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IVADAS

Pastaruoju metu ir toliau daug démesio skiriama gamtiniy polimery
panaudojimui naujose technologijose. D¢l savo iSskirtiniy savybiy —
bioskalumo, biosuderinamumo, netoksiSkumo, o taip pat dél savaime
atsinaujinanc¢iy Saltiniy — gamtiniai polisacharidai (celiulioze¢, krakmolas,
chitozanas) yra placiai naudojami kaip Zaliava maisto, techniniy produkty ir
chemijos pramonei. Ateityje gamtiniy polimery kaip atsinaujinancios Zaliavos
svarba chemijos pramonei tik didés — jy modifikavimo produktai ar per eile
stadijy 1§ jy gauti polimerai turés didele dalimi pakeisti sintetinius polimerus,
gaunamus 1§ antriniy naftos produkty.

Vienas i§ svarbesniy gamtinés kilmés polimery yra chitozanas —
linijinés struktiiros katijoninis polisacharidas, gaunamas deacetilinus chiting.
Chitozanas pasiZzymi unikaliomis fizikinémis, cheminémis, adsorbcinémis ir
biologinémis savybémis: antimikrobiniu aktyvumu, netoksiSkumu, bioskalumu
ir biosuderinamumu. Jis placiai naudojamas jvairiose mokslo Sakose, o taip pat
biotechnologijoje, farmacijoje, vandenvaloje, kosmetikoje, zemés ikyje,
maisto ir tekstilés pramonéje. Platesnj chitozano panaudojimg apsunkina mazas
jo tirpumas neutralioje ir Sarminéje vandeningje terpéje bei daugelyje
pagrindiniy organiniy tirpikliy.

Daug démesio skiriama jvairiems chitozano modifikavimo btidams,
kuriais galima pakeisti chitozano tirpuma, o taip pat jam suteikti naujy vertingy
savybiy. Papildomas chitozano katijonizavimas, prijungiant ketvirtines amonio
grupes, atlickamas, vykdant vieng i§ daugelio chitozano reakcijy su
mazamolekuliais junginiais. Sudétingiau gauti skiepytuosius chitozano
kopolimerus, prijungiant kito tipo grandziy (dazniausiai sintetiniy) Sonines
grandines, pvz., polietilenglikolio (PEG). Chitozano-PEG skiepytieji
kopolimerai, priklausomai nuo sintezés buido ir sudéties, yra tirpis vandenyje
arba sudaro gelius, pasiZymi pavirSiniu aktyvumu, flokuliacinémis savybémis,
kompaktizuoja DNR ir tt., todél laikomi vienais 1§ perspektyviy

biosuderinamy medziagy.



Darbo aktualumas

DidZioji dalis dabartiniy polimery yra sintetiniai. Jie Zymiai pras¢iau
bioskaliis ir biosuderinami nei gamtiniai polimerai, pvz., celiulioze, krakmolas,
chitinas, chitozanas ar jy dariniai. Yra sri¢iy, kuriose gamtinés kilmés
polimerai ypa€ pageidaujami: tai medicina, farmacija, kosmetika,
biotechnologija. Daug chitozano gaminiy naudojami ten, kur reikalingas
biosuderinamumas, pvz., vaisty pernasai.

Tarp chitozano dariniy ypatingg vieta wuzima chitozano —
polietilenglikolio kopolimerai ir konjugatai, kurie, kaip ir baltymy-PEG
dariniai, jau seniai naudojami medicinoje ir biotechnologijoje. Deja,
akivaizdziai gero metodo chitozano-PEG dariniy sintezei néra, nes kopolimery
gryninimas nuo nesureagavusio MPEG yra sudétingas. Siekiant sumaZinti
nesureagavusiy pradiniy medziagy ir Salutiniy produkty kiekj, kaip alternatyva
chitozano-MPEG kopolimery sintezei redukcinio alkilinimo ar karbodiimidiniu
metodais galéty biiti panaudota ,klik*“ chemijos reakcija. Informacijos apie
chitozano PEG’inimg “klik” chemijos biidu néra.

Katijonizavimas — vienas 1§ biidy chitozano tirpumui pagerinti, kartu
pakeiciant kai kurias jo savybes. I§ katijonizuoto chitozano sudarytos
nanodalelés gali biiti placiai taitkomos farmacijoje ir medicinoje (vaisty,
baltymy, geny pernasai). Katijonizuoto chitozano nanopluosStai pasizymi
geromis antibakterinémis savybémis ir gali biti naudojami kaip Zaizdy
tvarstomoji medZiaga, medicininiai protezai, apsauginiuose drabuZziuose, o taip
pat antibakteriniams filtrams gaminti. Placiai tyrinétas papildomas chitozano
katijonizavimas per jo amino grupes; duomeny apie chitozano katijonizavimag

per hidroksigrupes ar chitozano—PEG kopolimery katijonizavimg beveik néra.

Darbo tikslas

Susintetinti vandenyje tirpius norimos strukttiros bei skirtingo pakeitimo
laipsnio  skiepytuosius chitozano-MPEG kopolimerus bei katijonizuotus

chitozano darinius ir itirti jy savybes.



Siam tikslui pasiekti buvo iskelti tokie udaviniai:
= “klik* chemijos biidu susintetinti skiepytuosius chitozano-MPEG darinius;
= itirti skiepytuosius chitozano-MPEG kopolimerus, nustatyti sary$j tarp
sintezés biido, chitozano dariniy struktiiros ir kopolimery savybiy;
* papildomai katijonizuoti chitozang ir chitozano-N-MPEG kopolimerus,
katijonizuotg chitozang panaudoti katijoniniy nanopluosty gamybai;
= pagaminti chitozano nanodaleles ir jy pavirSiy modifikuoti RAFT

grandinés perdavos agentu.
Mokslinis naujumas ir praktiné svarba

Pirmg kartg chitozano-metoksipolietilenglikolio skiepytieji kopolimerai
susintetinti ,,klik chemijos reakcijy pagalba. Pasiiilyti nauji chitozano-C(6)-
MPEG bei (C(6)-katijonizuoto chitozano sintezés biidai, chitozano
aminogrupéms apsaugoti naudojant chitozano kompleksus su dodecilsulfatu.
Pirmg karta susintetinti N-ftaloilchitozano dariniai, gliukozamino grandziy
C(6) padétyje turintys azido- arba propargil- liekanas, tinkami modifikuoti
,klik chemijos budais. Dalinai N-katijonizuoto chitozano darinius papildomai
katijonizuojant Sarmin¢je terpéje, gauti N,O-katijonizuoti chitozano dariniai,
turintys labai didelj katijonizavimo laipsnj. Pasiiilytas katijonizuoto chitozano
fermentinés hidrolizés metodas, kur] naudojant chitozano darinio molekuling
mas¢ lengvai galima sumazinti deSimtimis karty.

Ginamieji teiginiai
= Sintetinant chitozano-MPEG  kopolimerus ,klik* chemijos biidu,
pasiekiamas toks chitozano pakeitimo laipsnis, kokj turi azidinti chitozano

dariniai, taciau Sios reakcijos metu vyksta chitozano pagrindinés grandinés

destrukcija.

= Didelis chitozano katijonizavimo laipsnis gali buti  pasiektas,
katijonizavimg vykdant dviem pakopomis: 1§ pradziy chitozang

katijonizuojant riigstin¢je, o po to Sarmingje terpéje.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. “Klik” chemija
1.1.1. ,Klik* chemijos esmé, pagrindinés reakcijos ir pritaikymas

,Klik* chemija neseniai apibrézta kaip efektyviy ir selektyviy reakcijy,
dél kuriy susidaro rySiai tarp heteroatomy, sritis [1]. Pagrindinis ,klik*
chemijos pradininky tikslas buvo sukurti placig eilg ,,molekuliniy bloky” su
tokiomis funkcinémis grupémis, kurios tarpusavyje biity sujungiamos anglies—
heteroatomo—anglies rySiu [2]. ,Klik* chemija apima ne tik atrankiy ir
efektyviy cheminiy reakcijy klasg, bet ir nauja poziiirj | cheming sintezg.
Pagrindiné Sio poziiirio 1d¢ja — dvi molekules, kuriose yra aktyviy funkciniy
grupiy, sujungti taip lengvai, kaip ,,susegant sagtj“, tokiu biidu susintetinant
pageidaujamomis savybémis pasiZymincias medZiagas ir iSvengiant Salutiniy
produkty. Pirmg karta ,klik“ chemijos terming 1999 m. kasmetiniame
Amerikos chemiky draugijos suvaziavime panaudojo Nobelio premijos
laureatas K.B. Sharpless [3]. Si reakcijy klas¢ labai iSpopuliaréjo, o
publikacijy, susijusiy su ,,klik* chemija, skaiCius per pastaruosius 5 metus augo
eksponentiskai [3]. Nors 1§ pradziy ,,klik* chemija buvo daugiau skirta vaisty
kiir¢jams, gana greitai paaiskéjo, kad tiek poziiiris, tiek pacios reakcijos gali
biti placiai pritaitkomos organingje [4] bei polimery chemijoje [5].

K.B. Sharpless 2001 metais savo apZvalginiame straipsnyje pateike eilg
kriterijy, kuriuos turi atitikti ,,klik* reakcijai priskiriama reakcija [2]. Tokia
reakcija turi biiti moduliné, universali, placiai pritaikoma, greitai atlickama,
stereospecifing, produktai turi buti stabilus ir didelés iSeigos. Be to, ,.klik*
reakcijy metu turi susidaryti tik nekenksmingi Salutiniai produktai, kuriuos
biity galima pasSalinti iSvengiant chromatografiniy metody. Jei biitina gryninti,
siektina, kad vietoje chromatografiniy metody biity galima naudoti tokius
paprastus metodus kaip kristalizacija arba distiliacija. Pagrindinis reikalavimas
,.Klik* reakcijai — ji turi biiti paprasta: lengvai prieinamos pradinés medziagos
ir reagentai; sintetinama be tirpiklio arba naudojant neagresyvius (pvz.,

vanduo) ar lengvai paSalinamus tirpiklius; paprastas reakcijos produkty
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1Sskyrimas bei didelis jy stabilumas fiziologinése terpése, pageidautina, kad jie
biity inertiSki deguoniui ir vandeniui. Dar viena pageidautina savybé — didelé
termodinaminé reakcijos varos jéga, dazniausiai didesné nei 80 kJ/mol [2,3,6].
Greitos, patikimos ir efektyvios ,,klik* chemijos reakcijos gali pagreitinti naujy
medZiagy su norimomis savybémis paieSkos, atradimo ar jy optimizavimo
procesa [1].
Yra keturios pagrindinés ,,klik* chemijos reakcijy grupés [2,3,6]:

1. Nesociy junginiy ciklizacija — Huisgen dipolinio ciklinio jungimosi (HDC)

bei hetero-Diels-Alder ciklinio jungimosi reakcijos:

cu! a
\Y
RN, + R—= —= || N
N\
R

1.1 schema. Huisgen dipolin¢ azidy-alkiny ciklizacija

2. Nukleofilin¢ deciklizacija — ypa¢ stipriy heterocikliniy elektrofily:
epoksidy, aziridiny, aziridiny ir episulfonio jony, cikliniy sulfaty ir
sulfamidaty, deciklizacijos reakcijos:

+ HX

X _H . \_\
LA Nu X=0,NR,*SR, *NR,
~__ - '\-l*-u

1.2 schema. Nukleofiliné deciklizacija (Nu — nukleofilas)

3. Nealdolinio tipo junginiy karbonily chemija — karbamidy, tiokarbamidy,

aromatiniy heterocikly, oksimy eteriy, hidraziny, amidy sintezés reakcijos:

0 R X-NH, N
3 2 I + HO X=0,NR

1.3 schema. Hidrazony/oksimy eteriy (virSuje) ir amidy/izokarbamidy

(apacioje) susidarymas
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4. Prisijungimo prie nesoCiyjy anglies-anglies rySiy, ypa¢ oksidacijos
reakcijos: epoksidinimas, dihidroksilinimas, aziridininimas, sulfenil-,

nitrozilhalogenidy prisijungimas, Michaelio prisijungimo reakcijos:

X
R——R, [X] A + Zalutiniai produktai X = O, NR, *SR, *NR,
R; R,

H.__EDG,

H EDG3

)\ " ﬂ ——= EDG,

EDG;” “EDG,

EDG

1.4 schema. [vairiy trinariy ziedy susidarymas (virSuje) ir Michaelio prisi-

jungimo reakcija (apacioje). (EDG — elektrony donoriné grup¢)

,Klik* chemijai keliamus reikalavimus geriausiai atitinka 1,3-dipolinés
ciklizacijos ir hetero-Diels-Alder reakcijos. Naudojant modulines greitas
reakcijas, sujungiancias du nesociuosius junginius, galima gauti didele jdomiy
penkianariy ir SeSianariy heterocikliniy junginiy jvairove. IS Siy pagrindiniy
,Klik® chemijos grupiy placiausiai naudojamos ciklizacijos reakcijos, ypac
vario(I) katalizuojama Huisgen 1,3-dipoliné azidy-alkiny ciklizacijos
(CuAACQC) reakcija, kurios metu susidaro 1,2,3-triazolai. Didzioji dalis ,,klik*
chemijai skirty publikacijy ir apraso minétg reakcijg, kuri placiai pritaikyta
daugeliui junginiy gauti [3,4].

K.B. Sharpless ir kt. [2] pasteb¢jo, kad daugelis reakcijy, atitinkanciy
auk$€iau iSvardintus kriterijus, daZniausiai geriau vyksta vandenyje nei
organiniuose tirpikliuose. Tam jtakos gali turéti kelios priezastys:

1. ,,Klik* reakcijos karStame vandenyje daznai vyksta greiiau ir lengviau, jy
metu susidaro tik vienas produktas, nepaisant to, kad vienas ar daugiau
reagenty, kaip ir pats produktas, gali biiti netirpiis vandenyje. PaaiSkinimas
— ribotai vandenyje tirpios organinés molekulés turi zymiai didesng laisvaja
energija ir daznai yra reaktingesnés, ir tai kompensuoja maza dalyvaujanciy

junginiy koncentracijg.
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2. Epoksidy ir elektrofiliniy aziridiny nukleofiliné deciklizacija lengviau
vyksta terpéje, kurioje gali susidaryti vandeniliniai rySiai. Idealiai tam tinka
vanduo.

3. Oksidacija elektrofiliniais reagentais ir ciklizacija yra svarbiausios alkeny ir
alkiny ,klik* reakcijos. Abiem atvejais vyksta nukleofily/elektrofily
poliarizacija, ir tam puikiai tinka vanduo.

4. Dviejy mazos koncentracijos tirpiniy reakcija paprastai yra Zymiai greitesné
nei mazos varomosios jégos Salutiné reakcija tarp vieno 1§ tirpiniy ir
vandens. Geriausiai Zinomas pavyzdys — Schotten-Baumann reakcija

amidams 1S acil- ar sulfonilhalogenidy vandenyje gauti (1.5 schema):

O

" H,0 o
/U\ NS NaOH )J\ Ry
R7” "¢ Ry Ry M@ R N
R

2

1.5 schema. Amidy sintez¢ 1§ acil- ar sulfonilhalogenidy

5. Vanduo pasiZymi didele Silumine talpa ir tinkama daugeliui procesy virimo
temperatiira. Be to, vanduo yra idealus tirpiklis dél mazos kainos bei
poveikio aplinkai.

Placiausiai naudojamos ,klik*“ reakcijos — CuAAC — greitis Zenkliai
iSauga naudojant atitinkamus katalizatorius, pvz., pereinamyjy metaly jonus,
kurie uztikrina ir stereospecifiSkumg. Tam daZniausiai naudojami azota
turin¢iais ligandais stabilizuoti Cu(I) jonai. Deja, Cu(I) katalizatoriy negalima
naudoti gyvajame organizme, kadangi Cu' jonai yra toksiski, sukelia kai kuriy
virusy ar oligonukleotidy grandiniy destrukcija. Siekiant iSvengti
citotoksiSkumu pasizymincio Cu, imta tyrinéti kitus pereinamuosius metalus
(Ru, Ni, Pd, Pt, Fe) ir jiems tinkanCius ligandus (N, N,N' N’ N-
pentametildietilentriaming (PMDETA), bipiridinus, terpiridiny darinius, tris[2-
(dimetilamino)etil]aming (MegTren)) [7]. Per pastaruosius keleta mety iSaugo
susidom¢jimas ,.klik* reakcijomis, kurioms visai nereikalingas kompleksa
sudaran¢io metalo katalizatorius. ,Klik* reakcijos, vykdomos be metalo

komplekso katalizatoriaus, placiai apzvelgtos Lutz darbuose [8,9].
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Azidai yra silpni 1,3-dipoliniai akceptoriai ir be katalizatoriaus su
alkinais reaguoja sunkiai, tod¢l ieSkoma jvairiy biidy alkino grupés aktyvumui
padidinti. C.R. Bertozzi ir kt. [10-12] placiai apraS¢ pakeisty ciklooktiny
ciklizacijos reakcijas, nenaudojant katalizatoriaus (1.6 schema). Sios azidy-
alkiny [3+2] ciklizacijos reakcijos (SPAAC), vykstanCios dé¢l jtampos,
pasizymejo selektyvumu biomolekuléms, nebuvo toksiskos, jas buvo galima

atlikti mégintuvélyje bei gyvuose organizmuose [7].

R1\N/N\\N N//N\N/R

1

1.6 schema. SPAAC ,klik” reakcija

Cu nekatalizuojamas [3+2] ciklizacijos su azidais reakcijas galima
vykdyti naudojant volframu aktyvuotus, maZziausiai vieng elektrony donoring
grupe turin¢ius alkinus [7].

Nemazai démesio susilauke tioliy “klik* reakcijos. Tioliy radikalinis
prisijungimas prie dvigubojo rySio placiai naudojamas polimerizacijos ir
polimery modifikavimo reakcijose [7]. Kombinuojant griztamaja jungimosi-
fragmentacijos grandinés perdavos polimerizacija (RAFT) su tioliy “klik*
reakcija, buvo susintetinti dendrimerai [7,13].

,Klik* reakcijos daznai derinamos su kitomis polimery sintezés
reakcijomis: polikondensacija, katijonine ar anijonine deciklizacijos
polimerizacija, RAFT, ATRP polimerizacija [14]. Panaudojant ,klik*
reakcijas, galima susintetinti skiepytuosius kopolimerus (pvz., skiepytuosius
poliesterius [15]), linijinius diblokinius, triblokinius [16] ir tetrakisblokinius
kopolimerus, makrociklus, paprastos ir Zvaigzdinés struktiiros terpolimerus
[17], tinklinés, dendrimerinés struktiros darinius [3,5,13,14,18], hidrogelius
[19]. Be to, Siuo metu ,,klik* chemija naudojama in sifu biomolekuliniy aktyviy
centry, biokonjugaty sintezei [14,20], biomolekuléms (DNR, baltymams,

polisacharidams) modifikuoti.
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Cu(I)-katalizuojamy cikloadicijos reakcijy tarp azidy ir grandinés gale
esanCiy alkiny vystymas leido pritaikyti ,klik* reakcijas daugelyje jdomiy
sri¢iy, taip pat ir gamtiniy junginiy dariniy sintezei. Nors azidai ir alkinai linke
reaguoti tarpusavyje, pavieniui S$ios funkcinés grupés yra nepakankamai
aktyvios. Jos yra stabilios ir nereaguoja su tipinémis biologiniy molekuliy
funkcinémis grupémis [6], todé¢l azidy-alkiny [3+2] cikloadicija gali biuti

naudojama jvairiose biologinése sistemose [21,22].

1.1.2. Cu(]) katalizuojama Huisgen 1,3-dipoliné azido-alkino ciklizacijos

»klik“ reakcija

Kaip jau minéta, viena i§ efektyviausiy ir placiausiai naudojamy
reakcijy, geriausiai atitinkan¢iy ,klik“ chemijos kriterijus, yra Cu(l)
katalizuojama Huisgen dipoliné azido-alkino grupiy ciklizacija (CuAAC),
susidarant 1,2,3-triazolams [1,3,4] (1.7 schema). Huisgen 1,3-dipolinés
ciklizacijos biidu i§ dviejy reagenty greitai gaunami jvairius pakaitus turintys

penkianariai heterociklai [20,23]:

+
R~ -Ng,
N~ N R~ N\ R N
- 60-120ec N7 ON - TONTN
+ — _
val.-dienos )—< ):<
R,—R, R; R, R{ R,
Row N
1\N/ \\\N R1\ /N\\
; cu(l) N~ N
25 °C, min.-val. —
H—=R, H R,

1.7 schema. Termin¢ (virSuje) ir Cu(I) katalizuojama (apacioje) azidy-alkiny

ciklizacijos reakcija

Pirmg karta 1,2,3-triazolg i§ fenilazido ir dietilacetilendikarboksilato dar
1893 m. susintetino A. Michaelis [20]. Taigi, terminés ciklizacijos reakcijos,
kuriose dalyvavo trigubuosius rySius grandinés gale ar viduryje turincios
molekulés, buvo Zinomos daugiau nei prie§ §imtg mety, o nuodugniai istirtos

R. Huisgen ir bendradarbiy 1950-1970 m. [20]. Nustatyta, kad procesas
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termodinamiskai labai palankus, turintis didel; potencinés energijos kiekj,
taCiau kartu ir santykinai didelj kinetinés energijos barjera, dél kurio reakcija
kambario temperatiiroje vyksta labai létai.

CuAAC reakcija vienu metu vieSai pasiiile Sharpless ir Meldal [2,5,24].
Si reakcija susilauké didZiulio susidoméjimo ir, pra¢jus keleriems metams po
jos atradimo, CuAAC jau buvo placiai naudojama organinéje sintezeje,
medicininéje chemijoje, molekulin¢je biologijoje ir medziagotyroje. CuAAC
puikiai vyksta daugelyje tirpikliy, jos dazniausiai nestabdo nei deguonis, nei
vanduo. PrieSingai, reakcija dazniausia ir vykdoma vandenyje. Reakcijos metu
nesusidaro Salutiniy medZziagy, gaunamos didelés produkty iSeigos, jy daznai
nereikia gryninti. Gryninant produktus paprastai uztenka juos tik nufiltruoti
[3]. Jei butina, Cu pédsakai ir Salutiniai produktai gali biiti pasalinti naudojant
kietafaze ekstrakcijg arba méginius praleidZiant pro silikagelio kolonéle [20].

