczy, następnie pobierano po 

2 cm3 wymieszanego roztworu, wylewano na szalkę i wkładano do suszarki (40oC/noc). Następnego 

dnia wyjmowano wysuszone folie z suszarki, obserwowano ich wygląd. Wykonano próby 

rozpuszczalności w wodzie – folie zalano 25 cm3 H2Odest, obserwowano ich wygląd. Po całkowitym 

odparowaniu wody kolejny raz folie/pozostałości folii zalano 25 cm3 H2Odest.  

c) Badanie właściwości mechanicznych folii chitozanowych przed i po modyfikacji za pomocą DES 

Właściwości mechaniczne folii reprezentowane przez wytrzymałość na rozciąganie  

i wydłużenie przy zerwaniu oznaczono na maszynie wytrzymałościowej Zwick Roell wyposażonej  

w odpowiednie uchwyty do prób rozciągania w oparciu o normę PN-EN ISO 527-3:2019-01. Folie były 

poddawane siłom rozciągania przy prędkości badania 50 mm/min, odległość uchwytów przy pozycji 

startowej: 57,76 mm. Badania zostały wykonane w Departamencie Rozwoju Grupy Azoty Kędzierzyn, 

w Laboratorium Aplikacyjnym Plastyfikatorów (IC-3). 
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STRESZCZENIE 

Grupa Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. jest znaczącym producentem granulowanych 

nawozów saletrzanych, ale konieczne są dalsze działania zmierzające do usprawnienia procesów 

produkcyjnych oraz poprawy jakości produktów. Zwiększone zapotrzebowanie na żywność wymaga 

intensyfikacji płodów rolnych, jednak nadmierna chemizacja w rolnictwie przyczynia się także do 

negatywnych zjawisk takich jak eutrofizacja, efekt cieplarniany czy wysalanie gleb. Przenawożenie gleb 

przyczynia się do przedostawania składników pokarmowych do wód gruntowych rzek i zbiorników 

wodnych. W celu złagodzenia tych problemów wprowadzane są nawozy o kontrolowanym 

i spowolnionym uwalnianiu (CRF i SRF). Jednym ze sposobów wytwarzania CRF jest otoczkowanie 

nawozów – natryskiwanie warstwy lub kilku warstw materiału otoczkującego na powierzchnię nawozu, 

w celu utworzenia otoczki o niskiej przepuszczalności.  

Celem rozprawy doktorskiej było opracowanie biodegradowalnej otoczki, z materiałów 

przyjaznych dla środowiska, które mogą zapewnić lepszą wydajność w kontrolowaniu szybkości 

uwalniania. W takich zastosowaniach zainteresowanie wzbudził chitozan i jego pochodne, które 

wykazują dobrą biodegradację. Ponadto chitozan ma właściwości przeciwdrobnoustrojowe i może być 

komercyjnie produkowany z naturalnie regenerujących się zasobów, takich jak odpady muszli z owoców 

morza.  

Część literaturowa rozprawy doktorskiej obejmuje przegląd doniesień publikacyjnych z zakresu 

CRF i SRF oraz biodegradowalnych polimerów stosowanych do otoczkowania nawozów. Omówiono 

techniki powlekania nawozów oraz badania szybkości wymywania składników odżywczych 

z otoczkowanych nawozów. Następnie scharakteryzowano właściwości chitozanu i jego zastosowanie 

w rolnictwie. Poruszono również temat mieszanin głęboko eutektycznych, które mogą być stosowane 

jako plastyfikatory folii chitozanowych. 

Część doświadczalna rozprawy doktorskiej została podzielona na dwie części: część jawną oraz 

część tajną. Część jawna pracy doktorskiej obejmowała realizację trzech etapów: (1) ocenę właściwości 

fizykochemicznych chitozanu, (2) syntezę pochodnych chitozanu: 2-hydroksypropylo-3-

trimetyloamoniowego chlorku chitozanu (HACC) i karboksymetylochitozanu (CMC) oraz ich 

charakterystykę, (3) opracowanie metod otrzymywania folii chitozanowych z dodatkiem mieszanin 

głęboko eutektycznych.  

Część tajna rozprawy doktorskiej, która została zamieszczona w osobnej części, obejmuje 

metody otoczkowania nawozu na bazie azotanu(V) amonu – Salmagu za pomocą zsyntezowanych 

pochodnych chitozanu oraz roztworów chitozanu z dodatkiem mieszanin głęboko eutektycznych, 

charakterystykę otoczkowanych nawozów oraz badanie szybkości wymywania składników odżywczych 

z otoczkowanych nawozów. 
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SUMMARY 

Grupa Azoty Zakłady Azotowe Kędzierzyn S.A. is a significant manufacturer of granulated 

nitrate fertilizers, but further efforts are needed to streamline production processes and improve product 

quality. The increased demand for food requires the intensification of agricultural products, but 

excessive use of chemicals in agriculture also contributes to negative phenomena such as eutrophication, 

the greenhouse effect and soil salting. Overfertilization of soil contributes to the penetration of nutrients 

into the groundwater of rivers and water reservoirs. To alleviate these problems, controlled and slow 

release fertilizers (CRF and SRF) are being introduced. One way to produce CRF is to encapsulate 

fertilizers - spraying a layer or several layers of encapsulating material onto the surface of the fertilizer 

to create a low permeability coating.  

The aim of the doctoral dissertation was to develop a biodegradable shell, made of 

environmentally friendly materials, which can provide better performance in controlling the rate of 

release. In such applications, chitosan and its derivatives, which show good biodegradability have 

aroused interest. In addition, chitosan has antimicrobial properties and can be commercially produced 

from naturally regenerating resources such as seafood shell waste. 

The literature part of the doctoral dissertation includes a review of publications in the field of 

CRF and SRF and biodegradable polymers used to coat fertilizers. The techniques of coating fertilizers 

proposed in the literature and the study of the release rate of nutrients from coated fertilizers are 

discussed. Then, the properties of chitosan and its use in agriculture were characterized. The topic of 

deep eutectic mixtures that can be used as plasticizers of chitosan films was also discussed.  

The experimental part of the doctoral dissertation was divided into two parts: the open part and 

the confident part. The open part of the doctoral dissertation involved the implementation of three stages: 

(1) assessment of the physicochemical properties of chitosan, (2) synthesis of chitosan derivatives: 

2-hydroxypropyl-3-trimethylammonium chitosan chloride (HACC) and carboxymethyl chitosan (CMC) 

and their characterization, (3) development of methods obtaining chitosan films with the addition of 

deep eutectic mixtures. 

The confident part of the doctoral dissertation, which has been included in a separate part, covers 

the methods of encapsulating fertilizers based on ammonium nitrate(V) - Salmag with the use of 

synthesized derivatives of chitosan and chitosan solutions with the addition of deep eutectic mixtures, 

characteristics of encapsulated fertilizers and testing the release rate of nutrients from encapsulated 

fertilizers. 
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