Azidai ir alkinai paprastai yra inertiSki daugumai organiniy ir biologiniy
terpiy, taip pat didelio funkcionalumo biologinéms molekuléms, molekuliniam
deguoniui ir vandeniui. Tiek azido grupe, tiek trigubasis rySys gali buti
jterpiami ] molekule 1§ anksto ir iSlikti nepakite per eile véliau vykstanciy
virsmy. D¢l kinetinio alkiny ir azidy stabilumo jy ciklizacija vyksta létai, jai
reikalinga gana aukS$ta temperatira bei ilga reakcijos trukme. Vykdant
nekatalizuojamg Huisgen ciklizacija, geras regioselektyvumas pasiekiamas tik
tada, kai naudojamas -elektronoakceptorinis alkinas su trigubuoju rysiu
molekulés gale. Reakcijy su kitais alkinais metu daznai susidaro 1,4- ir 1,5-
regioizomery miSinys [1] (1.7 schema). Cu(l) katalizé akivaizdziai padidina
reakcijos regioselektyvuma, todél gaunamas tik 1,4-regioizomeras, be to,
reakcijos trukmé gali sutrumpéti iki 107 karty. Naudojant Cu katalizatoriy,
reakcija gali vykti gana platiame temperatiros intervale (0-160 °C) ir esant
jvairioms pH vertéms (pH = 5-12). Biitina paminéti, kad atrankiai su alkinais
reaguoja ne tik alifatiniai, bet ir jvairiai pakeisti pirminiai, antriniai, tretiniai
bei aromatiniai azidai [3]. Apibendrinant galima iSskirti keleta Cu(I)

katalizuojamai reakcijai budingy i$skirtiniy savybiy [20]:
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1. Reakcija mazai priklauso nuo prie azido ir alkino aktyviyjy centry esanciy
grupiy erdviniy ir elektroniniy savybiy. Pvz., azidai, turintys elektrony
akceptoriniy,  elektrony  donoriniy,  alifatiniy,  aromatiniy  ar
heteroaromatiniy pakaity, dazniausiai gerai reaguoja su jvairiai pakeistais
alkinais.

2. Reakcijai netrukdo nei vanduo, nei dauguma organiniy ir neorganiniy
funkcines grupes turin¢iy junginiy, tod¢l nereikia apsaugoti funkciniy
grupiy. Reakcija yra pakankamai greita jau 0-25 °C temperatiiroje, o jei
papildomai naudojami ir ligandai, reakcijos trukmeé dar labiau sutrumpé;ja.

3. Reakcijos metu susidar¢ 1,2,3-triazolai pasizymi keliomis naudingomis
savybémis: yra chemiskai stabiliis (inertiSki hidrolizinei, oksidacinei ir
redukcinei aplinkai aukStose temperatiirose), turi didel; dipolinj momenta
(5,2-5,6 D), lengvai sudaro vandenilinius rySius.

Cu(l) katalizatoriui paruosti naudojami keli metodai. DaZniausiai
reikiamas Cu(I) kiekis gaunamas redukuojant Cu(ll) druskas, pvz.
CuS04-5H,0, kurios yra pigesnés ir daznai grynesnés negu Cu(l) druskos
[3,23]. Redukuojanciu agentu dazniausiai naudojamas natrio askorbatas (3-10-
kartinis perteklius), taciau pakankamai sékmingai gali biti naudojami ir kiti
reduktoriai, pvz., hidrazinas arba tris(2-karboksietil)fosfinas (TCEP). Sio
metodo triikumas yra tas, kad reduktorius Cu(I) gali redukuoti iki Cu(0). To
galima iSvengti, naudojant reikiamg reduktoriaus kiekj ir/arba pridedant
stabilizuojan¢io  junginio, pvz. tris-(hidroksipropiltriazolilmetil)amino
(THPTA). Kitas metodas katalizatoriui gauti — metalinio Cu oksidacija aminy
druskomis iki Cu(I). Deja, naudojant §] metoda, reakcijos trukmeé ilgesne,
reikalingas didesnis vario kiekis, todél sintez¢ tampa brangesne. Katalizatoriais
gali biti naudojamos ir Cu(l) druskos, pvz. CuBr, Cul, CuOTf C¢Hg (OTf =
trifluormetansulfonatas), [Cu(NCCH;),][PFs] [25] ir kt. Siuo atveju
reduktoriaus nereikia, taciau reikalinga bedeguoné aplinka, organinis tirpiklis
ar tirpikliy miSinys ir organinés bazes, kurios Zymiai pagreitina reakcijg [1,4].
Dazniausiai naudojamos bazés yra trietilaminas, 2,6-lutidinas ir N, N-diizo-

propiletilaminas (DIPEA) (1.1 pav.).
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1.1 pav. CuAAC reakcijoms pagreitinti naudojamos bazés: trietilaminas (1),

2,6-lutidinas (2), N, N-diizopropiletilaminas (DIPEA) (3)

S. Chassaing ir kt. [26] HDC reakcija pasitlé katalizuoti su Cu(I)
modifikuotais ceolitais. Tiek gamtiniai, tiek sintetiniai ceolitai yra poréti,
turintys  dideli  pavirSiaus  plota  aliumosilikatai. D¢l didelio
terminio/hidroterminio stabilumo bei valdomo pory dydzio jie yra geri
katalizatoriai daugeliui reakcijy. Buvo nustatyta, kad HDC reakcijai naudojant
Cu(I) modifikuota ceolitg, gaunami geresni rezultatai nei naudojant CuCl.

Kai kuriais azidy-alkiny ciklizacijos atvejais, ypaC sintetinant
biojunginius, mazos Cu(l) katalizatoriaus bei reduktoriaus koncentracijos
neuztikrina pakankamo reakcijos greiCio, bet vis tiek ardo biologines
strukturas. Tokiu atveju papildomai naudojami azoto turintys ligandai (1.2
pav.), kurie stabilizuoja Cu(l) jona aerobing¢je ir vandeninéje terpése,
katalizuoja ciklizacijos reakcija, létina Cu(l) disproporcionavimg bei stabdo
pavojingy oksidaleliy susidarymg [1,5]. CuAAC reakcijoje panaudojus
simetrin] (triazolil)benzilaming (TBTA) [27], pasiekta gery rezultaty. Buvo
nustatyta, kad §] ligandg naudojant organingje terpéje nebereikia bazinio
priedo, nes tretinis azotas veikia ir kaip donoras Cu(I) jonams, ir kaip protony
akceptorius. Deja, TBTA netirpus vandenyje. Véliau buvo atrastas kitas
stabilizuojantis ligandas — batofenantrolindisulfonriigstis, kuri gerai tirpo
vandenyje ir savo stabilizuojanciu bei katalizuojanciu poveikiu prilygo TBTA.
Deja, buvo pastebéeta [2], kad vario batofenantrolindisulfonriigsties kompleksai
greitai reaguoja su deguonimi, susidarant oksidaleléms. Cu(I) galima
kompleksuoti ir su bis(oksazolinil)piridiny (piboks) Seimos chiraliniais
ligandais [28], kurie pasizymi katalizuojanc¢iu poveikiu bei sukuria sglygas

enantioselektyvumui.
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1.2 pav. CuAAC reakcijose dazniausiai naudojami ligandai: TBTA (1),
2,2":6"2"-terpiridinas (2), betofenantrolindisulfonato (3), piboks (4)
ligandai, PMDETA (5), trietoksifosfinas (6), N,N'-dimetilciklo-
heksano-1,2-diaminas (7)

Ligandy naudojimas teigiamai veikia ciklizacija, ypac¢ atliekant reakcija
gyvajame organizme, kur kity baziy panaudojimas ribotas. Nors ligandy
naudojimas gali pagerinti kai kuriuos ciklizacijos rodiklius, daznai geriau
taikyti kitus metodus, pvz., naudoti bazes, gaunant panaSius rezultatus bei
iSvengiant papildomo produkty valymo nuo ligandy likuciy.

Cu(l) katalizuojamai Huisgen 1,3-dipolinés azido-alkino ciklizacijos
sgveikai jvertinti bei kinetikai tirti buvo pasitlytas pakopinis (stepwise)
mechanizmas (1.8 schema) [1,20].

Ciklas prasideda susidarant Cu(l) acetilidui 2 (kaip ir tikétasi, reakcija
su alkinais, esanciais grandinés viduje, nevyksta). Kadangi susidaro tarpiniai
Cu(I) dimero — alkino m-kompleksai, §i stadija vyksta lengvai, iSsiskiriant 49

kJ/mol Silumos.
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1.8 schema. Katalitinis CuAAC ciklas. L — ligandas

Susidarius Cu(I)-alkino n-kompleksams, galiniy alkino protony pKa
vertés sumazéja net per 10 vienety, todél palengvéja deprotonizacija
vandeningje terpéje, o taip pat nebereikia baziniy priedy. Apskaiiuota, kad
azido — vario acetilido 1,3-dipolin¢ cikloadicija turi didel; energijos barjerg
(apie 99 kJ /mol). Sekancioje pakopoje (b) azidas pakeicia vieng i§ ligandy,
esanCiy vario acetilide (2), ir susidaro tarpinis junginys 3. Tai aktyvuoja azida
nukleofilinei anglies atomo atakai, ir azido azoto atomas gali lengvai
prisijungti prie alkino anglies atomo. Treciojoje pakopoje (¢) tarpinis junginys
3 pavirsta eSianariu metalociklu 4. Si stadija yra endoterminé (53 kJ/mol),
turinti 78 kJ/mol energetinj barjera, kuris yra Zymiai maZesnis uZ
nekatalizuojamos reakcijos energetinj barjerg (apytiksliai 109 kJ/mol). CuAAC
regiospecifiSkumas aiSkinamas azido bei alkino prisijungimu prie Cu anks¢iau
nei susidarant C-C rysiui. SeSianario ciklo 4 persitvarkymo j penkianarj
energijos barjeras yra pakankamai mazas (13 kJ/mol), todé¢l sekancioje
pakopoje (d) susidaro triazolo-vario darinys 5. Vykstant junginio 5

protonizacijai, susidaro triazolas, ir katalitinis ciklas uzbaigiamas. Nuo triazolo
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ziedo atsiskyres Cu(I) katalizatorius vél gali pradéti naujg kataliting cikla,
dalyvaujant kitai alkino ir azido molekulei.

Azidy-alkiny ciklizacija inertiS8ka didelei grupei junginiy: alkoholiams,
karboksirtigS§tims, aminams ir kt. Dazniausiai ciklizacijos reakcija vykdoma
vandens/alkoholio (paprastai tret-butanolio) miSinyje, kuris pagerina lipofiliniy
reagenty tirpuma, pagreitina reakcija, be to, nebereikia déti baziniy priedy [1].
Geri rezultatai taip pat gaunami naudojant vandens ir kity organiniy tirpikliy,
pvz., DMSO [29], tetrahidrofurano (THF), acetonitrilo miSinius [30]. B. Y. Lee
ir kt. [31] nustate, kad, vykdant CuAAC reakcija vandens/metilenchlorido
miSinyje, reakcijos trukmeé, lyginant su kitomis ko-tirpikliy sistemomis, Zymiai
sutrumpgja, gaunamos geros produkty iSeigos, nereikia naudoti baziniy priedy.
Vandens/metileno chlorido miSinys tinka jvairiems azidams ir alkinams.

Nepaisant keliy trukumy ir riboto panaudojimo gyvuose organizmuose,
Cu(l) katalizuojamos azido-alkino ciklizacijos reakcijos paplito ne tik kaip

patrauklus sintezes kelias, bet ir iSpopuliarino pacia ,,klik* chemijos id¢ja [3,5].

1.1.3. ,,Klik“ chemija polisacharidy modifikavimo reakcijose

,Klik*“ chemijos reakcijos gana placiai taikomos ir polisacharidams
modifikuoti. T. Liebert ir bendradarbiai [32] celiuliozei modifikuoti panaudojo
Cu(l) katalizuojamg Huisgen reakcija ir, atskleisdami bendrus bruoZus,
atrankumg ir naudinguma, parodeé, kad ,,klik* chemija yra daug Zadantis budas
polisacharidams modifikuoti.

Azido funkcin¢ grupé prie celiuliozés prijungiama per tarpinius
tozildarinius. Vykdant 6-azido-6-deoksiceliuliozés ir metilpropiolato, 2-etinil-
anilino arba 3-etiniltiofeno CuAAC reakcija, gaunami didelio pakeitimo
laipsnio (80-93 %) organiniuose tirpikliuose (DMSO, DMF) tirpis celiuliozes
dariniai, pasiekiant 81-98 % iSeigas (1.9 schema). Skirtingai nuo jprasto
polisacharidy esterinimo, Sios reakcijos metu tarp polimero pagrindinés
grandinés ir funkcinés grupés (alkino) sudaromas hidrolizei atsparus rysys.
Gautus junginius veikiant riigStimi ar Sarmu, gaunami vandenyje tirpus

polielektrolitai.
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1.9 schema. 6-azido-6-deoksiceliuliozes modifikavimas alkinais [32]

Zinoma ir daugiau 6-azido-6-deoksiceliuliozés, tirpios poliniuose
aprotoniniuose tirpikliuose, tokiuose kaip DMF, DMA, DMSO, panaudojimo
,klik*“ reakcijose atvejy. Karboksimetilinant 6-azido-6-deoksiceliuliozg,
gaunami vandenyje tirpls dariniai, kurie naudojami atrankiai pakopinei
celiuliozes dendronizacijai [33]. Cu(I) katalizuojamos Huisgen reakcijos metu
gaunami skirtingo pakeitimo laipsnio karboksimetil-6-deoksi-(1-N-[1,2,3-
triazolo]-4-poliamidoamino) celiuliozés dariniai. Kadangi Cu druskos gali
ardyti dendrimerus, jy liku€iui paSalinti naudojamas dietilditiokarbamato
trihidratas, kuris yra puikus Cu kompleksonas. Nustatyta, kad po gryninimo
produkte lieka tik 10 ppm Cu [33]. CuAAC reakcijoms naudojama ne tik
azidinta celiulioze, bet ir alkilinti jos dariniai. Buvo susintetinta 3-O-propargil-
celiulioze [34], kuri panaudota Sakoty struktiiry sintezei. Tuo tarpu alkingrupé
prie celiuliozés (popieriaus) prijungiama celiuliozg¢ veikiant 5-heksinoine

rigstimi, naudojant katalizinj kiekj (5 mol%) vyno rugsties [35] (1.10 schema).
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1.10 schema. Celiuliozés modifikavimas, naudojant “klik” reakcija

Kombinuojant esterinimo ir Cu(l) katalizuojamos ,klik“ chemijos
reakcijas, tokiu gamtai draugiSku biidu heterogeninémis sglygomis galima
modifikuoti ir kitas celiuliozines medZiagas, pvz., medvilng ir kitus augalinius
pluostus.

Aprasytas [36] fotobaktericidinio medvilninio audinio gavimas, prie
chemiskai modifikuotos celiuliozés “klik“ chemijos budu prijungiant
acetilenin] porfirino darinj. Gautas polimeras panaudotas siekiant sunaikinti
Gram-teigiamas ir Gram-neigiamas bakterijas, tokias kaip E. coli ir S. aureus.
Celiuliozg veikiant undecinoine riig§timi ir susidariusiam celiuliozés esteriui
(celiuliozés undecinoatui) toliau reaguojant su polikaprolaktono azidu
(CuAAC reakcija), gautas skiepytosios celiuliozés pluostas [37].

Aprasyta vietiné atranki ir kiekybiSkai vykstanti gliukoklasteriy
celiuliozes pagrindu sintezé. Naudojant CuAAC reakcija [38], sintetinta per
tarpines celiuliozés C(6)-hidroksigrupés brominimo-azidinimo stadijas.
Vykdant ,.klik* reakcijg su alkino grupe turinciu B-laktozidu, gautas vandenyje
tirpus celiuliozés gliukoklasteris.

Norint pagreitinti  oligosacharidy kompleksy prisijungimg prie
polipeptidy, paprastai prie oligosacharidy prijungiamos azido funkcinés
grupes, o prie polipeptidy — alkino funkcines grupes turin¢ios Soninés atSakos
[39]. Si CuUAAC paremta technologija gali biti naudojama sintetiniy vakciny
sintezel.

,Klik*“ reakcijos naudojamos ir polisacharidy hidrogeliy sintezei.
Vykdant CuAAC reakcijg tarp celiuliozés azido ir alkino funkcing grupe
turin¢io poli(N-izopropilakrilamido-ko-hidroksietilmetakrilato) (p(NIPAAm-
ko-HEMA)), buvo gauti termojautris p(NIPAAm-ko-HEMA)/celiuliozés
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hidrogeliai [40]. Hidrogeliai gauti ir hialurono riigSties pagrindu [41,42].
Hialurono rugstis (HA) — polisacharidas, susidedantis i§ N-acetilgliukozamino
ir gliukurono rugsties liekany. ParuoSus vandenyje tirpius HA darinius,
turinius azido ir alkino galines grupes, bei sumaiSius jy vandeninius tirpalus,
esant reikiamam katalizatoriaus Cu(l) kiekiui, vyksta 1,3-dipoliné ciklizacija ir
greitai susidaro geliai. Gauti geliai gali biiti naudojami kontroliuojamam vaisty
atpalaidavimui arba audiniy inzZinerijoje lasteléms sutvirtinti [41]. Nustatyta,
kad gelinimui naudojamas Cu(l) kiekis nekenkia nei mieliy lasteléms, nei
raudoniesiems kraujo kuneliams, tacCiau kiti lasteliy tipai Zista esant ir
mazesnei Cu jony koncentracijai [41]. Hidrogeliy sudarymui vykdant CuAAC
reakcija panaudotas HA-azidas ir skirtingi jvairaus ilgio dialkinai [42]. Gauti
geliai panaudoti dirbtiniams implantams formuoti.

Dekstranas — dar vienas polisacharidas, kurio modifikavimui panaudota
,Klik* chemija. Dekstranai — vandenyje tirpiis polisacharidai, sudaryti
daugiausia i§ 1,6-glikozidiniais ryS$iais sujungty monomeriniy o-D-gliuko-
piranozés grandZiy, turin€iy maza dalj o-1,2, o-1,3 ir o-1,4 rySiu sujungty
grandZiy [43]. Vykdant modifikuoty dekstrany — dekstrano-propargilkarbonato
(dex-C=C) ir dekstrano-azidopropilkarbonato (dex-N3) — Cu(I) katalizuojamag
ciklizacija vandeniniame polietilenglikolio tirpale gaunami dekstrano
mikrogeliai [44].

Kurdlano (f-1,3-gliukano — didelés molekulinés masés polisacharido,
susidedancio 1§ gliukozés likuciy, sujungty p-(1,3)-rySiais) brominimo-
azidinimo pasekméje gaunamas 6-azido-6-deoksikurdlanas, kuris [3+2]
ciklizacijos biidu atrankiai reaguoja su jvairiais alkino grup¢ turiniais
junginiais. Tokiu biidu paprastai, kiekybiskai ir atrankiai gaunami (1—3)-4-d-
gliukanai, kiekvienoje gliukozidin¢je grandyje turintys jvairias funkcines
atSakas (laktoziy, feroceno (bisciklopentadienilgelezies), pireny, porfiriny)
[45.,46].

CuAAC reakcija panaudota greitam krakmolo fragmenty sujungimui,
sintetinant tiksliai apibrézty Sakoty oligosacharidy mimikrijas [47,48]

(mimikrija — reiskinys, kai organizmas savo spalva ir forma yra panasus j kitos
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riusies organizmq arba negyvq daiktq, dél ko jo gebéjimas iSgyventi biina
didesnis). Naudojant Cu katalizuojamg [3+2] dipoling ciklizacija buvo
susintetintos pentadekasacharido ir dviejy heksadekasacharidy mimikrijos,
turinios dvi lygiagre€ias maltoheptozilgrandines, per [1,2,3]-triazolg
prijungtas prie gliukozés ar maltozeés.

Diels-Alder ir azidy-alkiny [3+2] ciklizacijos reakcijos panaudotos
polisacharidy ir baltymy imobilizavimui ant kieto pavirSiaus [49].
Polietilenglikolio grandinés, turin€ios galines alkino arba ciklodieno grupes,
Diels-Alder reakcijos metu buvo imobilizuotos ant N-(maleimidokaproil)-
funkcing grupe turincio stiklo.

Yra keletas publikacijy, skirty chitozano modifikavimui naudojant
,klik* chemijos reakcijas. ,,Klik* reakcijos metu prie chitozano C(6) padéties
prijungus trimetilamonio katijoning grupe gautas vandenyje tirpus 6-N,N,N-
trimetiltriazolochitozanas [50].

Didelio azidinimo laipsnio (95 %) N-azidintas chitozanas buvo gautas
per keleta stadijy — chitozano aminogrupés apsaugojimag ftalio rigsties
anhidridu, tritilinimg ar metoksitritilinima, aminogrupés apsaugos paSalinimg
hidrazino monohidratu, azidinimg trifluormetansulfonilazidu bei tritil- ar
metoksitritilgrupiy pasalinimg [51]. Vykdant gauto N-azidinto chitozano ir
fenil-, (fenil)alkil- bei alkilmonopakeisty alkiny CuAAC reakcijas, gaunami
1,2,3-triazolo dariniai, pasiekiamos geros jy iSeigos (85-93 %). E. Lallana ir kt.
[52] ,klik*“ reakcijai panaudojo chitozano-N-PEG-N;  skiepytuosius
kopolimerus. Naudojant karbodiimidinj metodag (EDC) prie chitozano buvo

prijungtas karboksi- ir azido funkcines grupes turintis PEG (1.11 schema).
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1.11 schema. Chitozano-N-PEG-N; skiepytyjy kopolimery sintezé¢ ir jy

panaudojimas ,,klik* reakcijai [52]

Vykdant CuAAC reakcija tarp chitozano-N-PEG-Nj (5, 1.11 schema) ir
propargilalkoholio, gaunamas toziloilliekang turintis junginys 6 (1.11 schema),
pasiekiant 70-90 % iSeiga. Yra nustatyta [52], kad, naudojant Cu(I)
katalizatoriy, vyksta chitozano grandinés destrukcija. Cu(I) susidarant in sifu 18
Cu(Il)-askorbato, Cu(Il)-H,O, arba Cu(II)-Cu(0) oksidacijos-redukcijos
sistemy, susidaro hidroksiradikalai ('OH), kurie ardo biomolekules
(polisacharidus, nukleortigstis, fermentus). Naudojant SEC-MALLS tyrimus
buvo jvertinta Cu(l) jtaka chitozano, manano, dekstrano ir hialurono rtgsties
pagrindinés grandinés destrukcijai [52]. Nustatyta, kad manano molekuliné
masé sumazejo 3 %, dekstrano — 38 %, chitozano — 95 %, o hialurono riigsties
— daugiau nei 99 %. D¢l CuAAC reakcijos metu vykstancios akivaizdZios
chitozano destrukcijos ir po gryninimo liekancio citotoksinio Cu kiekio,
chitozano-N-PEG-N; ,klik*“ reakcijai autoriai rekomenduoja alternatyva —
Bertozzi pasiiilyta jtempiu paremty azidy-alkiny [3+2] ciklizacijos (SPAAC)
reakcijg [10,11].
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1.2. Polisacharidy katijonizavimas

Chitozanas, kaip ir krakmolas bei celiuliozé, yra pastoviai
atsinaujinantys gamtiniai polisacharidai. Jie jgauna nebiidingas gamtiniams
polisacharidams savybes, prie $iy polimery prijungus katijoniniy amino- arba
ketvirtiniy amonio grupiy. Ketvirtiniai amonio junginiai yra druskos, sudarytos
i§ ketvirtinio amonio katijono ir organinio arba neorganinio anijono. Sie
junginiai naudojami kaip pavirSinio aktyvumo medziagos, dezinfekcijos
priemongs, audiniy minkstikliai, antistatikai (taip pat ir Sampiine). Ketvirtiniy

amonio grupiy sudarymas arba prijungimas vadinamas katijonizavimu [53].
1.2.1. Katijoniniai celiuliozés ir krakmolo dariniai

Tarp modifikuoty polisacharidy dariniy labai svarbig vieta uZima
vandenyje tirpts katijoniniai dariniai. Efektyviausias tretiniy amino ir/arba
ketvirtinly amonio grupiy prijungimo prie polisacharidy ir/arba
heteropolisacharidy biidas remiasi S§iy polisacharidy reakcija su tretiniais
aminais, turinciais glicidil- pakaita, pvz., dimetilglicidilaminu, ir/arba su
halogeno atomg turin¢iais amonio junginiais, pvz., 3-chloro-2-hidroksipropil-
trimetilamonio chloridu.

Vandenyje tirpiis ketvirting amonio grupe turintys celiuliozés dariniai
gaunami eterinant celiulioze ketvirtiniais halogenhidrinais (1) arba ketvirtiniais
epoksidais (2) (1.3 pav.) [54]. Sékmingai celiuliozés eterinimo reakcijai
reikalingas pakankamai didelis Sarmo kiekis. Sarmas brinkina celiuliozés
pluosta ir tokiu budu palengvina modifikavimo reagenty prieiga prie aktyviy
centry.

Kei¢iant reakcijos trukme¢ ir pradiniy reagenty (celiuliozés/
katijonizuojan¢io agento) molinius santykius, katijonizuotos celiuliozés
pakeitimo laipsnis kinta nuo 0,2 iki 0,63. Tokia celiulioze jau tirpi vandenyje ir
ribinis klampos skai¢ius vandenyje didéja, didéjant jos katijonizavimo laipsniui
[55]. Katijonin¢ celiuliozé gauta vandenin¢je Sarmingje terpéje celiulioze

veikiant epichlorhidrino ir dimetilamino kondensatu [56], taip pat celiuliozei
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homogeninémis saglygomis NaOH/karbamido vandeniniame tirpale reaguojant

su 3-chloro-2-hidroksipropiltrimetilamonio chloridu (CHPTMAC) [55].

X OH

R, R,
| I\ |5
H,C—CH-CHzNR, H,C—CH-CH;N—R,
1 Rs 2 R,
0
T T
HZC:C—ﬁ—o—CHZ—CHZ—TLCHZ—N
o) CH,
3

X: Cl, Br, arl R,, R;: CH, ar CH,CH,

1.3 pav. Celiuliozes katijonizavimui naudojami reagentai: ketvirtiniai
halogenhidrinai (1), ketvirtiniai epoksidai (2), 2-metakriloiloksietil
[(1-pirolidonil)-metil] dimetilamonio chloridas (3). R; — alkilgrupé,

turinti nuo 1 iki 10 anglies atomy

Katijonizuota celiuliozé buvo gauta mikrokristaling celiuliozg

NaOH/karbamido vandeniniame tirpale veikiant su 2,3-epoksipropil-
trimetilamonio chloridu (EPTMAC) (1.12 schema) [57]. Taciau, esant didelei
NaOH koncentracijai, nemaza dalis EPTMAC hidrolizuojasi, o didesnis

katijonizavimo laipsnis pasiekiamas per ilgesnj reakcijos laika.

T OH o
1) HZC\—/CH-CHEITI—CH3 + Cel-OH HZC—CliH-CHEITl—CHS
CH, Cel-O OH CH,
(|:Hs cl oH" ?Ha or
2) Hzc\_/CH_CHEITr_CHs * HO — H2$—$H-CH5T+—CH3
CH, OH OH CH

3

1.12 schema. Celiuliozés katijonizavimas EPTMAC (1) ir paSaliné EPTMAC

hidrolizés reakcija (2)

Gery rezultaty pasiekiama katijonizavimui naudojant reagenta, turintj
pirolidono bei amonio liekanas, pvz., 2-metakriloiloksietil[(1-pirolidonil)-

metil] dimetilamonio chlorida (3) (1.3 pav.). Tokiu junginiu modifikuota
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hidroksietilceliuliozé maziau jautri hidrolizei vandeniu, gerai tirpsta, 1§ jos
gaunami geresni plauky ir odos kondicionieriai [54].

Buvo paruosti vandenyje tirpiis alkilkarbamoilceliuliozés mono- ir
diketvirtiniai amonio dariniai 2-trimetilamoniometilkarbamoilceliuliozes
chloridas (1) ir 3-trimetilamonio-2-hidroksipropil-N, N-dimetilamoniometil-
karbamoilmetilceliuliozés chloridas (2) [54], kurie sitilomi naudoti kosmetikoje

(14 pav). Siy dariniy sintezei naudota  N,N-dimetilaminoetil-

karbamoilceliuliozé.
OR OR
0 RO OR 0
o~ L7 o o
OR 0 RO
OR OR OR
CH, -
I .°Cl
1: R=-Harba -Hzc—C—NH—CHZ—CHZ;III—CH3
CH,
0 ?H3 OH $H3C|—
2: R=-Harba -HZC—C—NH—CH;CH;TLCHECH—CHEIIF—CH3
CH,Cl CH,
H., —
OH c|: .
3: R=-Harba -CHZ—CHZA(O—CHZ-CH,;)*O—CHZ-CH-CHZ-lil— H,
10
CH

3

1.4 pav. Kosmetikoje naudojami katijoniniai celiuliozés dariniai: 2-trimetil-
amoniometilkarbamoilceliuliozés chloridas (1), 3-trimetilamonio-2-
hidroksipropil-N, N-dimetilamoniometilkarbamoilmetilceliuliozes
chloridas (2), hidroksietilceliuliozés dariniai, kuriuose katijonine

liekana prijungta prie polietilenoksido grandinés (3)

Taip pat buvo susintetinti katijonizuoti hidroksietilceliuliozés dariniai,
kuriuose katijoniné liekana prijungta prie polietilenoksido grandineés (3) (1.4
pav.), ir tai celiuliozés molekulei suteikia lankstumo [54].

ApraSytas celiuliozinio pluosto modifikavimas katijoniniu polimeru
poli[2-(metakriloiloksi)etil]-trimetilamonio chloridu (pMeDMA), vykdant

ATRP (atomo pernasos radikaliné polimerizacija) nuo pluosto pavirSiaus [58].
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Pirmiausiai prie celiuliozés pavirSiaus prijungiamas ATRP iniciatorius, turintis

labily Br atoma, nuo kurio pradeda augti polimerin¢ grandin¢ (1.13 schema).

OH 0 Br
n Br}w‘/Br k.t., 24 val
“enol o)
CH,CI
OH 3 2>l o 7(ésr

o)

Celiuliozés pluostas

Om/éBr ) Br§\[(5r Om\nBr BrYé\@\nBr
o) I Cl 0
)\ﬂ/ \/\N— o} o . 0 o

()

| —_—
Om/éBr 0 CuBr/bipiridinas | | _PMeDMA 2 2
H,0 + *
0 = e
c o

1.13 schema. pMeDMA skiepijimo nuo celiuliozés pluosto pavirSiaus ATRP

metodu schema [58]

Did¢jant skiepijamo katijoninio polimero pMeDMA molekulinei masei
stipriau pasireiSkia kaimyniniy polimeriniy grandiniy steriniai trukdziai, todeél
prie celiuliozés pavirSiaus priskiepijamy polimeriniy grandiniy skaicius
mazéja. Taip modifikuojant celiuliozés pluoSta galima gauti stipriai
adsorbuojancius, tirpius vandenyje, pasizyminius geresnémis savybeémis
katijoninius celiuliozés polimerus [58].

Celiuliozés bei krakmolo katijoniniai dariniai placiai tyrin¢jami Kauno
technologijos universitete [59-68]. Celiuliozés acetatui reaguojant su
N,N-dietilepoksipropilaminu gauti vandenyje tirpiis katijoniniai celiuliozés
dariniai, turintys tretines aminogrupes [63]. Gauty polielektrolity pakeitimo
laipsnis sieke 0,8 (prijungta 4,2 % azoto). Nustatyta, kad vandenyje tirpsta
dariniai, turintys 1,2-4,2 % azoto. Vandenyje tirplis amininti celiuliozes
dariniai taip pat buvo gauti hidroksietilceliuliozei Sarminéje terpéje reaguojant
su N-dietil-N-chloretilamino hidrochloridu [64]. Sios reakcijos metu susidaro

tretines ir ketvirtines aminogrupes turin¢iy produkty misinys (1.14 schema).
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1.14 schema. Celiuliozés modifikavimas N-dietil-N-chloretilaminu

IStyrus vandenyje tirpiy katijoniniy celiuliozés dariniy jtaka
acetilsalicilo rugsties atpalaidavimui 1§ tableCiy nustatyta, kad polimerai
sulétina  vaistinés  medZiagos  atsipalaidavimg  skrandyje. = Vaisto
atsipalaidavimas létéja dél joninés saveikos tarp vaistinés medziagos ir
polimero [66]. Be to, vandenyje tirpi hidroksietilceliulioze ir
dietilaminoetilhidroksietilceliulioz¢ gali biiti taikoma diaderminiy pleistry,
skirty vaistiniy junginiy transderminei pernaSai, adhezyvinei plévelei formuoti.
Pleistrai su veikliosiomis medZiagomis, prasiskverbianciomis per odag ir
veikian¢iom giliau esan¢ius audinius, vadinami diaderminiais (transderminiais)
[65].

Katijonizuota celiuliozé pasiZzymi polielektrolitams biidingomis
savybémis, be to, lyginant su polietileniminu, yra maziau citotoksiSka ir gali
biiti naudojama geny pernaSai [55], o katijonizuotus celiuliozés darinius
naudojant kaip uZpildus tabletése, galima reguliuoti rigstiniy vaisty
atpalaidavimo spartg [64].

Natrio tripolifosfatu susiuvant katijonizuota celiulioz¢ gautos
nanodalelés yra potencialiis baltymy neSikliai [56]. Alkilkarbamoilceliuliozés
mono- ir diketvirtiniai amonio junginiai pasizymi antimikrobiniu aktyvumu,
gali biiti naudojami kaip tirStikliai ar minkStikliai, taip pat pavirSiaus jtempiui,
putojimui ir puty, susidariusiy kompleksavimosi su natrio dodecilsulfatu metu,
stabilumui reguliuoti [69,70].

Krakmolo katijonizavimas vyksta gerokai lengviau negu celiuliozés ar
chitozano. Tiek maZo, tiek ir didelio pakeitimo laipsnio (PL) katijoninio
krakmolo (KK) sintezei dazniausiai naudojami panaSts katijonizuojantys

reagentai, ty., CHPTMAC (techninis pavadinimas — Quab® 188) ir

32



glicidilpakaita turintys dariniai: EPTMAC (glicidiltrimetilamonio chloridas,
techninis pavadinimas — Quab® 151), glicidiltrimetilamonio hidroksidas ar
acetatas [68,71-80]. Mazo PL KK dariniai daZniausiai gaunami
heterogeninémis salygomis vandeningje Sarminéje terpéje. Sarminé terpé
skatina krakmolo brinkimg ir kleisterizacijg, kuriems iSvengti | reakcijos miSinj
dedamos druskos, pvz., Na,SO, [74]. Krakmolo brinkimg taip pat galima
sumazinti vietoj Na,SO, prid¢jus su vandeniu gerai besimaiSanc¢iy organiniy
tirpikliy, pvz., metilo, etilo ar izopropilo alkoholiy [81].

Didelio katijonizavimo laipsnio katijoniniai krakmolo dariniai (PL 1,1)
gali biiti gaunami krakmolo reakcijos su EPTMAC metu, naudojant jvairias
reakcijos terpes: katijonizavimas vandeniniame NaOH tirpale, homogeniné
reakcija DMSO tirpale ar heterogeniné reakcija etanolio/vandens miSinyje
[74]. Naudojant dviejy stadijy reakcija, galima gauti KK, kurio PL 1,5.

Krakmolo granuliy katijonizavimui gali biiti naudojama skiepytoji
kopolimerizacija [82,83]. Krakmolas teigiamg kravi jgauna vykdant
polimerizacijg su teigimg kriivi turiniais monomerais ar su monomerais,
teigiama kriiv] jgaunanciais po polimerizacijos. Naudojami ketvirtinius amonio
jonus turintys monomerai, pvz., dimetilaminometilmetakrilato dimetilsulfato ar
metilchlorido ketvirtinés druskos, metildialilaminometilchlorido ketvirtinés
druskos, taip pat N,N-dialkilaminoalkilakrilatai, metakrilatai bei jy druskos,
N,N-dialkilaminoalkilakrilamidai, = metakrilamidai  bei  jy  druskos,
arilvinilbenzildialkilaminai ir jy druskos, taciau dazniausiai — N-(2,3-epoksi-
propil)dimetilamino,  N-(2,3-epoksipropil)dibutilamino ar  N-(2,3-epoksi-
propil)metilanilino  ketvirtinés metilchlorido druskos [84]. Pirmiausiai
polisacharido makromolekul¢je susidaro radikalas, kuris gali reaguoti su
monomeru, turiniu bent vieng dvigubgji rySi, pvz., 2-hidroksi-3-
metakriloiloksipropiltrimetilamonio chloridu [83]. Radikalas gali susidaryti
naudojant efektyvy oksidinimo agentg — cerio (IV) kompleksa, pvz., cerio (IV)
amonio nitratg [82]. Ceris (IV) sudaro oksidacijos-redukcijos porg su krakmolo
anhidrogliukozés grandimi, ir, nutrikus C(2)-C(3) rysiui, prie C(2) susidaro
radikalas (1.15 schema).
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1.15 schema. Radikalo susidarymas krakmolo grandyje

Skiepytajai kopolimerizacijai panaudoti monomerai: [2-(metakriloil-
oksi)-etil]-trimetilamonio chloridas (TMAEMA (1)), [3-(metakriloilamino)-
propil]-trimetilamonio chloridas (MAPTAC (2)) ir dialildimetilamonio
chloridas (DADMAC (3)) (1.5 pav.) [84]. Minéti monomerai gali biti
priskiepyti prie krakmolo, taCiau didelés iSeigos pasiekiamos tik tada, kai
naudojamas kriivio neturintis komonomeras. Komonomeru pasirinktas
vandenyje tirpus gerai besipolimerizuojantis akrilamidas. Gaunami katijoniniai
skiepytieji krakmolo dariniai, kuriy pagrindiné granding ,,apauginta“ nejoniniy
bei katijoniniy vinilo monomery segmentais. Be daZniausiai pasitaikancio
akrilamido, gali buti naudojami ir kiti nejoniniai vinilmonomerai: stirenas,

akrilatai, akrilnitrilas, dienai [84].

1.5 pav. Krakmolo katijonizavimui skiepytosios kopolimerizacijos budu

naudojami monomerai: TMAEMA (1), MAPTAC (2) ir DADMAC (3)

Keletas publikiacijy skirta didelio pakeitimo laipsnio katijonizuoto
krakmolo sorbenty sintezei ir tyrimui [59,60,68]. Gautas mikrogranuliy
pavidalo katijoninis (KK) arba tinklinis katijoninis krakmolas (TKK), i§samiai
iStirtas krakmolo eterinimo ketvirtiniy amonio grupiy turinciais epoksidais
reakcijos mechanizmas, katalizatoriy jtaka tokiy reakcijy greiCiui ir
efektyvumui. TKK yra geras anijoniniy dazikliy i§ spalvoty nuoteky sorbentas,
kuris sorbcine geba pranoksta aktyvintg anglj, o sorbcijos grei¢iu — chitozana.

Taip pat TKK i$ tirpaly gerai pasalina ir Cr(VI) anijonus [61]. Sorbuojamo
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Cr(VI) kiekis priklauso nuo TKK paruoSimo — ar naudojamas sausas, ar
iSbrinkintas TKK, temperatiiros, tinklinimo laipsnio; beveik visais atvejais
geresni sorbcijos rezultatai gaunami naudojant sausg TKK. IS KK ir TKK
pagaminus  katijoninio  krakmolo-jodo-jodido = kompleksus  gaunami
polimeriniai baktericidai [62]. Tiriant katijoninio krakmolo-jodo bei amilozés-
jodo itarpos kompleksy antimikrobin; poveikj heterotrofinéms bei
koliforminéms bakterijoms nustatyta, kad, kai tiriamos medziagos kiekis yra
didesnis nei 0,1 g/l, jau po keliy minuciy tiek koliforminiy, tiek heterotrofiniy
bakterijy vandenyje nelieka. Pagal did¢jant] antimikrobinj veiksminguma
katijoniniy ketvirtiniy amonio grupiy turintys krakmolo dariniai gali buti
iSdéstyti tokia eile: tinklinto katijoninio krakmolo jodidas < tinklinto

katijoninio krakmolo chloridas < katijoninio krakmolo chloridas [62].

Gauty katijoniniy dariniy savybés priklauso nuo katijoninés grupés
cheminés sudéties, pakeitimo laipsnio, bet labiausiai nuo sintezés metodo.
Katijonizuotas krakmolas (PL 0,03-0,12), katijonizavimui naudojant
EPTMAC, gautas keturiais skirtingais metodais [72]:

e Suspensijoje: krakmolo suspensija veikiama katijonizuojanciu reagentu;

e Pusiausausuoju metodu: reakcija vykdoma sumaiSius sausg krakmola,
NaOH ir katijonizuojant]j reagenta;

e Pastos (kleisterio) metodu: krakmolo suspensija veikiama garais, ir gautas
kleisteris reaguoja su eterifikuojanciu reagentu;

e Ekstruderyje: krakmolas ir NaOH dedamas ] ekstruder] su 7 skirtingomis
temperatiirinémis zonomis. Antroje zonoje jvedamas katijonizuojantis
reagentas, o 3-7 zonose vyksta katijonizavimo procesas bei krakmolo
destrukcija.

Granuliuota dariniy struktira nepakinta tik suspensinio proceso metu.
Pusiausauso metodo atveju apgadinamos kai kurios granulés, o kleisterio ir
ekstruzijos biidu — granulés visiskai suardomos. Jei granuliuota struktiira
iSlieka, Saltame vandenyje katijonizuoti dariniai tik brinksta arba dalinai
iStirpsta. VisiSkai suardzius granuling struktiirg, produktai gerai tirpsta tiek

karStame, tiek ir Saltame vandenyje [72,73]. Nuo granuliy struktiiros taip pat

35



priklauso ir katijonizuoty dariniy reologinés savybes, taciau visais atvejais KK
klampa yra mazesné nei pradinio krakmolo.

Katijoninis krakmolas yra labai svarbus komercinis produktas, dél
joninés prigimties placiai taikomas maisto ir nemaisto, ypac popieriaus
pramong¢je [85]. Pusé viso krakmolo, naudojamo popieriaus gamybai, yra
chemiSkai modifikuotas krakmolas, 1§ kurio apie 20 % — maZo pakeitimo
laipsnio katijonizuotas krakmolas, popieriui suteikiantis geresnes savybes [68].
Pridéjus KK, pageréja popieriaus mechaninis atsparumas, uZpildy jsisavinimas,
pagreitéja nusausinimas, sumazinamas nuoteky uzterStumas [71].

Didelio katijonizavimo laipsnio katijoniniai krakmolo dariniai pasiZymi
puikiomis flokuliacinémis savybémis. KK flokuliacinis efektyvumas priklauso
nuo amino grupiy prigimties (ketvirtiné > tretiné > antriné > pirming),
flokulianto cheminés struktiiros, t.y., flokuliantai, gauti skiepijimo bidu, yra
efektyvesni nei gauti eterinimo reakcijos biidu [75]. Flokuliacijos efektyvumas
didéja did¢jant azoto kiekiui, mazeéjant flokulianto molekulinei masei,
flokuliacija efektyvesné esant pH 6 negu esant pH 8. Zinoma, kad didesnis
katijjonizavimo laipsnis pagerina KK flokuliacines savybes, taciau
modifikavimas gali sumaZzinti molekuling mase¢. Ivertinant ekonominius
(sintezés kaing) ir ekologinius (toksiSkumg) parametrus nustatyta, kad KK,
kurio PL 0,6, pasiZzymi optimaliomis flokuliacinémis savybémis [76]. Toks KK
flokuliaciniu efektyvumu nenusileidzZia sintetiniams flokuliantams, pvz., PTAC
tipo (Praestol™) poliakrilamido kopolimerams, kuriuose yra 50 mol. %
katijoniniy grupiy, ir homopolimerams PDADMA (Polyquat™), turintiems 100

mol. % katijoniniy grupiy, be to, yra maZiau toksiskas.

1.2.2. Katijoniniai chitozano dariniai

Kiekvienoje chitozano grandyje yra trys skirtingo reaktingumo
funkcinés grupés: dvi hidroksi- ir pirminé aminogrupé. Parenkant reakcijos
salygas galima gauti skirtingos struktiiros, pakeitimo laipsnio, molekulinés
mases ir savybiy chitozano darinius. N-pakeisty chitozano dariniy (N-alkil-

arba N-acildariniy) sintez¢ yra paprasta. Galutiniai aminy alkilinimo produktai
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yra ketvirtinés amonio druskos. Vykdant alkilinimg, padaugéja teigiamy
kriiviy, ir tokie polimerai gali biiti panaudoti anijonitinéms dervoms gauti [86].
Prie chitozano prijungus katijonines ketvirtines amonio grupes, gaunami
placiame pH ver€iy intervale vandenyje tirplis junginiai, o tai padidina
chitozano panaudojimo galimybes.

Nors yra daug jvairiy reagenty chitozanui katijonizuoti, dazniausiai
naudojama jodmetanas [87-88] ir N-2,3-epoksipropil-N,N, N-trimetilamonio
chloridas (EPTMAC) [89-93].

Paprasciausi §ios klasés dariniai yra chitozano trimetilamonio druskos
[87,94,95]. Veikiant chitozang jodmetanu N-metil-2-pirolidone (NMP), esant
natrio jodido ir natrio hidroksido pertekliui, gaunamos didelio pakeitimo
laipsnio (25-64 %) vandenyje tirpios chitozano trimetilamonio druskos

(1.16 schema) [87].

OH
o CH,l, Nal % o Jonq mainai
HO 0 NaOH NMP —N\
NH,

1.16 schema. Chitozano trimetilamonio drusky sintez¢

Sarmas reikalingas susidaran¢iam HI suriSti, taip i$vengiant dar
nesureagavusiy aminogrupiy protonizacijos. Norint pasiekti didesnj
katijonizavimo laipsnj, reakcija kartojama keleta karty. Siekiant iSlaikyti
katijonizuoto darinio stabiluma, jodido anijonas pakeiciamas chlorido anijonu.

Chitozano reakcija su jodmetanu DMF/vandens miSinyje (50:50, v/v)
gali buti vykdoma ir be natrio jodido [88]. Priklausomai nuo reakcijos salygy ir
reagenty molinio santykio, katijonizavimo laipsnis kito nuo 0 iki 74 %.

Katijonizuotas chitozanas daZnai sintetinamas naudojant tarpinj
chitozano junginj — Schiff*o baze¢ [88]. Laisvos chitozano aminogrupés lengvai
reaguoja su aldehidais ar ketonais, sudarydamos Schiff*o bazes. Reakcija tarp
aldehido ir amoniako, pirminiy arba antriniy aminogrupiy, dalyvaujant

redukuojan¢iam agentui ir susidarant pirminiam, antriniam arba tretiniam

37



aminui, vadinama karbonildariniy redukciniu amininimu arba aminy
redukciniu alkilinimu. Reakcija vyksta keliomis stadijomis. Pradzioje susidaro
metanolaminas, kuris dehidratuojasi j jming (Schiff‘o bazg). Reakcijos metu
susidarantis imininis rySys yra pakankamai stabilus neutralioje ir Sarminéje
terpéje. Reakcijos terpé yra riigS§tine, todé¢l iminas yra protonizuotas.
Redukavus iming natrio boranu arba natrio cianborhidridu, gaunamas N-alkil-
chitozanas. Chitozano katijonizavimas naudojant Schiff‘o baze vyksta dviem
stadijomis. Pirmoje susidaro monoalkilintas chitozanas, kuris toliau reaguoja
su jodmetanu (1.17 schema) [88]. Naudojant Schiff‘o baze pasiekiamas
didesnis katijonizavimo laipsnis (~85-95 %), tac¢iau naudojami reagentai (ypac

jodmetanas, NaBH,) yra labai brangiis.

OH OH OH

o HCHO
S ) Ve
ko o “THo o -0 0
2 4

. . H,C
Schiff'o bazé

OH OH
(0]
0 CH,l, NaOH, Nal e
0 G -0 HO 0
HO 0] NMP N+ _
NHCH, HSC/CI:;CHa :
N-metilchitozanas N, N, N-trimetilchitozanas

1.17 schema. Dviejy stadijy chitozano katijonizavimas, naudojant tarpinj darinj
Schiff*o baze: aminy monoalkilinimas (virSuje) ir metilchitozano

katijonizavimas (apacioje)

Kitas chitozano katijonizavimui labai placiai naudojamas junginys —
EPTMAC [89-93,96]. Chitozang katijonizuojant EPTMAC neutralioje ar
rugstingje terpeje, reakcijoje dalyvauja jo aminogrupe, kuri yra pajégi atidaryti
EPTMAC epoksizieda [96]. Sarminéje aplinkoje katijonizavimo reakcijoje
dalyvauja hidroksigrupé.

Katijonizavimo laipsnis priklauso nuo reakcijos salygy: temperaturos,
reakcijos vykdymo trukmeés, polimero koncentracijos [96]. Chitozang

katijonizuojant su EPTMAC riigStin¢je terpéje nustatyta, kad per pirmasias 18
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valandy pakeitimo laipsnis did¢ja, o, reakcijg vykdant ilgiau, beveik nebekinta,
todel optimalia reakcijos vykdymo trukme laikoma 18 valandy. Reakcijos
temperatiirg keliant iki 50 °C, pakeitimo laipsnis didéja greiiau, negu
temperatiirg keliant nuo 50 °C iki 80 °C. Katijonizavimo laipsnis didé¢ja
naudojant EPTMAC pertekliy [96].

Chitozano dariniy, turin€iy ketvirtiniy aminogrupiy, sintezei daznai
naudojamas nedidelis acto rugsSties kiekis, kuris padidina reakcijos greitj,
palengvina reakcijg [97]. Riigstingje terpéje lengviau atsidaro epoksiziedas, dél
to padid¢ja reakcijos greitis, palengvéja EPTMAC epoksigrupiy ir chitozano
aminogrupiy susijungimas. Chitozang katijonizuojant su EPTMAC 1 % acto
rigstyje 70 °C temperatiiroje 24 valandas, pasiektas 96 % katijonizavimo
laipsnis (KL).

Nors katijonizavimas efektyvesnis rigstingje terp¢je, pakankamai geri
rezultatai pasiekiami ir neutralioje terpé¢je. Chitozano dispersijg vandenyje
veikiant EPTMAC 80 °C temperatiiroje 4 val., KL siekia 51 % [89].

Katijonizavimo EPTMAC reakcija galima katalizuoti ne tik riigStimi,
bet ir kitais junginiais, pvz., Zn(BF,), [98].

Alternatyvy buda katijonizuotiems dariniams gauti pasiile Daly ir
Guerrini (18 schema) [99]. Naudojant CHPTMAC — komercing stabilig druska
Quat-188, glicidilgrupe turintis reagentas susidaro in situ, ir, tokiu bidu,
padid¢ja saugumas, susijes su epoksidy naudojimu dideliu mastu. Gauti

chitozano dariniai tirpsta neutraliame vandenyje.

OH
(0]
HO o"ﬁ OH
NH o)
OH .
\/§\/|/ NaOH &\/| _ chitozanas o O,/N‘
(¢]] N\ —_ > l}l_\ \
cl cl o ,L/
+
Quat-188 Glicidiltrimetilamonio n |
chloridas Chtizanas-Quat 188

1.18 schema. Katijoninio chitozano sintez¢ naudojant katijonizuojantj reagentg

Quat-188
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Idomus  rezultatai  gauti  katijonizuojant  chiting.  Chitino
trietilaminoetildariniai  (TEAE-chitinas) gerai tirpsta vandenyje esant
neutralioms pH verttms [100]. Sie dariniai gaunami dviem stadijomis.
Pirmiausiai zemoje temperatiroje aktyvuojama chitino C(6) pirminé
hidroksigrupé. Tuo tikslu chitinas 3 val. kambario temperatiroje vakuume
veikiamas 42 % NaOH vandeniniu tirpalu, po to gauta dispersija intensyviai

sumaiSoma su sutrintu ledu, gaunant skaidry Sarminj chitino tirpalg.

é g

N N/\
oH N W o +w -
o . 1. 42% NaOH, 0 °C o] o"ﬁ CH,CH,I, Nal 0 L
HO o 2. DEAE-chloridasHCl ~ HO NaOH, NMP HO o
NHCOCH3 NHCOCH3 NHCOCH3
it 'f' | DEAE-chitinas TEAE-chitinas
chitinas /j :\/L:,
cl

DEAE-chloridas HCI

1.19 schema. Trietilaminoetilchitino sintezé

Po to aktyvuotas chitinas veikiamas su dietilaminoetilchlorido druska
(1.19 schema). Idomu, kad tarpinis junginys DEAE-chitinas taip pat yra tirpus
neutraliame vandenyje. Tai galima paaiskinti tuo, kad stipriai Sarmingje terpéje
vyksta chitino deacetilinimas, o, kaip Zinoma [101], pasiekus apie 50 %
deacetilinimo laipsnj, chitinas tampa tirpus vandenyje. DEAE-chiting 9 val.
kaitinant 80 °C temperatiiroje 10 % NaOH tirpale, turiniame NaBH,,
gaunamas dietilaminoetilchitozanas.

O-katijonizuoty chitozano dariniy sintezé yra komplikuota dél chitozano
netirpumo  Sarminéje  terp€je. Publikacijy apie chitozano tiesioginj
katijonizavimg per hidroksigrupe nerasta. Norint chitozang katijonizuoti per
hidroksigrupe, reikia apsaugoti Zymiai aktyvesng aminogrupe. O-(2-hidroksi)-
propil-3-trimetilamonio chitozano chloridas (O-KCHZ) buvo susintetintas
naudojant N-benzilidenchitozang [102].

Gana daZnai katijonizuojami chitozano dariniai, pvz., katijoninis
karboksimetilchitozanas. Pirmiausiai ] trimetilamino tirpalg laSinama

koncentruota druskos riigStis, po to supilamas epoksichlorpropanas. Kai
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reakcijos miSinys tampa homogeninis, reakcijos temperatiira keliama iki 51 °C
ir 1étai (1-1,5 valandos) lasinamas vandeninis NaOH tirpalas, kuris 1étai skaido
susidarius] trimetilamino hidrochlorida, susidarant trimetilaminui, kuris toliau
reaguoja su epoksichlorpropanu [103,104]. Gautas miSinys sumaiSomas su
karboksimetilchitozanu bei EPTMAC, ir reakcija vykdoma 80 °C
temperatiiroje 8 valandas.

N-chloracetil-6-O-trifenilmetilchitozanas tirpsta organiniuose
tirpiklivose, todel jis naudojamas kaip tarpinis junginys katijonizuotiems
chitozano dariniams gauti. [vairiems tretiniams aminams (piridinui, 1-metil-
imidazolui, trietilaminui, tributilaminui) reaguojant su N-chloracetil-6-O-
trifenilmetilchitozanu argono atmosferoje gaunami katijonizuoti chitozano
dariniai, kuriuose chitozano KL siekia 85 %. Kadangi N-chloracetil-6-O-
trifenilmetilchitozano pakeitimo laipsnis (PL) buvo 85 %, i§ ¢ia seka, kad visos
N-chloracetilgrupés  pakei¢iamos  katijoninémis. Tokiomis sglygomis
N-chlorbutil-6-O-trifenilmetilchitozang veikiant piridinu gaunamas
N-(1-karboksibutil-4-piridino)chitozano chloridas, kuriame chitozano KL
siekia 67 %. Pradinio junginio pakeitimo laipsnis buvo 67 %, taigi, ir Siuo
atveju visos N-chlorbutilo grupés pakeiciamos piridinu [105].

Lyginant su neutraliu chitozanu, katijonizuoti dariniai turi didesnj
imlumg drégmei, didesn; pralaiduma, geresnes bioadhezines ir antimikrobines
savybes [89,106]. Ketvirtinémis amonio grupémis katijonizuotas chitozanas
pasiZymi antimikrobiniu ir antigrybeliniu aktyvumu [102]. Buvo nustatyta, kad
papildomai katijonizuotas chitozanas pasizymi geresniu antigrybeliniu
aktyvumu, lyginant su pradiniu chitozanu, chitozano Schiff‘'o bazémis ar
N-pakeistais chitozano dariniais [106]. Katijonizuoty junginiy antibakterinis
aktyvumas stipré¢ja didinant KL ir maZinant molekuling mase [104].

Anksc¢iau polimeriniai ketvirtiniai amonio dariniai dazniausiai buvo
naudojami kaip biocidiniai polimerai. Dabar didziausias démesys skiriamas
Zmogaus organizmui saugiy vaisty paieSkai. D¢l gery antibakteriniy savybiy
katijonizuotas chitozanas placiai naudojamas medicinoje, farmacijoje.

Koncentruoti chitozano tirpalai naudojami kremy, kosmetikos priemoniy

41



gamyboje, o taip pat maisto pramongje, fotografijoje, vandenvaloje [107].
Vandenvaloje jais sujungiami ir pasalinami i§ nuoteky sunkieji metalai: Hg”",

Cu®’, Ni*", Cd*" [108,109].

1.3. Chitozano nanodalelés ir nanopluostai

Nanodalel¢ (ND) — mikroskopiné dalelé, kurios bent vienas matmuo
mazesnis nei 100 nm [110]. ND traktuojamos kaip tarpininkés tarp daleliy,
matomy optinio mikroskopo pagalba, ir atominiy bei molekuliniy daleliy. Jos
daZnai pasiZymi netikétomis savybémis, nes yra pakankamai mazos ir gali
pasizymeéti kai kuriomis kvantinémis savybémis. Pavyzdziui, aukso ND tirpale
gali buti nuo tamsiai raudonos iki juodos spalvos. ND pavirSiaus ploto ir tiirio
santykis labai didelis, o tai skatina difuzija, ypa¢ auksStose temperatiirose. ND
agregacija yra greitesné nei didesniy daleliy.

Polimerinés nanodalelés jdomios tuo, kad sudaro polimerinj sluoksnj —
apvalkalg, kurio viduje gali buti ,patalpintas® bioaktyvus junginys.
Nanodaleliy sistemose bioaktyvios medziagos gali buti iStirpintos,
kapsuliuotos, adsorbuotos, imobilizuotos arba disperguotos. Priklausomai nuo
paruoSimo biido gaunamos jvairiy formy nanodalelés: nanosferos,
nanolazdelés, nanokapsulés, nanopluostai [111].

Pastaruoju metu iSaugo susidom¢jimas polisacharidy nanodaleliy

sistemomis.
1.3.1. Chitozano nanodalelés

Nanodaleléms (ND) i§ polisacharidy gauti naudojami jvairis metodai:
kovalentinis ar joninis tinklinimas, polimer-polimerinis polielektrolity
kompleksavimasis, hidrofobiSkai modifikuoty polisacharidy savaiming
agregacija [112-114]. Gamtiniy polisacharidy nanodaleliy sintezei plac¢iausiai
naudojamas chitozanas (Chz). Chitozang tinklinant jvairiais susiuvanciais
agentais paprastai gaunamas hidrogelis. I§ chitozano tirpaly (geliy) jvairiais

biidais gali biti formuojamos nanosferos, nanomembranos, nanodangos,
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nanokapsulés, nanopluoStai. Naudojant tam tikrus medziagy santykius,
atitinkamas reakcijos salygas, galima gauti ir skirtingo dydZzio daleles.

KovalentiSkai susiiitos chitozano nanodalelés gali biiti gaunamos
keliais skirtingais biidais: emulsinio susiuvimo, atvirkstinés micelizacijos,
tirpiklio 1§garinimo, purSkiamojo dZiovinimo arba terminio susiuvimo [115].
Zinomiausias ir daZniausiai naudojamas biidas — tirpiklio iSgarinimas, nes jis
lengvai atlickamas. Be to, Siuo biidu galima kapsuliuoti jvairius gamtinius
lipofilinius junginius [116], o taip pat ir vandenyje tirpius vaistus, pvz.,
peptidus, baltymus [117]. Chitozano atveju, tirpiklio iSgarinimo btidas remiasi
polimero vandeninio tirpalo emulgavimu organingje fazéje ir tolimesniu
vandeninio tirpalo iSgarinimu [115,118]. Proceso metu polimeras nuséda
nanodaleliy, kuriy skersmuo keli Simtai nanometry, pavidalu [117]. Esant
didelei polimero koncentracijai, gauti maZesnes nei 100 nm daleles labai
sudétinga.

Purikiamasis dziovinimas — tirpiklio 1Sgarinimas iSpurSkiant tirpalg —
placiai naudojamas chemijos, maisto ir farmacijos pramonéje [119].
PurSkiamasis dZiovinimas gali biti naudojamas hidrofiliniy ir hidrofobiniy
polimery, vandenyje tirpiy arba netirpiy, temperatiirai jautriy arba atspariy
vaisty mikro- ar nanosistemy sudarymui. Tuo tikslu chitozanas iStirpinamas
vandeniniame acto rigsties tirpale ir gautame tirpale disperguojamas ar
iStirpinamas vaistas bei jdedamas atitinkamas susiuvantis agentas [120].
Paruostas tirpalas ar dispersija iSpurSkiama mazy laseliy pavidalu, 1§ kuriy
karSto oro srove iSgarinus tirpiklj susidaro dalelés. Daleliy dydis priklauso nuo
purkstuko akuciy dydzio, purSkimo greicio, slégio, temperatiiros ir susiuvimo
laipsnio.

Emulsinio susiuvimo bidu aktyvios chitozano funkcinés grupés
susiuvamos susiuvanciais agentais, turin¢iais maziausiai dvi reaktingas grupes,
pvz., aldehidais, epoksidais, cianatais ir kt. [115,120]. Siam procesui
paruoSiama vandeninio chitozano tirpalo emulsija aliejin¢je fazéje; joje
vandeninio chitozano tirpalo laseliai stabilizuojami naudojant tam tikrg

pavirSinio aktyvumo medziaga. Chitozanas laSeliuose susiuvamas atitinkamu
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susiuvanéiu agentu, pvz., glutaro aldehidu. Siuo bidu gaunamy daleliy dydj
lemia chitozano vandeninio tirpalo laSeliy dydis. Kaip jau buvo minéta,
susiuvimui placiai naudojamas glutaro aldehidas [115]. Deja, glutaro aldehidas
yra kenksmingas lgsteléms, o tai riboja jo pritaikyma vaisty pernasos agentams
gauti.

Polimerines nanodaleles, mazai besiskirian¢ias savo dydziu, galima
gauti atvirkstinés micelizacijos budu. Atvirkstinio micelinio laselio branduolys
gali biti naudojamas kaip ,nanoreaktorius®“ tokioms daleléems gauti.
AtvirkStinés micelés gaunamos, organiniame tirpiklyje iStirpinus pavirSinio
aktyvumo medZiagg. | gauta miSin] pridedama vandeninio chitozano-vaisty
tirpalo, po to susiuvancio agento. Pasibaigus tinklinimo procesui, organinis
tirpiklis iSgarinamas, produktas gryninamas ir gaunamos vaistais ,,jkrautos®
nanodalelés.

Polisacharido grandines per aminogrupes kovalentiSkai sujungiant
natliralios kilmés dikarboksiriig§timis (obuoliy (hidroksibutano), gintaro
(butano), vyno (2,3-dihidroksibutano)) arba trikarboksiriigS§timis (citriny
(2-hidroksi-1,2,3-propantrikarboksi-)) [115,121,122], esant tinkamai reagenty
stechiometrijai, gaunamos hidrofilinés chitozano nanodalelés. Reakcija tarp
rugsciy karboksigrupiy ir chitozano aminogrupiy paprastai katalizuojama
vandenyje tirpiais karbodiimidais, pvz., N-(3-dimetilaminopropil)-N'"-
etilkarbodiimido metiljodidu. Priklausomai nuo naudojamos riigsSties kiekio,
galima gauti polikatijonines, polianijonines bei poliamfolitines nanodaleles
[115]. Chitozang modifikuojant esant jo pertekliui, gaunamos polikatijoninés
nanodalelés. Siuo atveju karboksigrupés kovalentidkai prisijungia prie
aminogrupiy, ir dar lieka nesureagavusiy aminogrupiy, kurios riig§tinéje
terpéje gali protonizuotis. Chitozang modifikuojant citriny riig§timi, galima
gauti poliamfolitines arba polianijonines nanodaleles. Esant trikarboksirtigSties
pertekliui, lieka laisvy karboksigrupiy, kurios neutralioje ar Sarmingje terpéje
nanodaleléms suteikia neigiama kriivj.

Lyginant su kovalentiniu susiuvimu, joninis susiuvimas turi daug

pranaSumy: Svelnios salygos, paprasta procediira. Joninis susiuvimas remiasi
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tuo, kad kriiv] turintys jonai formuoja tiltelj tarp polimeriniy grandiniy, daZnai
susidarant hidrogeliams [115]. MaZos molekulinés masés polianijonais ar
polikatijonais galima susiiiti polikatijoninius ar polianijoninius polisacharidus.
Placiai naudojamas susiuvantis agentas yra natrio tripolifosfatas (NaTPF) [123-
125]. D¢l joninés sgveikos tarp teigiamg kriiv] turin€iy chitozano aminogrupiy
ir neigiamg kriv] turin¢iy tripolifosfato polianijony susidaro gelis. RuoSiant
chitozano daleles joninio tinklinimo biidu, chitozanas iStirpinamas
vandeniniame acto rigsties tirpale, taip susidarant chitozano polikatijonams.
Gauta tirpalg laSinant § NaTPF tirpala, susidaro sferinés chitozano nanodalelés.

Nanodaleléms gauti joninio susiuvimo biidu pladiai naudojami
vandenyje tirpts chitozano dariniai. Lyginant su pradiniu chitozanu, Sie
dariniai lengvai tirpsta neutralioje vandeninéje terp€je, tod¢l nereikia naudoti
rugsties, kuri tam tikrais atvejais gali buiti nepageidaujama.

ND gauti naudojami ir chitozano dariniai, turintys tioliniy grupiy [126-
128]. Chitozanui reaguojant su tioglikoline riigstimi, reakcijg katalizuojant
vandenyje tirpiu karbodiimidu, gaunamas tiolintas chitozanas. Siuvanciu
agentu naudojant NaTPF, joninio susiuvimo biidu gaunamos 220+£23 nm
skersmens tiolinto chitozano ND. Tiogrupes turin¢ios chitozano nanodalelés
taip pat naudojamos vaisty pernasai ar reguliuoti atpalaidavimui. Pvz., tokios
dalelés palengvina tiofilino — vaisto, skirto alerginés astmos gydymui —
dozavimg, padidina vaisto adsorbcijag prie bronchy epitelio, stiprina
prieSuzdegiminj vaisto efekta [126].

D¢l tarpmolekuliniy  elektrostatiniy  sgveiky  polielektrolitiniai
polisacharidai su prieSingg kriivi turinCiais polimerais gali sudaryti
polielektrolitinius kompleksus (PEK). Chitozanas yra vienintelis
polikatijoninis polisacharidas, galintis sudaryti PEK nanodaleles su daugeliu
jvairiy neigiamg kravj turiniy polimery (polisacharidais, peptidais,
poli(met)akrilo ragStimi ir kt.) [113]. PEK ND su chitozanu dazniausiai
sudaromos su karboksimetilceliulioze, dekstrano sulfatu, natrio alginatu,
gliukomananu, heparinu. Priklausomai nuo pradiniy tirpaly pH, keiciasi

susidariusiy ND skersmuo.
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Kaip jau minéta, chitozanas gali kompleksuotis ne tik su neigiamg kriivi
turinciais polisacharidais, bet ir su neigiamg kriiv] turin€iais peptidais, pvz.,
poli-y-glutamo ragstimi [129], polimetakrilo, poliakrilo riigStimis [130] bei
kitais dariniais. Daug démesio skiriama chitozano ar jo dariniy ir DNR bei
RNR PEK nanodaleléms [114,131]. Chitozano-DNR nanodalelés susidaro dél
stiprios elektrostatinés sgveikos tarp teigiamg krivi turinciy chitozano
aminogrupiy ir DNR neigiama kriiv] turin¢iy fosfato grupiy.

Nanodalelés gali susidaryti ir dél hidrofobiSkai modifikuoty
polisacharidy savaiminés agregacijos. Prijungus hidrofobinj segmentg prie
hidrofilinés polimerinés grandinés, gaunami amfifiliniai kopolimerai [113]. Po
amfifiliniy polimery saly¢io su vandenine terpe pakinta tarp- ar
vidumolekuliniai ry$iai tarp hidrofobiniy liekany, ir iSkart formuojasi micelés
ar miceliniai agregatai, sudaryti i§ hidrofobinio vidinio branduolio ir
hidrofilinio iSorinio apvalkalo. Polimerinés ND, turin¢ios ,branduolio-
apvalkalo* struktiirg (angl. core-shell), sintetinamos dviem budais: pirmiausiai
susintetinant branduolj, o paskui tam tikros struktiiros apvalkala, arba
naudojant blokinius kopolimerus, linkusius ] savaimine agregacijg [132].
Blokiniai kopolimerai gali biiti gaunami skirtingais budais: anijoninés ir
gyvybingosios radikalinés polimerizacijos, taip pat RAFT, ATRP metu.
Polisacharidams modifikuoti naudojamos linijinés, ciklinés hidrofobinés
molekulés, hidrofobiniai vaistai, poliakrilatai ir kt. [113].

Polisacharidams modifikuoti naudojamos kai kurios ilgagrandés
riebiosios rigstys, pvz., heksano, dekano, linoleno, linolo, palmitino, stearino,
oleino [133-135]. Linolo ragstis kovalentiskai  prijungiama  prie
karboksimetilchitozano aminogrupiy naudojant vandenyje tirpy karbodiimidg
EDC [133,134]. FluorimetriSkai iStyrus tokio kopolimero agregacijos elgseng
nustatyta, kad, esant krizinei agregacijos koncentracijai, t.y., maziausiai
amfifiliniy polimery koncentracijai kai jie jau agreguoja, dél tarpmolekuliniy
rySiy vandeninéje terpéje kopolimeras pradeda formuoti hidrofobinius

domenus. Agregacija priklauso nuo linolo rugstimi modifikuoto
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karboksimetilchitozano pakeitimo laipsnio, ir krizin¢ agregacijos koncentracija
mazeja didinant pakeitimo laipsnj.

Poli(e-kaprolaktonui) (PCL) reaguojant su chitozanu, gaunami
amfifiliniai kopolimerai. PCL yra netoksiSkas, mechaniSkai tvirtas,
biosuderinamas,  bioskalus  pramoninis  poliesteris.  Sio  poliesterio
hidroksigrupéms, aktyvuotoms 1,1'-karbonildiimidazolu, reaguojant su
6-O-trifenilmetilchitozanu, susidaro amidinis tiltelis, ir gaunamas bioskalus
amfifilinis chitozano-PCL skiepytasis kopolimeras [136].

Kita hidrofobiniy reagenty grupé, naudojama chitozanui arba jo
dariniams, pvz., vandenyje tirpiam hidroksietilchitozanui [137], modifikuoti,
yra ciklinés hidrofobinés molekulés: cholesterolis [137,138], deoksicholio
ragstis [139,140], 5B-cholano rigstis [113] ir kt.

Atskirai reikéty aptarti chitozano-PEG nanodaleles. Polietilenglikolis
yra puikiai vandenyje tirpstantis polimeras ir daznai naudojamas gamtinéms ir
sintetinems makromolekuléms chemiskai modifikuoti. Zinoma nemazai
publikacijy, skirty chitozano modifikavimui PEG ir jo dariniais, gaunant
vandenyje tirpius kopolimerus, naudojamus ND sintezei. Norint garantuoti
atranky chitozano modifikavimg tik per C(2) padétyje esancig aminogrupe,
chitozano-PEG skiepytyjy kopolimery ND buvo susintetintos per tarpinj
junginj  6-O-trifenilmetilchitozang [141,142]. Naudojant  4-nitrofenil-
chlorformiatg bei 4-dimetilaminopiriding, PEG riigStis jungiama prie
6-O-trifenilmetilchitozano aminogrupiy, reakcija katalizuojant vandenyje

tirpiais karbodiimidais.

Chitozano grandiné

'MPEG grandis

1.6 pav. Chitozano-MPEG nanodaleliy susidarymas



PEG-chitozano ND gaunamos susidarant vandeniliniams rySiams tarp
chitozano grandiniy (1.6 pav.). | gautas ND galima jterpti vandenyje tirpius
polinius ar anijoninius substratus, pvz., baltymus ar polinukleotidus, kurie su
chitozano aminogrupémis sudaro vandenilinius rySius, ar tarp jy pasireiSkia
elektrostatiné sgveika [141]. Literattiroje rasta duomeny ir apie chitozano-O-
MPEG  nanodaleliy  sintez¢.  Reguliuojant  chitozano  grandinés
hidrofiliSkuma/hidrofobiskuma, gaunamos stabilios nanosferos [143]. MPEG
buvo ,,aktyvuojamas‘ gintaro riigsties anhidridu, gaunant karboksigrupe turintj
MPEG darinj, kuris jungiamas prie N-ftaloilchitozano, reakcija katalizuojant
karbodiimidu. Nustatyta, kad daleliy dydis priklauso ir nuo sintezei naudojamo
MPEG molekulinés masés. Kopolimerai, savo sudétyje turintys MPEG, kurio
molekuliné mase 550, vandenyje sudaro 400-500 nm dydZio nanosferas, o tuo
tarpu kopolimerai su MPEG-5000 — 80-100 nm skersmens daleles [143].

PEG dikarboksirtigstimi kovalentiSkai susitito chitozano ND yra tirpios
arba sudaro patvarias koloidines sistemas vandeninéje riigStinéje ir neutralioje
terpéje [144]. Naudojant skirtingg susiuvancio agento PEG dikarboksirtigsties
kiekj, taip pat gaunami polikatijonai arba neutralios susititos ND. Jei susiuvimo
laipsnis nedidelis, likusios laisvos chitozano aminogrupés riigStinéje terpéje
gali protonizuotis ir sudaryti polikatijonus. Jei visos aminogrupés su
karboksigrupémis sudaro kovalentinius rySius, vandeninéje terp¢je gaunamos
kriivio neturin¢ios ND. Gauti produktai placiai taikomi biomedicinoje kaip
prieSveziniy ir kity vaisty neSikliai, odos audiniy inZinerijoje. Daleliy
pavirSiuje esant PEG, pailgéja kraujyje cirkuliuojancio neSiklio puséjimo
trukme. Savaiminés agregacijos biidu gautos polimerinés micelés pasizymi
unikaliomis savybémis (nejprastos reologinés savybés, mazas hidrodinaminis
spindulys, termodinaminis stabilumas), kurias lemia hidrofilinés ir
hidrofobinés sudedamosios dalys [113].

Chitozano-MPEG  skiepytieji  amfifiliniai  kopolimerai,  gauti
formaldehido pagalba MPEG prijungiant prie chitozano grandinés, dializés
metu formuoja savaiminés agregacijos ND [145]. Chitozano-MPEG

kopolimery savaiminei agregacijai vandeninéje terpéje daugiausiai jtakos turi
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tarpmolekuliniai vandeniliniai rySiai tarp -NH-CO- ir -OH grupiy kopolimero
makromolekul¢je. Taip pat jtakos turi ir hidrofobiné sgveika tarp kopolimero
hidrofobinés liekanos, pvz., -CH,CH,-, acetilgrupés ir gliukopiranozés Ziedo.
PEG'inimas ne tik pagerina chitozano tirpumg, bet ir leidZia sumaZinti kai
kuriuos nepageidaujamus efektus, pvz., sumazina citotoksiSkumg audiniams,
suteikia atsparumg daugeliui vaisty, tokie dariniai tampa tinkami prieSvéZiniy
vaisty pernasai [145].

N-ftaloilchitozano-poli(e-kaprolaktono) kopolimeras pasizymi
unikaliomis savybémis, dideliu hidrofobiniy vaisty, pvz., indometacino,
kapsuliavimo efektyvumu (daugiau nei 26 %) [146]. | Sias savaiminés
agregacijos budu gautas daleles jkapsuliavus indometacing, vaisto veiklioji
medZiaga iSlaisvinama po truputj (91,7 % vaisto atpalaiduojama per 22 val.)
(1.7 pav.). Tokiu biidu veikimo laikas prailginamas ir vaisto nebereikia vartoti

daznais intervalais.

= - Havalming
- - = . agregacija
H._/'_“‘-—-/__-‘\ c e
== Zhitozanas
PCL

= Vaistas

1.7 pav. Vaisty jkapsuliavimo ir atpalaidavimo schema [146]

Chitozano nanodalelés gali biiti naudojamos kaip vaisty, polipeptidy,
baltymy, vakciny, nukleortigS¢iy ar geny pernasos sistemos, medikamenty
sudedamyjy daliy priedai ir detergentai [147,148]. Susidoméjimas ND iSaugo,
nes nesunkiai galima reguliuoti jy dydj, forma, jos jau néra labai brangios.
Bidamos ypatingai mazos, gali prasiskverbti pro gyvy organizmy lasteliy
sieneles. Priklausomai nuo dydzio, dalelés, jvestos injekcijos budu, gali
pakankamai ilgai cirkuliuoti kraujyje ir prailginti terapinj jneSamy vaisty efekta
[111]. Jos didina bioaktyviy junginiy, baltymy stabilumg, gali biiti naudojamos

véZiniams susirgimams gydyti.
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1.3.2. Katijonizuoto chitozano nanodalelés ir nanopluostai

Yra nemazai informacijos ir apie katijonizuoty chitozano dariniy
panaudojimg nanopluoSty bei nanodaleliy sintezei [102,149].

N-[(2-hidroksi-3-trimetilamonio)propil] chitozano chloridg (N-KChz)
jungiant su natrio tripolifosfatu (NaTPF) joninio susiuvimo metodu, gaunamos
110-180 nm skersmens nanodalelés (ND) [149]. ND susidaro naudojant tik tam
tikry koncentracijy N-KChz ir NaTPF tirpalus. PrieSingu atveju gaunamas
tirpalas arba agregatai. Gautos N-KCHZ nanodalelés modifikuojamos PEG ar
Na alginatu ir ] jas kapsuliuojamas jaucio serumo albuminas. ND
modifikavimas Na alginatu skatina jkapsuliavimg, didina kapsuliy stabiluma,
tuo tarpu modifikuojant su PEG gaunamas prieSingas rezultatas [149].

Maisant N-katijonizuoto chitozano (N-KChz) ir PEG tirpalus, esant
nedideliam kiekiui a-p-glicerolfosfato (a-f-GF), gaunamas termojautrus
hidrogelis [90]. O-[(2-hidroksi-3-trimetilamonio)propil] chitozano chloridas
(O-KChz) su NaTPF taip pat sudaro nanodaleles. Nustatyta, kad O-KChz
formuoja didesnes ND: esant toms pacioms saglygoms (NaTPF 2,0 mg/ml),
O-KChz ND dydis yra apie 250 nm, o tuo tarpu gryno chitozano ND — apie 50-
80 nm [102]. Daleliy dydis priklauso nuo NaTPF koncentracijos — mazéjant
NaTPF koncentracijai, O-KChz daleliy dydis didéja. O-KChz nanodaleliy
susidarymo procese pasireiskia keliy tipy joninés sgveikos, 1§ kuriy galima
i§skirti elektrostating saveikg tarp protonizuoty chitozano amino grupiy ir
fosfato anijony ir atostimio jégas tarp —N'(CHs); grupiy. Kai NaTPF
koncentracija maza, —N"(CH;); atostiimio jégos yra stipresnés, todél Siomis
salygomis O-KChz ND struktura laisvesné ir dalelés yra didesnés, negu esant
didesnei NaTPF koncentracijai [102].

Radikalinés  polimerizacijos  metu  susintetinta  chitozano-N-
trimetilaminoetilmetakrilato chloridg veikiant PEG riigStimi gaunamas
kopolimeras, kuriame yra 44 % katijoniniy grandziy ir apie 34 % PEG
grandziy [150]. Joninio susiuvimo metu toks katijoninis kopolimeras

sgveikauja su neigiamg krivj turin€iu insulinu, susiformuojant nanodaleléms.
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Kopolimero sudétyje esantis PEG sumazina sgveikg tarp katijoniniy polimery
ir insulino Igsteliy membrany ir tokiu biidu apsaugo lasteles nuo irimo.

J. Wu ir kt. [106] paruo$¢ vienodo dydzio pH-jautrias katijonizuoto
chitozano mikrosferas, kurios gali surasti tikslig ,taikinio* vieta ir padidinti
naudojamy  vaisty  biopoveiki. Gautas  N-katijonizuoto  chitozano-
polietilenglikolio-glicerolfosfato konjugatas yra tinkamas nosies vaisty
pernasos sistemoms, ir naudojamas ypac jsisenéjusioms ligoms gydyti [90].

Vienas 1§ dazniausiai naudojamy biudy polimeriniams nanopluoStams
gauti yra elektroverpimas [151,152]. Elektroverpimui naudojama aparatiira
susideda i§ aukStos jtampos elektros Saltinio, siurblio, graduoto SvirkSto su
kapiliaru ar vamzdeliu, per kurj 1§ SvirkSto i8SvirkS¢iamas tirpalas, ir laidaus,
pvz., aliumininio, rinkiklio. AukStos jtampos elektros lauku sudaromas elektros
kriiv] turintis polimero tirpalo ar lydalo srautas. Dziovinant gautg srauta, t.y.,
iSgarinant tirpiklj, gaunamas nanopluoStas. Stipriai jkrautas pluostas
nukreipiamas ] teigiamg krivy turint] rinkiklj, kuriame jis surenkamas.
Rinkiklis gali buti ploksc¢ios ar cilindrinés formos. Parinkus reikiamg polimery
ir tirpikliy sistema, galima suformuoti 40-2000 nm storio nanopluostg [152].

Elektroverpiamo pluosto morfologija ir skersmuo priklauso nuo Siy
parametry: polimero cheminés sudéties, polimerinés grandinés konformacijos,
tirpalo koncentracijos ir klampos, tirpiklio savitojo laidZzio, poliSkumo,
pavirSiaus jtempiy. PluoSto savybés taip pat priklauso ir nuo elektroverpimo
salygy: elektrinio lauko stiprio, atstumo tarp kapiliary ir rinkikliy, tirpalo
tieckimo grei€io [153]. Geros kokybés ir vienodo storio pluoStas gaunamas
naudojant chitozano tirpalus, kuriy klampa 4,8-5,9 P. Tokia klampa pasizymi
106000 g/mol molekulinés masés 7-7,5 % chitozano tirpalai [154].

Nanopluostai 1§ jonogeniniy polimery elektroverpimo biidu sékmingai
gaunami ir mai$ant jonogeniniy ir nejonogeniniy polimery tirpalus. Tokiu
biidu, naudojant katijonizuota chitozang (jonogeninis polimeras) ir
polivinilalkohol] ar polivinilpirolidong [153] (nejonogeniniai polimerai),
gaunami nanopluoStiniai audiniai. Vidutinis pluoSto, gauto elektroverpiant

katijonizuoto chitozano ir polivinilalkoholio miSinj, skersmuo yra 60-200 nm,
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tuo tarpu katijonizuoto chitozano — polivinilpirolidono atveju pluosto skersmuo
yra 1530-2800 nm. KChz-polivinilalkoholio nanopluo$to gijos dar paprastai
turi susiuvancio agento trietilenglikolio diakrilato ir fotoiniciatoriaus, kuris
Svitinant UV spinduliais sudaro skersinius rySius ir stabilizuoja pluosta,
padarant jj atspariu vandens ir vandens gary poveikiui [153].

Vienas 1§ svarbiausiy polimery nanopluoSty sudarymui yra
poliakrilnitrilas (PAN), kuris daznai pasirenkamas dé¢l savo tvirtumo,
atsparumo nusidévéjimui bei kenkéjams. PAN — N-(2-hidroksi)-propil-3-
trimetilamonio chitozano chlorido pluostas buvo gautas Slapiuoju verpimo
budu, tirpikliu naudojant vandenin; NaSCN tirpalg [98]. Pluostas pasiZzymejo
geromis Siluminémis, antistatinémis, mechaninémis savybémis ir antibakteriniu
aktyvumu.

Kaip jau minéta, susintetintas N-[(2-hidroksi-3-trimetilamonio)propil]
chitozano chloridas (N-KChz) gali buti panaudotas nanodaleléems ar
nanopluostui gauti. Prie KChz prijungiant reaktingy grupiy ir per jas sujungiant
tam tikrg kiekj makromolekuliy, padidinamas chitozano pluosto atsparumas
plovimui. Tokios grupés gali biiti jterpiamos su N-metilolakrilamidu (NMA).
NMA (CH,=CHCONHCH,0H) yra dvi reaktingos grupés: N-metilolgrupé ir
prie karbonilgrupés esantis dvigubasis rySys. Jis daznai naudojamas
skersiniams rySiams tarp celiuliozés makromolekuliy sudaryti. RiigStingje
terpéje jungiant NMA prie N-KChz, rugstinio katalizatoriaus protonas
perduodamas NMA hidroksigrupei. Amonio chloridas naudojamas kaip
rugstinis katalizatorius, kuriam reaguojant su vandeniu susidaro HCI, galinti
protonizuoti KChz antring aminogrup¢ ir neleisti jai elgtis kaip nukleofilui.
Tokiu budu, reakcija tarp NMA ir KChz C(6) hidroksigrupés yra dominuojanti.
NMA modifikuotame KChz yra reaktingy dvigubyjy rySiy, reaguojanciy su
hidroksigrupémis Sarmingje terpeje [155]. NMA-KChz dariniu padengus
medvilninj pluosta, jis naudojamas antimikrobiniam audiniui gauti. NMA-
KChz taip pat gali biiti naudojamas kaip medvilnés dazyma gerinantis agentas,
tatiau NMA-KChz modifikuotas medvilninis audinys po daZzymo praranda

antimikrobinj aktyvuma.
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1.4. Literaturos apZvalgos apibendrinimas

Siekiant praplésti chitozano panaudojimo galimybes bei pagerinti
savybes, atliekamas jo fizikinis, cheminis, fermentinis, genetinis, biocheminis
modifikavimas. Daug démesio skiriama chitozano-polietilenglikolio
kopolimery sintezei. Susidomg¢jimas  chitozano-MPEG  skiepytaisiais
kopolimerais susijes su jy galimu panaudojimu prailginto veikimo vaisty
gamyboje, biomedicinoje, geny inzinerijoje ir kitose srityse. Akivaizdziai gero
metodo chitozano-MPEG dariniy sintezei néra, nes kopolimery gryninimas nuo
nesureagavusio MPEG vis dar iSlieka rimta problema. Siekiant sumaZzinti
nesureagavusiy pradiniy medziagy ir Salutiniy produkty kiekj, kaip alternatyva
chitozano-MPEG kopolimery sintezei daZznai naudojamais redukcinio
alkilinimo ar karbodiimidiniu metodais galéty biiti panaudota ,,klik* chemijos
reakcija. Publikacijy, skirty chitozano ,klikinimui“, yra labai nedaug, o
informacijos apie chitozano PEG’inimg “klik” chemijos biidu i$vis nerasta.

Prie chitozano prijungus katijoniniy ketvirtiniy amonio grupiy turinciy
pakaity, jis jgauna nebiidingas gamtiniams polisacharidams savybes. Sie
N-pakeisti chitozano dariniai yra tirpis vandenyje, pasizymi antimikrobiniu,
antivirusiniu aktyvumu ir kompleksuojanciomis savybémis. Nors chitozano
N-katijonizavimui skirta daug darby, taCiau apie Kkatijonizavimg per
hidroksigrupe informacijos beveik néra. Misy Ziniomis, yra tik viena
publikacija [102], kurioje apraSytas chitozano O-katijonizavimas naudojant
tarpinj junginj N-benzilidenchitozang. Chitozano dariniai, turintys PEG
grandines ir katijonines grupes, yra labai perspektyvis, nes jie paprastai tirpis
vandenyje ir, be to, pasiZymi antimikrobiniu aktyvumu. Deja, duomeny apie
chitozano-MPEG kopolimery katijonizavimg nerasta.

Yra visa eilé publikacijy, kuriose aptariamos chitozano nanodaleliy
susidarymo salygos ir tokiy nanodariniy savybés. Duomeny apie chitozano
nanodaleliy panaudojimg RAFT polimerizacijai inicijuoti kol kas néra.
Chitozano nanodalelés, prie jy prijungus RAFT grandinés perdavos agentus,
galéty tapti makroiniciatoriais norimo polimero sluoksniu ,,aprengtoms‘

nanodaleléms gauti.
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2. DARBO METODIKA
2.1. Naudotos medZiagos ir reagentai

2.1.1. Polimerai ir oligomerai, naudoti kopolimery sintezéje

Pavadinimas Savybés Formulé

' OH OH
Chitozanas, Fluka glﬁv 30702900;8 42: MO}MOJ‘[
arba Aldrich J72; [17]=8,42; Vi NHCOCH,]

dréegme 10 %

Metoksipoli- e
etilenglikolis, ¥Ir 2(5)(2)?5(6110_3 >); CH,~ (0-CH,-CH,),~OH
MPEG, Fluka yd

M,, 146 000-186 000;
Polivinilalkoholis,  hidrol. laipsn. 87-89 %;
Aldrich 4 % tirp. H,O dinam.
kl. 40-50 cP (20 °C)

[-CH,CHOH-],

2.1.2. Organinés medZiagos

Pavadinimas Savybés Formule
O
Adipo rgitis, heksano M, 146,14; Ty 151- )MOH
diragstis, Aldrich 154°C Ho I
. _ 0
Amonio acetatas, Fluka M, 707 08; Tiya 110
112 H,C” TONH,
3-Br0m9- 1 -pr(?pinas,. M, 118.96: .
propargilbromidas, Sigma- 4% 1335 o/ml —
Aldrich ¢ P08
N-Bromsukcinimidas, Fluka, M; 177,98; Tiyq. 175- J L
perkristalinamas i§ vandens 180 °C © Er °
(4-Cianpentano rugsties)-4- Qﬁ_s_iimmo(
ditiobenzenkarboksilatas, M, 279,38 [ 7°

CPAD, susintetintas VU PChK

_ — — — 6 OH
,2,3-prop 8% 159 °C HO on

Standard OH
N-(3-Dimetilaminopropil)-N'- ] s . )
etilkarbodiimido 11\/?5109(% L
hidrochloridas, EDC, Aldrich

1-Chlor-2,3-epoksipropanas, M, 92,52; H,C—CH-CH;Cl
epichlorhidrinas, Aldrich d;y 1,183 g/ml o
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N-2,3-epoksipropil-N, N, N-
trimetilamonio chloridas,

M, 151,63;
d;’ 1,13 g/ml

CH; o
.
H,C—CH-CH;N—CH,

EPTMAC, Aldrich 3
= — 5
B.utano d_mig.stles ar}hlflrldas, M; 100,07; Tyyq, 118-
gintaro riigsties anhidridas, o o
. 120 °C
Reachim 0
6]
Ftalio riigsties anhidridas, 1,3- M, 148,12; Ty 131- qu
izobenzfurandionas, Fluka 134 °C
o
M, 50,06; T;. 118-
Hidrazino monohidratas, Fluka 122 °C; n;’ 1,430; NH,NH, -H,0
d;’ 1,030 g/ml
M. 68,08; N
Imidazolas, Sigma Tyir. 256 °C; 4/:1»
d;y 1,23 g/ml H
4-Metilbenzensulfonil- M; 190,65; Tiyq. 66- B
chloridas, tozilchloridas, Fluka 69 °C c-s0{_)-cr,

, , M, 114,56; Tyir. 161 °C; o
Metglrlstllilfqgllchjz(;:llqaz, 2 1,452, H3C—fs:—C1
mezilchloridas, Aldric 4 1,480 gl 0

(0]
Natrio acetatas, Reachim M; 82,03 J\
H,C ONa
Natrio dodecilsulfatas, Aldrich M, 288,38 CHs(CHZ)mCHzO‘é‘ONa
0
HO ONa
Natrio L-askorbatas, Sigma- M, 198,11 )\:ﬁ\ﬂ
Aldrich 070" Y ToH
OH
. . M; 118,52; Ty 118- o
Zgzp?r;lgllchlorformlatas, 122 °C; n® 1,435; CI/U\O
e d* 1215 g/mL —=cH
2,4,6.—TI‘ICthI‘f)-S-t.I'laZII}ElS, M. 184.41: CIpNy €l
Aldrich, perkristalintas 18 o Ny N
Tyir. 190 °C
heksano cl
H,C CH,
Tetrabutilamonio bromidas, SN —/_ Br
. M, 322,38 N r
Reachim H3C\/\/ M\ cH,
Trifenilfosfinas, Sigma-Aldrich M, 262,29 ©
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M; 101,19; T, Hst
Trietilaminas, Fluka 88,8 °C; np 1,401; vaCHs
d;y 0,726 g/ml; CH,
Trifluormetansulfonil- M, 282,14; - C_(l?_o_ll_cF
anhidridas, Sigma-Aldrich d* 1,677 g/ml LT
.. . . . CH,0H
Trishidroksimetilamino- M. 157.60 HN _|_CHZOH
metanas, TRIS, Fluka CH,0H
Vyno rugstis, 2,3- ] oH
dihidroksibutano dirtgstis, Y, 100:0% Tia 172- ho or
. 174 °C
Reachim O OH
2.1.3. Neorganinés medZiagos
Pavadinimas Savybés Formulé
Cinko chloridas, Reachim M, 136,32 ZnCl,
Licio chloridas, Fluka M, 42,39 LiCl
Magnio sulfatas, Sigma-Aldrich M, 120,41 MgSO4
Natrio chloridas, Fluka M, 58,44 NaCl
Natrio hidroksidas, Reachim M, 40 NaOH
Natrio karbonatas, Reachim M; 105,99 Na,CO3
Natrio azidas, Sigma-Aldrich M, 65,01 NaNj;
Natrio hidridas (60 %
mineralinéje alyvoje), Aldrich M, 24 NaH
Natrio nitritas, Sigma-Aldrich M, 69 NaNO,
Natrio .Vandemho karbonatas, M. 84.01 NaHCO;
Reachim
Natrio sulfatas, Sigma-Aldrich M, 142,04 Na;504
. : . M, 169,87
Sidabro nitratas, Reachim T 212 °C AgNO;
Sulfonilchoridas (sulfurilo M; 134,96; SO.Cl
chloridas), Sigma-Aldrich d;’ 1,667 g/ml S
Vandenilio chlorido riigstis, M; 36,46; Ty 48 °C; Hel
37%, Reachim d;’ 1,18 g/ml
Varlo(II) sulfato_pentahidridas, M. 249,68 CuSO4-5H,0
Reachim
2.1.4. Tirpikliai
Pavadinimas Savybés Formulé
Acetonas, Penta M, 58,08; T,;. 56,2 °C; CH;COCH;
ny) 1,3588;d;° 0,798 g/ml
Acto ragstis, Reachim M, 60,05; T,;, 117-118 °C; CH;COOH

n? 1,371; d2 1,050 g/ml
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Acto riigSties chloranhidridas,

M, 78,50; d;° 1,104 g/ml

CH,COCI

Reachim
Amonio hidroksidas, 25 %, M, 35,05; d* 1,049 g/ml NH,OH
Aldrich
Acetonitrilas, Aldrich M, 41,05; n2 1,344; CH;CN
d;’ 0,786 g/ ml
“T... 61 °C- CHCI
Chloroformas, Aldrich 1’\;[;2 111749‘1‘3676;11;?6 611’ 49Cz, o/ml 3
Etanolis, Kemetyl, 96% M, 46,07; T,;. 78 °C; C,H;OH
ny 1,36; d;’ 0,789g/ml
Etilacetatas, Reachim M, 88,11; Ty;. 76,5-77,5 °C; CH;COOC,Hs
ny 1,372; d;° 0,902 g/ml
Dietileteris, Penta M, 74,12; Ty;. 34,6 °C; (CH;CH,),0
2 1,353;d% 0,706 g/ml
1,4-Dioksanas, Aldrich M, 88,11; T,;. 100-102 °C; C4HO,
2 1,422; d* 1,034 g/ml
N,N-Dimetilacetamidas, M, 87,12; Ty;. 165-167 °C,; O N-CH
DMA, Fluka i 1437, d* 0942 g/ml  HCTcn
N,N-Dimetilformamidas, M; 73,09; T,;. 180-184 °C; OyN:CH3
DMF, Aldrich 2 1,430; d 0,944 g/ml H™ e,
Dimetilsulfoksidas, DMSO, M; 78,13; Ty;. 189 °C; O:S:CHa
Aldrich ny 1,479; d;° 1,100 g/ml CH,
Metileno chloridas, Aldrich M, 84,93; T, 39,8-40 °C; CH,Cl,
2 1,424; d> 1,325 g/ml
. M; 32,04; T,;. 64,5 °C; CH;0H
Metanolis, Penta 2 133 d2 0,792 g/ml
Piridinas, Py, Fluka 122} 719, ,51(?9,;5?5 101;78C :g il B
. M. 60.10; T, 82 °C; (CH,),CHOH
2-Propanolis, i-PrOH, Penta 2 1377; d* 0,785 g/ml
Tetrahidrofuranas, Aldrich l:iz)f) 712, 2:017”5%5 605,;36879 gC/r,nl e
M, 92.14; Ty, 110.6 °C; CoH;CH,

Toluenas, Fluka

ny 1,496; d;° 0,865 g/ml

2.1.5 Fermentai

Pavadinimas/saltinis

Savybés

Celulazeé is Trichoderma reesei,

1,4-(1,3:1,4)-B-D-gliukan 4-
gliukano hidrolazé

Topt 37 °C, pHope 5,0-5,5, aktyvumas >1

V/mg

Pektinaze 1§ Aspergillus niger

Topt 47 °C, pHpe 3,0, aktyvumas. 0,65

V/mg
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2.2. Sinteziy metodikos
2.2.1. Metoksipolietilenglikolio ,,aktyvavimas“
2.2.1.1. Metoksipolietilenglikolio alkino sintezé

5 g (2,5 mmol) MPEG istirpinama 20 ml metileno chlorido ir | gaurg
tirpalg maiSant 0 °C temperatiiroje suberiama 0,15 g NaH (60 % suspensija
mineralin¢je alyvoje, 6,25 mmol). MiSinys 30 min. maiSomas magnetine
maiSykle, tada létai sulasinama 0,4 ml propargilbromido (80 % tirpalas
toluene, 2,75 mmol). Reakcija vykdoma 2 val. 0 °C temperatiiroje ir dar 22 val.
kambario temperatiiroje, maiSant magnetine maiSykle. Reakcijai pasibaigus,
Ipilama 75 ml distiliuoto vandens ir produktas iSskiriamas ekstrahuojant
metileno chloridu. Metileno chlorido ekstraktas koncentruojamas, likutis
tirpinamas 20 ml benzeno ir produktas iSsodinamas j; 200 ml dietileterio.
Produktas nufiltruojamas, kelis kartus plaunamas dietileteriu ir dZiovinamas

vakuuminéje krosnyje kambario temperatiiroje. Gauta 4,6 g (iSeiga 80 %).
2.2.1.2. Metansulfonilmetoksipolietilenglikolio sintezé

2 g (I mmol) MPEG istirpinama 10 ml piridino, gautas tirpalas
atSaldomas ledo vonioje iki 0 °C temperatiiros ir ] jj, intensyvial maiSant
magnetine maiSykle, sulaSinama 0,2 ml (2,5 mmol) metansulfonilchlorido,
iStirpinto 15 ml metileno chlorido. Reakcijos miSinys Sildomas iki kambario
temperatiros ir maiSomas 18 val. Pasibaigus reakcijai, miSinys
koncentruojamas rotaciniu garintuvu iki 30 % pradinio tiirio, liekana plaunama
sociu NaHCO;j tirpalu ir ekstrahuojama metileno chloridu. Organinis sluoksnis
dziovinamas Na,SO,4, produktas iSsodinamas ] dietileterj, filtruojamas,

plaunamas dietileteriu ir dZiovinamas. ISeiga 1,76 g (85 %).
2.2.1.3. Metoksipolietilenglikolio azido sintezé

1,5 g (0,65 mmol) O-metansulfonilmetoksipolietilenglikolio iStirpinama
10 ml DMF. | gautg tirpalg suberiama 0,11 g (1,6 mmol) natrio azido. Reakcija
vykdoma 4 val. 105 °C temperatiiroje ir dar 18 val. kambario temperatiiroje

inertinéje atmosferoje maiSant magnetine maiSykle. Reakcijos miSinys
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koncentruojamas rotaciniu garintuvu, liekana tirpinama 20 ml benzeno.
Produktas iSsodinamas ] dietileterj (200 ml), filtruojamas, kelis kartus

plaunamas dietileteriu ir dZiovinamas ore. ISeiga 1,13 g (56 %).
2.2.1.4. Metoksipolietilenglikolio sukcinato sintezé

15 g (7,5 mmol) MPEG istirpinama 80 ml 1,4-dioksano. | gautg tirpala
suberiama 2,25 g (22,5 mmol) gintaro riigSties anhidrido ir jpilama 4,1 ml
piridino (apie 5 % v/v). Reakcija vykdoma azoto atmosferoje 70 °C
temperatiroje 72 val. maiSant magnetine maiSykle. Reakcijos produktas
iSsodinamas ] didel] kiekj dietileterio, filtruojamas, iStirpinamas metileno
chloride ir persodinamas j dietileter], taip kartojant 3 kartus. Gautas produktas

dziovinamas 40 °C temperattiroje. [Seiga 11,4 g (73%).
2.2.2. Chitozano aminogrupiy apsauga
2.2.2.1. N-ftaloilchitozano sinteze [156]

12,9 g (87 mmol) ftalio riigSties anhidrido iStirpinama 110 ml sauso
DMF. | gautg tirpalg suberiama 5 g (29 mmol) chitozano. Reakcija vykdoma
120-130 °C temperatiiroje inertinéje atmosferoje maiSant mechanine maisykle
6-7 val. Tada tirpalas filtruojamas, filtratas pilamas j ledin] vandenj. ISkritusios
nuosédos nufiltruojamos, ekstrahuojamos etanoliu Soksleto aparate ir

dZiovinamos ore. ISeiga 7,95 g (99,6 %).
2.2.2.2. Chitozano/dodecilsulfato komplekso ruosimas [157]

3 g (17 mmol) chitozano ir 4,9 g (17 mmol) natrio dodecilsulfato
iStirpinama atitinkamai 200 ml ir 70 ml 2 % CH3;COOQOH. Natrio dodecilsulfato
tirpalas létai supilamas ] intensyviai maiSoma chitozano tirpalg, ir gautas
miSinys kambario temperatiroje létai maiSomas 2 val. Gautos nuosédos
(chitozano/dodecilsulfato kompleksas, CDK) filtruojamos, kelis kartus
praplaunamos distiliuotu vandeniu ir dZiovinamos vakuuminéje krosnyje

kambario temperatiiroje. ISeiga 6,2 g (98 %).
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2.2.3. Chitozano C(6) hidroksigrupés ,,aktyvavimas*
2.2.3.1. N-ftaloilchitozano C(6)-tozilinimas

0,5 g (1,88 mmol) N-ftaloilchitozano iStirpinama 50 ml DMA, gautas
tirpalas atSaldomas iki 4-8 °C temperatiiros ir ] ji létai sulas§inama 9,5 ml (68
mol) trietilamino bei 3,6 g (18,8 mmol) 4-metilbenzensulfonilchlorido,
iStirpinto 20 ml DMA. Reakcija vykdoma 8°C temperatiiroje maiSant
magnetine maiSykle 12 val. Pasibaigus reakcijai, produktas iSsodinamas i
ledin; vandenj, filtruojamas, praplaunamas chloroformu ir iSdZiovinamas.

ISeiga 0,63 g (79 %).
2.2.3.2. N-ftaloilchitozano C(6)-azidinimas

1 g (24 mmol) C(6)-O-(4-metilbenzensulfonil)-N-ftaloilchitozano
iStirpinama 35 ml DMF ir 10 ml vandens miSinyje. | gauta tirpalg suberiama
0,78 g (12 mmol) natrio azido. Reakcija vykdoma 100 °C temperatiiroje
maiSant magnetine maiSykle 24 val. Reakcijai pasibaigus, produktas
iSsodinamas ] ledinj vandenj, filtruojamas, kelis kartus praplaunamas lediniu

vandeniu, etanoliu ir dZiovimas 40 °C temperattroje. ISeiga 0,55 g (73 %).
2.2.3.3. N-ftaloilchitozano C(6)-propargilinimas

0,8 g (3,0 mmol) N-ftaloilchitozano iStirpinama 30 ml DMF. Tirpala
atSaldZius ledo vonioje iki 0 °C, jdedama 0,27 g (9,0 mmol) NaH (60 %
mineralin¢je alyvoje). MiSinys maiSomas magnetine maiSykle 30 min., tada
létai sulasSinama 0,65 ml (4,5 mmol) propargilbromido (80 % tirpalas toluene).
Reakcija vykdoma 2 val. 0 °C temperatiiroje ir dar 22 val. 60 °C temperatiiroje.
Po to jpilama 10 ml vandens, reakcijos produktas iSsodinamas ] acetona,
filtruojamas, kelis kartus praplaunamas acetonu ir dZiovinamas 40 °C

temperattroje. ISeiga 0,77 g (84 %).
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2.2.4. CDK esancio chitozano C(6) hidroksigrupés ,,aktyvavimas*
2.2.4.1. CDK esancio chitozano C(6)-tozilinimas

1,5 g (4,1 mmol) chitozano/dodecilsulfato komplekso (CDK)
iStirpinama 150 ml 4 % LiCl tirpale DMA ir j ji létai sulasinama 37,8 ml (133
mmol) trietilamino. Gautas miSinys atSaldomas ledo vonioje iki 4 °C ir i ji
sulaSinama 13,0 g (66,5 mmol) 4-metilbenzensulfonilchlorido, iStirpinto 30 ml
DMA. Reakcija vykdoma ledo vonioje 0-4 °C temperatiroje 24 val. maiSant
magnetine maiSykle. Reakcijai pasibaigus, reakcijos produktas iSsodinamas
ledinj vandenj. Susidariusios nuosédos filtruojamos, praplaunamos

chloroformu ir dziovinamos 40 °C temperatiiroje. ISeiga 1,08 g (51 %).
2.2.4.2. CDK esancio chitozano C(6)-brominimas

1,5 g (4,1 mmol) CDK istirpinama 150 ml 4 % LiCl tirpale DMA.
Tirpalas atSaldomas ledo vonioje iki 4 °C ir | ji suberiama 7,12 g (40 mmol)
N-bromsukcinimido ir 10,5 g (40 mmol) trifenilfosfino, iStirpinto 40 ml DMA.
Maisant magnetine maiSykle, reakcija 15 min. vykdoma 4 °C temperatiiroje ir
dar 2 val. 80 °C temperattiroje. Produktas iSsodinamas j vandeninj Na,CO;
tirpala, filtruojamas, kelis kartus plaunamas vandeniu, etanoliu ir dZiovinamas

40 °C temperaturoje. ISeiga 0,72 g (42 %).
2.2.4.3. CDK esancio chitozano modifikavimas trichlortriazinu

1,5 g (4,1 mmol) CDK istirpinama 150 ml 4 % LiCl tirpale DMA,
tirpalas atSaldomas ledo vonioje iki 4 °C temperatiiros, ] ji suberiama 3,61 g
(34,1 mmol) Na,CO; ir 4,4 g (34,1 mmol) 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazino,
iStirpinto 30 ml DMA. Reakcija vykdoma 80 °C temperatiiroje 40 val. maiSant
magnetine maiSykle. Gautas produktas iSsodinamas ] acetong, filtruojamas,
kelis kartus plaunamas vandens-acetono miSiniu (1/1, v/v), vandeniu ir

dZiovinamas 40 °C temperatiiroje. ISeiga 1,0 g (73 %)).
2.2.4.4. CDK esancio chitozano C(6)-azidinimas

0,5 g C(6)-bromchitozano, jeinanc¢io ; CDK, istirpinama 50 ml DMSO ir
1 gautg tirpalg suberiama 0,5 g (7,7 mmol) natrio azido. Reakcija vykdoma
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100 °C temperatiiroje maiSant magnetine maiSykle 24 val. Reakcijai
pasibaigus, tirpalas kelias paras dializuojamas vandenyje naudojant Visking
(SERVA, MWCO 12000-14000) dializés Zarng, koncentruojamas rotaciniu
garintuvu ir dziovinamas dziovinimo krosnyje 40 °C temperatiiroje. ISeiga 0,25
g (56 %).

C(6)-azidintas chitozanas, jeinantis ] CDK, naudojant kitus C(6)

hidroksigrupés ,,aktyvavimo* biidus, sintetinamas pagal ta pacig metodika.

2.2.5. Chitozano azidinimo reagenty sintezé
2.2.5.1. Chlorhidrino azido (CHA) sintezé [158]

16,0 g (0,25 mmol) NaNj; istirpinama 40 ml vandens, kuriame yra
0,196 g (0,6 mmol) tetrabutilamonio bromido. | gautg tirpalg sulasinama 20 ml
(0,25 mol) epichlorhidrino. Reakcija vykdoma tamsoje, 27 °C temperatiiroje
18 val. maiSant magnetine maiSykle. Reakcijai pasibaigus, jpilama 50 ml
metileno chlorido, organinis sluoksnis atskiriamas ir dziovinamas bevandeniu
Na,SO,. Metileno chloridas paSalinamas rotaciniu garintuvu. ISeiga 30,6 g

(90 %).
2.2.5.2. Trifluormetansulfonilazido (TFA) sintezé [159]

0,55 g (8,38 mmol) NaNj iStirpinama 1,37 ml vandens, jpilama 1,37 ml
tolueno. Gautg miSinj atSaldzius ledo vonioje iki 0 °C, sulaSinama 0,896 ml
(4,19 mmol) trifluormetansulfonilanhidrido. Reakcija vykdoma 30 min. 0 °C
temperatiroje ir dar 2 val. kambario temperatiiroje maiSant magnetine
maiSykle. Reakcijai pasibaigus, lasinamas sotus NaHCOj; vandeninis tirpalas,
kol nustoja skirtis dujos. Vandeninis sluoksnis 2 kartus ekstrahuojamas 1,37 ml
tolueno. Gautas trifluormetansulfonilazido tirpalas toluene dziovinamas

bevandeniu Na,SOy ir iSkart naudojamas azidinimo reakcijoje.
2.2.5.3. Imidazol- 1-sulfonilazido hidrochlorido (ISA) sinteze [160]

16,1 ml (0,2 mol) sulfonilchlorido sulaSinama j iki 0 °C atSaldytg NaN;
(13,0 g, 0,2 mol) suspensijag 200 ml acetonitrilo. Reakcija vykdoma 18 val.

kambario temperatiroje. Po to, reakcijos miSinj ledo vonioje at$aldzZius iki 0 °C
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temperattiros, ] ji dalimis suberiama 25,9 g (0,38 mol) imidazolo. Reakcijos
miSinys maiSomas magnetine maiSykle 3 val. kambario temperatiiroje, tada
praskiedZiamas 400 ml etilacetato, ekstrahuojamas 2 kartus 400 ml vandens, 2
kartus 400 ml soCiojo NaHCO; tirpalo. Gautas organinis sluoksnis
dziovinamas MgSO,, nufiltruojamas. Filtratas atSaldomas iki 0°C ir j jj
sulaSinamas paruoStas HCI tirpalas etilacetate, gautas 21,3 ml (0,3 mol) acto
rigSties chloranhidrido sulaSinus ] 75 ml etanolio. Nuosédos tuoj pat
filtruojamos, 3 kartus plaunamos 100 ml etilacetato ir dziovinamos 40 °C

temperattroje. ISeiga 26,4 g (63 %).

2.2.6. N-azidinto chitozano sinteziy metodikos
2.2.6.1. N-azidinto chitozano sintezé, naudojant chlorhidrino azidg [158]

1,2 g (8,67 mmol) chitozano iStirpinama 75 ml 5 % acto rigsties ir
75 ml 5 % HCI miSinyje. | gautg tirpalg sulaSinama 7,8 ml (72,4 mmol) CHA.
Reakcija vykdoma tamsoje 27 °C temperatiiroje 24 val. maiSant magnetine
maiSykle. Reakcijai pasibaigus, produktas i§sodinamas i 40 % amoniako tirpala
metanolyje, nuosédos filtruojamos, kelis kartus plaunamos metanoliu,
vandeniu, acetonu ir dziovinamos dziovinimo krosnyje 40 °C temperatiroje.

Produktas iki naudojimo laikomas tamsoje eksikatoriuje. ISeiga 1,08 g (90 %).
2.2.6.2. N-azidinto chitozano sintezé, naudojant NaN; ir NaNO,

1 g (0,578 mmol) chitozano iStirpinama 50 ml 1% HCI. Tirpalas
atSaldomas ledo vonioje iki 0 °C ir maiSant per 5 min. j ji sulaSinama 0,47 g
(6,97 mmol) NaNO,, iStirpinto 2 ml vandens. | gautg miSin; jpilama 0,42 g
(6,38 mmol) NaNj, istirpinto 2 ml vandens. Produktas i§sodinamas j 50 ml 1 %
NaOH vandenin;j tirpalg. Nuosédos nufiltruojamos, plaunamos vandeniu iki

neutralios terpés ir dZiovinamos 40 °C temperatiiroje. ISeiga 0,51 g (50 %).
2.2.6.3. N-azidinto chitozano sintezé, naudojant trifluormetansulfonilazidg

0,5 g (2,89 mmol) chitozano istirpinama 20 ml 0,5 M HCI. | gauta
tirpala, intensyviai maiSant, supilama 0,78 g (9,3 mmol) NaHCO;, 0,022 g
(0,09 mmol) CuSO,4-5H,0, kiekvienas atskirai iStirpinty 10 ml vandens, 4,9 ml
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(5,95 mmol) TFA ir 15 ml metanolio. Gautas melsvas miSinys magnetine
maiSykle maiSomas 5 dienas kambario temperatiiroje. Produktas i§sodinamas j
acetona, filtruojamas, kelis kartus plaunamas acetonu, iStirpinamas 0,2 % acto
rugStyje ir dializuojamas vandeniu 48 val., naudojant Visking (SERVA,
MWCO 12000-14000) dializés Zarng. Dializatas koncentruojamas rotaciniu
garintuvu ir produktas dziovinamas vakuumin¢je dZiovykloje kambario

temperattroje. ISeiga 0,35 g (65 %).

2.2.6.4. N-azidinto chitozano sintezé, naudojant imidazol-1-sulfonilazido

hidrochloridg

1,0 g (5,92 mmol) chitozano iStirpinama 40 ml 0,1 M HCI, jdedama
0,336 g (4,0 mmol) NaHCO; ir 30 min. energingai maiSoma magnetine
maiSykle. | gauta miSin; suberiama 12,3 g (59,2 mmol) ISA, 497¢
(59,2 mmol) NaHCO;, supilama 0,146 g (0,59 mmol) CuSO,-5H,0, istirpinto
1 ml vandens, pridedama 10 ml metanolio. Reakcija vykdoma kambario
temperatiiroje 24 val. energingai maiSant magnetine maiSykle. Produktas
i§sodinamas ] acetona, filtruojamas, kelis kartus plaunamas vandeniu ir acetonu

ir dziovinamas 40 °C temperatiiroje. ISeiga 0,96 g (87 %).

2.2.7. Chitozano skiepytyjy kopolimery sintezé

2.2.7.1. Chitozano-N-TMPEG skiepytyjy kopolimery sintezé “klik” chemijos

metodu

0,16 g (0,63 mmol) N-azidinto chitozano (AL 27 %), paruoSto pagal
2.2.6.1. metodika, iStirpinama 40 ml 0,05 M HCIL. | gauta tirpalg supilama
52mg (0,021 mmol) CuSO,-5H,0, istirpinto 3 ml vandens, 84 mg
(0,042 mmol) natrio askorbato, iStirpinto 3 ml vandens, ir 0,51 g (0,25 mmol)
O-propargilmetoksipolietilenglikolio, iStirpinto 40 ml metileno chlorido.
Reakcija vykdoma 40 °C temperatiiroje 24 val. maiSant magnetine maisykle.
Reakcijai pasibaigus, metileno chloridas pasalinamas rotaciniu garintuvu, o
likes miSinys 18 val. dializuojamas 0,1 % acto rugsties tirpale ir 48 val.

vandenyje, naudojant Visking (SERVA, MWCO 12000-14000) dializés Zarna,
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koncentruojamas rotaciniu garintuvu ir dZiovinamas vakuumingje dziovykloje

kambario temperatiiroje. ISeiga 0,52 g (65 %, kai PL 26 %)).
Chitozano-N-TMPEG  skiepytyjy = kopolimery,  kuriuose  yra

triazolilfragmentas, sintez¢, naudojant kitais biidais gautg N-azidintg chitozana,

vykdoma pagal tg pacig metodika.

2.2.7.2. Chitozano-C(6)-TMPEG skiepytyjy kopolimery sinteze “klik”
chemijos metodu

0,12 g (0,37 mmol) C(6)-azidinto N-ftaloilchitozano, paruoSto pagal
2.2.3.2. metodika, iStirpinama 15 ml DMSO. [ gautg tirpalg supilama 4,6 mg
(0,012 mmol) CuSOy4-5H,0, istirpinto 2 ml vandens, 7,3 mg (0,037 mmol)
natrio askorbato, iStirpinto 2 ml vandens, ir 0,75 g (0,37 mmol) O-propargil-
metoksipolietilenglikolio, 1Stirpinto 10 ml vandens. Reakcija vykdoma 55 °C
temperatiiroje 24 val. maiSant magnetine maiSykle. Reakcijai pasibaigus,
vanduo pasalinamas rotaciniu garintuvu. | likusj reakcijos miSinj jpilama 1 ml
hidrazino monohidrato ir miSinys kaitinamas 80 °C temperattroje 2 val. Po to
tirpalas 18 val. dializuojamas 0,1 % acto rugsties tirpale ir 48 val. vandenyje,
naudojant Visking (SERVA, MWCO 12000-14000) dializés zarna,
koncentruojamas rotaciniu garintuvu ir dziovinamas 40 °C temperatiroje.
ISeiga 0,39 g (50 %, kai PL 50 %).

Chitozano-C(6)-MPEG kopolimerai 1§ C(6)-azidinto CDK sintetinami
pagal ta paCiag metodika. Natrio dodecilsulfatas i§ kopolimero paSalinamas

naudojant stiprig baze¢ TRIS, kuri veikia kaip deblokuojantis reagentas.

2.2.7.3. Chitozano-N-MPEG skiepytyjy kopolimery sintezé, naudojant MPEG

sukcinatq

3,6 g (1,71 mmol) MPEG sukcinato ir 0,67 g (3,49 mmol) EDC
iStirpinama 20 ml vandens. Gautas tirpalas sumaiSomas su 75 ml 1,0 %
chitozano (0,75 g, 4,3 mmol) tirpalu 0,25 % vandeninéje acto riigStyje.
Reakcija vykdoma 50 °C temp. 24 val. maiSant magnetine maiSykle. Gautas

polimero tirpalas keturias paras dializuojamas vandenyje naudojant Visking
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(SERVA, MWCO 12000-14000) dializés Zarng, koncentruojamas rotaciniu

garintuvu ir liofilizuojamas. ISeiga 2,6 g (62 %).

2.2.8. Chitozano katijonizavimas N-2,3-epoksipropil-N,N,N-trimetilamonio

chloridu
2.2.8.1. Chitozano katijonizavimas EPTMAC riigstinéje terpéje [91]

1 g (5,78 mmol) chitozano iStirpinama 50 ml 1 % acto ragsties, ir |
gautg tirpalg sulaSinama 2,52 g (16,6 mmol) N-2,3-epoksipropil-N,N,N-
trimetilamonio chlorido (EPTMAC). Reakcija vykdoma 70 °C temp. 24 val.
Reakcijai pasibaigus, produktas iSsodinamas j Salta acetong, filtruojamas,
plaunamas kelis kartus acetonu ir dziovinamas 40 °C temperatiroje. ISeiga

1,49 g (91 %).
2.2.8.2. Chitozano katijonizavimas EPTMAC neutralioje terpéje [89]

1 g (5,78 mmol) chitozano disperguojama 10 ml vandens. | gauta
suspensija supilama 2,52 g (16,6 mmol) EPTMAC, istirpinto 7 ml vandens.
Reakcija vykdoma 80 °C temp. 4 val. maiSant magnetine maiSykle. Reakcijos
miSinys supilamas j Saltg acetong ir per nakt] maiSomas 6 °C temp. Saldytuve.
Gautos nuosédos nufiltruojamos, plaunamos keletg karty acetonu ir

dziovinamos 40 °C temperatiiroje. ISeiga 1,53 g (94 %).
2.2.8.3. Chitozano katijonizavimas EPTMAC sarminéje terpéje

1,75 g (11,6 mmol) EPTMAC istirpinama 5 ml vandens ir supilama |
chitozano (1 g, 5,78 mmol) dispersija 20 ml 1% NaOH tirpalo. Reakcija
vykdoma 70 °C temperatiiroje 24 val. Reakcijos miSinys atvésinamas iki
kambario temperatiiros, jpilama 20 ml metanolio ir 3 val kambario temp.
maiSoma magnetine maiSykle. Reakcijos produktas i§sodinamas j Saltg acetong,
kelis kartus plaunamas acetonu, filtruojamas, 5 val. ekstrahuojamas metanoliu

Soksleto aparate ir dziovinamas 40 °C temperaturoje. [Seiga 1,08 g (58 %).

66



2.2.9. CDK esancio chitozano O-katijonizavimas

2,1 g (13,5 mmol) EPTMAC istirpinama 20 ml vandens (arba 2-
propanolio) ir supilama ; CDK (1 g, 2,7 mmol) tirpalg 70 ml DMSO. Reakcija
vykdoma 70 °C temp. 24 val. maiSant magnetine maiSykle. Reakcijos miSinys
72 val. dializuojamas 15 % TRIS tirpale, po to 3 paras vandenyje, naudojant
Visking (SERVA, MWCO 12000-14000) dializés Zarng, koncentruojamas

rotaciniu garintuvu ir dziovinamas 40 °C temperatiiroje. ISeiga 0,74 g (84 %).
2.2.10. Chitozano-N-MPEG skiepytyjy kopolimery katijonizavimas

0,5 g (0,5 mmol) chitozano-N-MPEG (PL 40 %) kopolimero istirpinama
60 ml 0,25 % vandeninés acto riigSties ir | gautg tirpalg supilama 0,3 g
(2,0 mmol) EPTMAC, istirpinto 5 ml vandens. Reakcija vykdoma 50 °C temp.
24 val. maiSant magnetine maiSykle. Gautas polimero tirpalas keturias paras
dializuojamas vandenyje naudojant Visking (SERVA, MWCO 12000-14000)
dializés Zarng, koncentruojamas rotaciniu garintuvu ir liofilizuojamas. ISeiga

0,39 g (76 %).
2.2.11. Katijonizuoto chitozano fermentiné hidrolizé

0,24 g pektinazes 1§ Aspergillus niger arba celiulazés 1§ Trichoderma
reesi, iStirpintos 5 ml vandens, jpilama i 100 ml 4 % N-[(2-hidroksi-3-
trimetilamonio)propil]chitozano (N-KChz) tirpalg acetatiniame buferyje
(pH 4,6) ir maiSoma 37°C temperatiroje 24 val. Reakcijos produktas
iSsodinamas ] acetong, filtruojamas, plaunamas kelis kartus acetonu ir

dZiovinamas 40 °C temperatiiroje. ISeiga 2,7 g (67 %).
2.2.12. Katijonizuoto chitozano destrukcija UV spinduliais

ParuoSiama 100 ml 7 % katijonizuoto chitozano tirpalo 0,5 %
CH3;COOH ir supilama j 150 ml talpos kvarcinj mégintuvélj. Homogeninis
tirpalas kambario temperatiiroje maiSomas mechanine maiSykle ir Svitinamas
250 W UV lempa, esancia 24 ar 30 cm atstumu nuo ampulés. Katijonizuoto

chitozano destrukcija jvertinama matuojant tirpalo dinamine¢ klampa.
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2.2.13. Chitozano N-modifikavimas di- arba trikarboksiriigstimis
2.2.13.1. Chitozano N-modifikavimas adipo riigstimi

0,023 g (0,157 mmol) adipo rigsties iStirpinama 5 ml H,O ir 0,1 M
NaOH tirpalu pasarminama iki pH 6,5. AtSaldzius ledo vonioje iki 4 °C temp.,
jdedama 0,09 g (0,47 mmol) EDC. | gautg miSinj létai sulaSinamas chitozano
tirpalas, gautas 0,25 g (1,45 mmol) chitozano iStirpinus 250 ml 0,5 % acto
rugsties ir 0,1 M NaOH pasarminus iki pH 6,5. Reakcija vykdoma 24 val.
kambario temperatiroje maiSant magnetine maiSykle. Reakcijai pasibaigus,
tirpalas 72 val. dializuojamas vandenyje naudojant Visking (SERVA, MWCO
3500) dializés Zarng ir liofilizuojamas. ISeiga 0,2 g (78 %, kai PL 10 %).

Chitozano N-modifikavimas vyno arba citriny rigstimi vykdomas pagal

ta pacig metodika.
2.2.13.2. Adipo rugstimi modifikuoto chitozano N-modifikavimas CPAD

0,27 g (0,097 mmol) (4-cianpentano rigsties)-4-ditiobenzenkarboksilato
(CPAD) istirpinama 10 ml 1,4-dioksano ir 0,1 M NaOH tirpalu paSarminama
iki pH 6,5. AtSaldZzius ledo vonioje iki 4°C temp., jdedama 0,074 g
(0,39 mmol) EDC. | gautg miSinj létai sulaSinama 0,1 g (0,54 mmol) adipo
rigs$timi modifikuoto chitozano (PL 10 %), iStirpinto 10 ml 0,5 % acto
rugsties, ir tirpalo pH 0,1 M NaOH tirpalu padidinamas iki 6,5. Reakcija
vykdoma 24 wval. kambario temperatiiroje maiSant magnetine maiSykle.
Reakcijai pasibaigus, tirpalas 72 val. dializuojamas vandenyje, naudojant
Visking (SERVA, MWCO 3500) dializés Zarng ir liofilizuojamas. ISeiga 0,09 g
(72 %, kai PL 18 %).

2.3. Analiziy metodikos

2.3.1. Pirminiy aminogrupiy, karboksigrupiy, epoksigrupiy ir azoto kiekio
nustatymas

Pirminiy aminogrupiy, karboksigrupiy, epoksigrupiy ir azoto kiekis
nustatytas pagal zinomas metodikas [161]. Kaiser testas atliktas pagal Zinomg

metodika [51].

68



2.3.2. Joninéje formoje esancio chloro kiekio nustatymas

Analizuojamas miSinys potenciometriSkai titruojamas AgNO; (0,1 M)
tirpalu, indikatoriniu elektrodu naudojant Ag, o palyginamuoju — AgCl/KCl
elektrodus. [ tirpalg laSinama po 0,1-0,4 ml AgNO; tirpalo ir uzraSomos celés
potencialy skirtumo tarp elektrody vertés (mV). Grafiniu biidu suradus

ekvivalentinj taska, bendras chloro kiekis bandinyje apskaifiuojamas pagal

formule:
1=V CMa 100
m-1000
c¢ia: C — AgNO; tirpalo koncentracija, mol/l;
Vv — titravimui sunaudotas AgNQOj tirpalo tiris, ml;
m — bandinio masg, g;
M —chloro atominé masé, 35,453.

2.3.3. Chitozano azidinimo laipsnio nustatymas
2.3.3.1. IS aminogrupiy kiekio

Chitozano azidinio laipsnis (AL, %) N-azidintame chitozane
apskaiciuojamas 1§ eksperimentiSkai nustatyty pirminiy aminogrupiy (NH,, %)
kiekio pagal formule:

_ 1152-173-NH,
(M —16)- NH, +1600

kuri iSvesta 1§ formulés, naudojamos apskaiciuoti teorin] aminogrupiy kiekj
azidintame chitozane:

N = 16-(72 - AL)
27 161-(72 - AL)+(161+ M —16)- AL +203-28

100,

Cia: 16 — pirminés aminogrupés molekuliné masé;
72 — chitozano deacetilinimo laipsnis, %o;
161 — monosacharidinés grandies, C(2) padétyje turinCios

aminogrupe, molekuliné mase;
M — azidg turinCios liekanos molekuliné masé (-N; arba —

NHCH,CH(OH)CH,N3);
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203 — N-acetilintos monosacharidinés grandies molekuliné mas¢;

28 — chitozano acetilinimo laipsnis, %.
2.3.3.2. IS azoto kiekio

Chitozano azidinimo laipsnis (AL, %) N-azidintame chitozane

apskaiCiuojamas 1§ eksperimentiSkai nustatyto azoto kiekio (N, %) pagal

formuleg:
AL = 14N_8’19 -100,
M 0,0870
145+ M

kuri iSvesta 1§ formulés, naudojamos apskaiCiuoti teorinj azoto kiekj

azidintame chitozane:

=14—nAL+£(72_AL)+£28’
(161-16+ M) 161 203
¢ia: 14  —azoto santykiné atominé mase;
n — azoto atomy skaicius azidintoje grandyje.

2.3.3.3. IS FT-IR spektry

Chitozano azidinimo laipsnis (AL, %) nustatomas bazinés linijos
metodu, lyginant budingyjy sugerties juosty intensyvumus — azido grupés (I;)
ties 2286-2085 cm’ ir acetamido grupés (I,) ties 1720-1595 cm™'. Kalibracijai
naudoti ekvimolinio chitozano ir natrio azido miSinio spektrai. AL (%)
apskai¢iuojamas pagal formule:

AL=I—1-23-100,
2
kur: 23 — kalibraciné konstanta, kai chitozano deacetilinimo laipsnis yra

72%.
2.3.4. Chitozano pakeitimo laipsnio jo kopolimeruose skaiciavimas

Pakeitimo laipsnis (PL, %) parodo, kiek vidutinisSkai MPEG grandiniy

yra prijungta prie 100 chitozano grandziy.
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2.3.4.1. Chitozano-N-TMPEG kopolimeruose
Chitozano pakeitimo laipsnis (PL, %) chitozano-N-TMPEG skiepytuosiuose
kopolimeruose apskaiCiuojamas 1§ eksperimentiSkai nustatyty pirminiy
aminogrupiy (NH,, %) kiekio pagal formule:

_ 1152-173-NH,
(M, +M,)-NH, +1600

kuri iSvesta 1§ formulés, naudojamos apskaiciuoti teorinj aminogrupiy kiekj

chitozano-N-TMPEG kopolimeruose:

~ 16-(72 - PL) 100
27 161-(72-PL)+(161+ M, + M, —16)- PL+203-28
¢ia: M; — MPEG molekuliné¢ masé;
M, —skiepa jungiancios grandies molekuliné mase (64 arbal37).

2.3.4.2. Chitozano-O-TMPEG kopolimeruose

Chitozano pakeitimo laipsnis (PL, %) chitozano-O-TMPEG
skiepytuosiuose kopolimeruose apskai¢iuojamas 1§ eksperimentiSkai nustatyty

pirminiy aminogrupiy (NH,, %) kiekio pagal formulg:

pp _ (6.06-NH)1T3 |\
NH, - 2063

¢ia: 6,66 —aminogrupiy kiekis chitozane (DL 72%), %;
173 — chitozano monosacharidinés grandies molekuliné masé (DL
72 %);

2063 — MPEG, turincio triazolo liekang, molekuliné¢ mase.
2.3.4.3. Chitozano katijonizavimo laipsnio nustatymas

Chitozano katijonizavimo EPTMAC laipsnis (KL, %) apskai¢iuojamas
1§ eksperimentiskai nustatyty pirminiy aminogrupiy (NH,, %) kiekio pagal
formule:

g 1152-173-NH,
M - NH, +1600

2
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¢ia:. M — EPTMAC molekuliné masé¢ (151,63).
Katijonizavimo laipsnis i$ eksperimentiSkai nustatyto chloro kiekio gali
buti apskaic¢iuojamas ir pagal formule:

_msa
3550-151,63-CI

2

kuri iSvesta 1§ formulés, naudojamos apskaiciuoti teorinj chloro kiekj

katijonizuoto chitozano dariniuose:

I - 35,5 KL 10
161-(72— KL)+312,63- KL +203-28

>

¢ia: ClI — chloro kiekis katijonizuotame chitozane, %;

312,63 — katijonizuoto chitozano molekuliné mase.
2.3.4.4. Naudojant 'H BMR spektrus

Chitozano pakeitimo laipsnis (PL, %) jo dariniuose apskaifiuojamas i$

'H BMR spektry, lyginant priskiepytai grandinei bidingy protony ir chitozano
acetilgrupés ties 1,8-1,9 ppm signaly plotus pagal formule:

H/n

PL 3 -0,28-100,
¢ia: H — analitinio protony signalo priskiepytoje granding¢je smailés
plotas;
n — analitinio signalo protony, esanciy priskiepytoje grandingje,
skaicius;
A — acetatinés grupes signalo plotas.

2.3.5. Vario kiekio chitozano-N-TMPEG kopolimeruose nustatymas

Vario kiekis chitozano-N-TMPEG kopolimeruose nustatomas liepsnos
atominés absorbcijos spektrometrijos metodu, naudojant atominj absorbcinj
spektrometra Hitachi 170-50. Nustatymo salygos: Cu analizés linija —
324,8 nm, srovés stipris — 10 mA. Kalibracinei kreivei gauti imama tam tikras
kiekis etaloninio vario tirpalo bei 5 ml 2 M HCI ir skiedziama bidistiliuotu
H,0 iki 100 ml. Gaunama serija tirpaly, kuriuose Cu koncentracija kinta nuo

0,05 iki 1,6 pg/ml.
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Siekiant nustatyti vario kiekj chitozano-N-TMPEG kopolimeruose, 30-
50 mg 105 °C temp. i8dziovinto méginio 0,5 val. kaitinama 250 °C tempe-
ratiiroje ir po to 0,5 val. deginama 500-550 °C temperatiiroje. Gauti pelenai
suSlapinami bidistiliuvotu H,O, sumaiSomi su 5 ml praskiestos HCI (1:1),
miSinys Svelniai virinamas, atvésinamas iki kambario temperatiiros, supilamas
1 10 ml matavimo kolbute ir iki Zymés praskiedziamas bidistiliuotu vandeniu.
Matuojama Cu atominé absorbcija ir 1§ kalibracinés kreivés nustatomas Cu

kiekis.
2.3.6. Spektroskopinis chitozano dariniy tyrimas

FT-IR spektrai uzraSyti PERKIN ELMER Spectrum BX spektrometru
sausame ore 20 °C temperatiiroje, naudojant KBr tabletes. Skenavimo
parametrai: ribos 520-3600 cm™, skiriamoji geba 2 cm”. 'H-BMR spektrai
uzraSyti UNITY INOVA VARIAN 300 MHz spektrometru 5 mm BMR ampulése
29 °C temperatiiroje. Kopolimery tirpalai buvo ruosiami DMSO-d4, D,0, arba

D,0, turin¢iame 1 lasg DCI arba acto riigsties-d,.
2.4. Chitozano skiepytyju kopolimery savybiy tyrimas
2.4.1. Ribinio klampos skaiCiaus nustatymas

Paruo$iamas 0,5-2,0 dL/g koncentracijos polimero tirpalas buferiniame
tirpale (0,2 M CH3;COOH/0,1 M CH3;COONa). Chitozano dariniy tirpaly
klampa buvo matuojama Ubelodés viskozimetru 25°C temperatiiroje
(kapiliaro diametras 0,56 mm). Praskiedimams viskozimetre naudojama tiek
tirpiklio, kad susidaran¢iame tirpale pradinio polimero tirpalo biity apie %, Y,
5 1r Ya. [n] nustatoma 7, it 17, ekstrapoliacijos ] nuling koncentracijg buidu.

Tiriamyjy tirpaly redukuota klampa matuojama Ostwald‘o viskozimetru

25 °C temperatiroje (kapiliaro diametras 0,56 mm).
2.4.2. Dinaminés klampos nustatymas

Katijonizuoty chitozano dariniy dinamin¢ klampa matuojama

Brookfield‘o DV-II viskozimetru 18 °C temperatiiroje.
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2.4.3. Kopolimery molekulinés masés nustatymas molekuliniy siety

chromatografijos metodu

Kopolimery molekuliné masé¢ buvo nustatoma, naudojant molekuliniy
siety chromatografijos jranga: izokratinj siurblj (Watrex), automatinio bandiniy
paémimo modulj Midas (Spark Instruments, Olandija), dvi koloneles Aquagel
MIXED (8 pm), skirtas junginiams, kuriy molekuliné masé 100-1-10° g/mol.
Eliuentas — acetatinis buferis (0,15 M CH;COONH,/0,2 M CH3;COOH), eliuento
tekmes greitis — 0,75 ml/min. Matavimai atliekami naudojant triguba (lGZio
rodiklio, Sviesos sklaidos ir klampos) jutikliy sistemg. Duomenys kaupiami ir

apdorojami naudojant Astra ir tri-SEC programing jrangg.
2.4.4. Dinaminé Sviesos sklaida

Daleliy hidrodinaminis spindulys nustatomas dinaminés Sviesos
sklaidos pagalba. ParuoSiami 1 % bandiniai acetatiniame buferyje (0,15 M
CH;COONH4/0,2 M CH3;COOH), filtruojami pro 22 um dydzio filtrus.
Kalibravimui naudojamas toluenas, kuris pasizymi dideliu §viesos iSbarstymu.
Tyrimas atlickamas 25 °C temperatiiroje. Pirmiausiai matuojamas tirpiklio, o
tik paskui tiriamo tirpalo Sviesos iSbarstymas. Kiuveté su tiriamu meéginiu
jstatoma ] specialig cele taip, kad lazerio Sviesa gerai praeity. Eksperimento
metu naudojamos lazerio bangos ilgis — 632 nm, o lazerio Sviesos sklidimo
kampas — 90°. Matuojami intensyvumy fliuktuacijos/svyravimai, kurie
perskaic¢iuojami j intensyvumy koreliacijy funkcijas — laiko priklausomybes
nuo iSsklaidytos Sviesos intensyvumo. Duomenys kaupiami ir apdorojami
naudojant ALV programing jrangg. Gaunama koreliacijos funkcija, reikalinga
difuzijos koeficientui surasti (D). Tirtamy daleliy hidrodinaminis spindulys
(Rp) apskaiciuojamas pagal lygti:

_ k-T
6-M-n-R,’
¢ia:  k — Bolcmano konstanta, 1,38'10'16 erg/K

T — absoliucioji temperatira, K

n — tirpiklio klampa
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2.4.5. Potenciometrinis titravimas

0,025 g medziagos iStirpinama 5 ml 0,01 M HCl/0,1 M NaCl ir
potenciometriSkai titruojama 0,05 M NaOH/0,1 M NacCl tirpalu, kiekvieng
kartg sulasinant po 0,05 ml 0,05 M NaOH/0,1 M NacCl. Ipylus Sarmo, tirpalas
apie 1 min. maiSomas ir tik tuomet uzraSomi pH-metro CyberScan pH6000
rodmenys. Titruojama tol, kol pH wvert¢ pasiekia 11-12. Nubrézus
potenciometrinio titravimo kreive, grafiniu biidu nustatomas visiSko
neutralizavimo (ekvivalentinis) taskas. Nustacius ekvivalentin; taska,
apskaiiuojamas  polielektrolito  jonizacijos laipsnis a  kiekvienam
potenciometrinés kreivés taSkui. Susitarta, kad visiSko neutralizavimo taske
jonizacijos laipsnis a=1, o pradiniame tirpale (prie§ neutralizacija) — o=0.
Pasinaudojant polielektrolito titravimo kreive, surandamos pH verteés,
atitinkancios jonizacijos laipsnj 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 ir 0,9. IS
gauty duomeny bréziama priklausomybé Henderson‘o ir Hazelbalch‘o lygties

koordinatése [161], t.y. tirpalo pH priklausomybé nuo Ig[a/(1-a)].
2.4.6. Liofilizavimas

Liofilizavimas — tai dziovinimo biidas, kuomet uZzSaldytas tirpalas
vakuumuojamas, ir tirpiklis sublimuojasi, i§ kietos fazés pereidamas  dujine.
Medziagos buvo liofilizuotos -40 °C temperatiiroje naudojant Christ ALPHA 2-
4 LSC liofilizatorty. Tirpiklis pilnai paSalinamas per 72 val. Medziagos
dziovinimas vyksta keliais etapais: pirma tirpalas uzSaldomas, tuomet zemoje
temperatiroje vykdomas pagrindinis dziovinimas. Tirpikliui sublimuojantis
polimero mas¢ iSsipucia ir palengva jgauna vatos pavidalg. Lik¢ 5-10 %
tirpiklio pasSalinama liekamojo dziovinimo metu, temperatiirg palaipsniui

keliant iki kambario ar truputj aukstesnés.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. Chitozano ir MPEG ,,aktyvavimas*
3.1.1. Chitozano N-azidinimas

Siekiant panaudoti CuAAC reakcija chitozano-metoksipolietilenglikolio
kopolimery sintezei, vienas i§ komponenty turi turéti azido liekana, o kitas —
alkino. Chitozang modifikuojant per jo aminogrupg, CuAAC reakcijoje buvo
naudojamas N-azidintas chitozanas.

Chitozano N-azidinimas buvo atlieckamas keturiais skirtingais biidais:
naudojant azidintg chlorhidring — 1-chloro-2-hidroksi-3-azidopropang (CHA)
(I), natrio azidg su natrio nitritu (II), trifluormetansulfonilazida (TFA) (III) ir
imidazol-/-sulfonilazido hidrochloridg (ISA) (IV) (3.1 schema). Siekiant
uztikrinti didesnj azidinimo laipsnj, beveik visose metodikose buvo naudotas

azidinanc¢ios medziagos perteklius (1,2-10 karty).

I: CHA o CHA: N;CH;CH-CH;Cl
OH HO NH
n
Q NN i
ol —> N, TFA: F,C—S—N,
HO NH. n OH I
2 Il : NaNO, - °
OH (o]
NaN, o /=N
l: TFA ISA: N;—S—N * HClI
. o I \=
IV: ISA HO 0
N, _n

3.1 schema. Chitozano N-azidinimo schema

Pirmas N-azidinto chitozano gavimo biidas paremtas chitozano reakcija
su azidintu chlorhidrinu. CHA gaunamas tipinio bimolekulinio pakeitimo metu
azido jonams atakuojant epoksido Zieda. Epoksigrupé yra labai reaktinga, todél
daugelis nukleofily pajégis atidaryti epoksido zieda [158]. Reakcija atlickama
vandenyje, esant tarpfazinio katalizatoriaus tetrabutilamonio bromido.
Reakcijos metu naudojami stechiometriniai epichlorhidrino ir natrio azido
kiekiai, taciau to pakako pasiekti dideliam azidinimo laipsniui (AL, %). IS
likusiy epoksigrupiy kiekio (1,42 %) apskaiCiuota, kad chlorhidrino AL siekia
96 %.
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3.1 pav. Epichlorhidrino (1) ir azidinto chlorhidrino (2) FT-IR spektrai

CHA FT-IR spektre (3.1 pav.) matyti stiprios sugerties juostos ties 2100
ir 3430 cm’, priskiriamos atitinkamai azido ir hidroksigrupéms. Atsiradusi
intensyvi sugerties juosta ties 3430 cm™ rodo, kad reakcijos metu atsidaré
epoksido Ziedas.

Chitozano reakcija su CHA vykdoma rigstin¢je terpéje, saugant nuo
tiesioginés Sviesos ir naudojant daugkartinj azidinan¢ios medZziagos pertekliy.
Chitozanui reaguojant su CHA, gaunamas pariigStintame vandenyje tirpus
azidintas chitozano darinys. Apie sékminga azidinimo reakcijg sprendziama is$
FT-IR spektry (3.2 pav.), kuriuose matoma azidui biidinga sugerties juosta ties
2110 cm™,

CHA azidinto chitozano azidinimo laipsnis, apskaiCiuotas remiantis
cheminés analizés duomenimis bei FT-IR spektry analize, skiriasi neZymiai ir
yra apie 27 % (3.1 lentel¢). Deja, net ir naudojant azidinancios medziagos

pertekliy, gauti chitozano darinio su dideliu AL nepavyko.

3.1 lentelé. Chitozano azidinimo rezultatai

Azidinta: | N,% | NH», % | AL(N),% | AL (NH,), % | AL (FT-IR), %
CHA 11,5 3,53 25,7 274 284
TFA 13,7 2,71 40,1 41,1 40,3
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3.2 pav. Chitozano (1), chitozano, azidinto CHA (AL 27 %) (2), chitozano,
azidinto TFA (AL 41 %) (3) ir chitozano, azidinto ISA (AL 65 %) (4),
FT-IR spektrai

Nepavykus gauti didelio AL chitozano darinio, buvo méginami kiti
azidinantys reagentai. Chitozano N-azidinimas antruoju budu paremtas
chitozano reakcija su NaNj, dalyvaujant NaNO,. Tokia sistema taikoma
mazamolekuliy organiniy junginiy azidinimui [162]. Nors NaNO, yra Zinomas
oksidatorius, skaidantis chitozano glikozidinius rySius [163], buvo tikimasi,
kad, pasirinkus gerokai Svelnesnes salygas, destrukcija bus léta ir neturés
didelés jtakos produktui. Nepaisant Svelniy reakcijos salygy (maza NaNO,
koncentracija, 0 °C temperatira, trumpa reakcijos trukmé (~10 min)),
chitozanas destruktavo. Tgq jrodo ribinio klampos skai¢iaus matavimai (3.2
lentelé). Lyginant su pradiniu chitozanu, azidinto darinio ribinis klampos
skai¢ius sumazéjo daugiau nei 4 kartus, t.y., nuo 8,42 dL/g iki 2,07 dL/g.
Remiantis cheminés analizés duomenimis nustatyta, kad Siuo atveju AL
tesiekia 8 %.

Zinoma [164], kad pereinamyjy metaly druskos yra efektyvis
katalizatoriai aminy-azidy pernaSos reakcijose. Azidinimo reakcijai paméginus
katalizatoriumi panaudoti Zn>" (ZnCl,), AL padidéjo iki 15 % (3.2 lentelé),

taiau buvo gautas vandeningje terpé€je netirpus produktas. D¢l mazo AL ir
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dalinés destrukcijos modifikavimo metu $iuo biidu gautas azidintas chitozanas

nebuvo naudojamas ,,klikinimo* reakcijose.

3.2 lentelé. Chitozano azidinimo NaNj; ir NaNO, rezultatai

.. NH, AL | AL (NH,), | AL (FT- nl,
0 s
Nr Medziaga N, % o, (N).% o IR), % dL/g
1 Chz 821 | 6,66 - - - 8,42
2 | NaNjir NaNO, | 8,93 | 5,82 5,2 8,6 8,4 2,07
3* azidintas Chz | 9,91 - 13,1 - 15,1 -

3* — azidinimo reakcijai naudotas katalizatorius ZnCl,

Treciasis chitozano azidinimo biidas — azidinimas trifluormetansulfonil-
azidu (TFA). Azidas j organines molekules daZzniausiai jvedamas pakeitimo
reakcijy metu, tam tikras nueinancias grupes pakeiCiant azido jonais [160].
Kaip alternatyva neorganiniams azidams gana placiai naudojama diazopernasa
nuo TFA | pirminj aming [159,160]. TFA buvo gautas tolueno/vandens
miSinyje, trifluormetansulfonilanhidridui reaguojant su natrio azidu, naudojant

dviguba NaNj pertekliy (3.2 schema).

NaN,, toluenas/H,O
- F,.C—
0-10°C, 2,5 val.

i
BN
ol

3.2 schema. TFA sintezés schema

Ankstesniuose darbuose [164] TFA sintez¢ buvo vykdoma naudojant
bifazing CH,Cl,/H,0 sistemg. Nustacius [159], kad tokiame reakcijos miSinyje
susidaro  pavojingi  Salutiniai  produktai, pvz.,, diazidometanas ir
azidochlormetanas, vietoje metileno chlorido pasitilyta naudoti toluena.
Tokiomis salygomis (0-10 °C) toluenas yra inertiSkas natrio azido atzvilgiu.

Literatiroje rasta duomeny [51] apie sékmingga TFA panaudojimag
chitozano, kurio deacetilinimo laipsnis >99,5 %, azidinimui. Reakcijg atliekant
per keletg tarpiniy stadijy: aminogrupiy apsaugojimg ftalio riigSties anhidridu,
tritilinimg ir deftalinimg, buvo gautas didelio azidinimo laipsnio (95 %)

chitozanas. Deja, autoriai nieko neuzsimena apie gauty produkty molekulines
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mases. Zinoma [165,166], kad aminogrupe apsaugant ftalio riigsties anhidridu,
o apsaugai paSalinti naudojant hidrazing, skyla chitozano pagrindiné grandiné
ir gaunami mazos molekulinés masés produktai. Treciasis chitozano azidinimo
metodas buvo suplanuotas siekiant iSvengti aminogrupiy apsaugojimo-
apsaugos pasalinimo procediiry.

Chitozano azidinimui buvo panaudotas SvieZiai paruosStas TFA tirpalas
toluene. Reakcija buvo vykdoma tolueno/metanolio/vandens miSinyje,
naudojant 2-kartinj molin; TFA pertekliy. Nors chitozanas pries reakcijg buvo
iStirpintas 0,5 M HCI, i reakcijos miSinj pridéjus Cu(Il) drusky (CuSO,4-5H,0)
ir bazés (NaHCOs;), kambario temperatiiroje Zymiai pagreitinanciy reakcija,
chitozanas i§sédo ir buvo gautas heterogeninis miSinys. Nepaisant
heterogeniniy salygy, azidinimas vyko pakankamai gerai. TFA azidinto
chitozano FT-IR spektruose, lyginant su CHA azidintu chitozanu, matoma
didesnio intensyvumo azidui biidinga sugerties juosta ties 2105 cm™ (3.2 pav.).
Azidinimo laipsnis, apskaiCiuotas 1§ azoto, aminogrupiy kiekiy bei FT-IR
spektry, sieke apie 40-41 % (3.1 lentele). TFA sintezei naudojamas
trifluormetansulfonilanhidridas yra labai brangus, todé¢l iSméginti daugiau
chitozano azidinimo TFA variacijy nebuvo galimybiy. Gautas TFA azidintas
chitozanas buvo tirpus partigS§tintame vandenyje, todél panaudotas kopolimery
sintezel.

Chitozano  N-azidinimui  naudotas ir  imidazol-1-sulfonilazido
hidrochloridas (ISA). ISA galima nesunkiai pasigaminti dideliais kiekiais i$

imidazolo, sulfonilchlorido ir natrio azido (3.3 schema) [160].

0
i) SO,Cl,, CH,CN /=N
NaN, ———2—24— N—S—N -HCI
ii) imidazolas 5 —
iii) HCI, C,H,OH

3.3 schema. Imidazol-1-sulfonilazido hidrochlorido sintezé

ISA, kaip ir TFA, naudojamas diazopernaSos reakcijose, kuriy metu
pirminé¢ aminogrupé pakeiciama ] azidg. Imidazol-1-sulfonato (imidazilato)

grupé yra puikus nukleofugas (nukleofugas — atskylanti nukleofiline grupeé,

80



anijonas) ir pasiZymi panasiu reaktingumu kaip ir trifluormetansulfonatas.
ISA, kaip ir TFA, yra geras diazopernasos reagentas, taciau, skirtingai nei
TFA, jo sintezé daug pigesné, lengviau pasSalinami pasaliniai produktai. Be to,
prieSingai nei CHA ar TFA, yra kristalinés buisenos, lengvai dozuojama
medzZiaga.

Chitozano azidinimas su ISA vykdomas vandens/metanolio miSinyje,
reakcijg katalizuojant CuSO,-5H,0 ir greitinant baze. Nustatyta, kad chitozano
azidinimo ISA rezultatai priklauso nuo reagenty santykio, o taip pat ir nuo

naudojamos bazés prigimties bei kiekio (3.3 lentel¢).

3.3 lentelé. Chitozano azidinimas, naudojant [ISA

Nt Bazé MedZiagy molinis santykis t, ISeiga | AL*
Chz | Bazé ISA CuSO45H,O | dienos % %

1 Et;:N 1 1,62 3,01 0,03 8 91,3 13,8

2 Na,COs3 1 2,66 1,20 0,01 16 96,0 59,2

3 | NaHCO; 1 11,63 10,2 0,10 1 86,7 64,4

4 | NaHCO; 1 5,79 5,10 0,04 2 96,3 61,3

5 | NaHCO; 1 14,29 10,0 0,10 2 54,4 49,7

* - AL nustatytas i§ FT-IR spektry duomeny.

Azidinimo procediira $iuo biidu buvo vykdoma tol, kol aminogrupiy
azidintame produkte liko maziau nei 0,5 % (aminogrupiy kiekis buvo
vertinamas atliekant Kaiser testg [51]).

Chitozano azidinimas, naudojant 3-kartinj ISA pertekliy ir miSinj
Sarminant trietilaminu (Et;N), nebuvo sékmingas. Gauto produkto AL sieké
vos 13 %. Trietilaming pakeitus Na,COj; ir naudojant 1,2-kartinj ISA pertekliy,
reakcija buvo létesne, bet pasiektas Zymiai didesnis azidinimo laipsnis — 59 %.
Deja, gautas produktas buvo netirpus riugstingje terpéje. Naudojant 10-kartinj
ISA pertekliy ir kaip baze pasirinkus NaHCOs, reakcijos trukmé sumazéjo iki
vienos dienos, taciau produktas, nors ir didelio AL (3.3 lentelé, Nr. 3), taip pat
buvo netirpus. Akivaizdu, kad azidinimo reakcijos greitj jtakoja ne tik didelis

ISA, bet ir didelis NaHCOj perteklius, dél kurio reakcijos terpé tampa neutralia
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ar net silpnai Sarmine. Kaip matyti i§ 3.3 lentelés, maksimalus chitozano
azidinimo laipsnis §iuo biidu yra apie 59-64,4 %.

Reikia pastebéti, kad chitozano azidinimas, terpe Sarminant Na,CO; ar
NaHCO;, vyko heterogeninémis ar pusiauheterogeninémis sglygomis. Siekiant
jvertinti azidinimo galimybes pilnai heterogeninémis salygomis, chitozanas
pries reakcijg buvo disperguotas metanolyje ir azidintas esant dideliam ISA bei
NaHCO;j; pertekliui (3.3 lentele, Nr. 5). Gauti blogesni rezultatai: maZesnis AL
bei 1Seiga, be to, produktas taip pat buvo netirpus.

Analizuojant gautus produktus nustatyta, kad efektyviausias chitozang
azidinantis reagentas yra ISA. Naudojant ISA, gauti didZiausio azidinimo
laipsnio (AL 65 %) produktai, taciau jie, deja, buvo netirpiis nei vandeninéje
terpéje, nei jprastuose organiniuose tirpikliuose. Manoma, kad netirpumas
gal¢jo atsirasti del keliy priezasCiy. Pirmiausia, esant dideliam azidinimo
laipsniui (apie 65 %), azidinti chitozano dariniai gali netirpti vandeninéje
terpéje del per mazo aminogrupiy kiekio (jy liko tik apie 7 %, nes chitozano
deacetilinimo laipsnis yra 72 9%). Taip pat jtakos gali turéti azidinimo
reakcijoje naudojamas CuSO,-5H,0. Sulfato jonai ir chitozano aminogrupés
gali sudaryti joninius rysius, dé¢l kuriy susidariusios kompaktiskos struktiiros
gali tapti neprieinamos vandens molekuléms. Jdomiausia tai, kad ISA azidintus
chitozano darinius pavyko iStirpinti 5 % LiCl tirpale N-metil-2-pirolidone.
Kaip Zinoma [167], tai yra vienas i§ nedaugelio tirpikliy, galin¢iy iStirpinti
chiting. Remiantis Siais duomenimis galima manyti, kad: 1) azidintas
chitozanas tampa netirpus ne dél susiuvimo ar azidinimo metu vykstanciy
pasaliniy reakcijy; 2) kai AL yra apie 60 %, azidinto chitozano grandinés
konformacija ir tarpmolekulinés sgveikos tampa panasios | chitino, todél ir jy
tirpumas panasus.

Taigi, i§ visy iSméginty azidinimo metody labiausiai tinkamu galima
laikyti azidinimg trifluormetansulfonilazidu. Naudojant TFA, susidaro tirpis
vandenin¢je terp¢je pakankamai didelio azidinimo laipsnio (AL 40 %)

chitozano dariniai, kurie yra tinkami ,,klikinimo* reakcijai.
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3.1.2. Chitozano aminogrupiy apsauga

Norint selektyviai modifikuoti chitozang per C(6) hidroksigrupe,
pirmiau reikia apsaugoti reaktingesnes aminogrupes, kurios taip pat dalyvauja
reakcijose, budingose chitozano hidroksigrupéms. Diazopernasos arba
azidinimo reakcijoje aminogrupé taip pat yra Zymiai reaktingesn¢ nei C(6)
hidroksigrupe, todél, norint gauti O-modifikuotg chitozang, aminogrupe biitina
apsaugoti.

Chitozano aminogrupiy apsaugai daZniausiai naudojami aldehidai ir
anhidridai [166,167]. Pagrindinis apsauganciai grupei keliamas reikalavimas —
ji turi biti lengvai ir pilnai pasalinama, susintetinus numatytg junginj. Ftalio
rigSties anhidridas yra vienas i§ patikimiausiy ir patogiausiy reagenty
aminogrupéms apsaugoti (3.4 schema, 1). Gautas N-ftaloilchitozanas yra tirpus
daugelyje jprasty organiniy tirpikliy (piridine, DMF, DMSO, DMA), o tai yra
labai svarbu tolimesniam chitozano modifikavimui. Be to, ftaloilgrupé lengvai

paSalinama, v¢l gaunant laisvas aminogrupes [167].

OH

o (0] C ,H,.SO,Na :|/
T |Ho SN L Ho “CH,COOH NH +n
o-n 1
H joniné sqvelka o= S 0

\/\/\/\/\/\/o

3.4 schema. Chitozano aminogrupiy apsaugojimas ftalio riigSties anhidridu (1)

ir dodecilsulfatu (2)

Chitozano ftalinimo reakcija buvo vykdoma auksStoje temperatiroje
(120-130 °C) sausame DMF, esant trigubam ftalio rugsties anhidrido
pertekliui. Reakcijos metu susidargs N-ftaloilchitozanas iStirpsta reakcijos
terpéje. N-ftaloilchitozanas buvo identifikuotas i§ FT-IR spektro (3.3 pav.),
kuriame matyti sugerties juostos ties 1711 ir 1777 cm’, priskiriamos
karbonilgrupei, bei sugerties juostos ties 722 cm’, priskiriamos ftaloilgrupés
aromatiniam Ziedui. Sugerties juostos ties 1390 ir 1287 cm™ gali bati priskirtos

deformaciniams —CH, grupés virpesiams.
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3.3 pav. Chitozano (1), N-ftaloilchitozano (2) ir chitozano/dodecilsulfato
komplekso (3) FT-IR spektrai

Kjeldalio biidu nustacius azoto kiekj N-ftaloilchitozane apskaiCiuota,
kad chitozano aminogrupiy apsaugos laipsnis siekia 104-110 %. Kadangi
apsaugos laipsnis >100 %, galima ijtarti, kad reakcijoje su ftalio riigSties
anhidridu dalyvavo ir dalis chitozano hidroksigrupiy.

Nors ftalio riigSties anhidridas ir yra vienas i§ dazniausiai naudojamy
bidy aminogrupiy apsaugai, taciau Zinoma [165,166], kad ftalinimo-
deftalinimo metu skaldoma pagrindiné chitozano grandine, reakcija vyksta
agresyviomis salygomis, ir tuo paciu gaunami mazZos molekulinés maseés
dariniai. Be to, kai kuriuose Saltiniuose teigiama [168], kad deftalinimas
hidrazino monohidratu vyksta sunkiai, ir galutiniame produkte gali likti iki
20 % ftaloilgrupiy. D¢l Siy priezasCiy kaip alternatyva aminogrupiy apsaugai
panaudojome chitozano kompleksavimg natrio dodecilsulfatu. Tai vienas i§
paprasCiausiy biidy gauti organiniuose tirpikliuose tirpius tarpinius chitozano
darinius.

Polielektrolitams kompleksuojantis su prieSingg krivi turinéiomis
medziagomis, jy tirpumas jprastuose organiniuose tirpikliuose gali Zymiai
padideéti. Chitozano/dodecilsulfato kompleksas (CDK) buvo gautas sumaiSant

chitozano ir natrio dodecilsulfato vandeninius tirpalus 2 % acto rugstyje,
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naudojant ekvimolinius medziagy kiekius. CDK paruoSimas gana iSsamiai
apraSytas [157], todél kitokie chitozano-natrio dodecilsulfato santykiai nebuvo
naudoti. Zinoma, kad kompleksas pradeda tirpti DMSO, kai natrio

dodecilsulfato/chitozano molinis santykis yra 0,25.

S UV
| MLWM

ppm

3.4 pav. Chitozano (D,O/acto riigstis-d,) (1), N-ftaloilchitozano (DMSO-d) (2)
ir CDK (DMSO-dg) (3) "H BMR spektrai

CDK susidarymas buvo patvirtintas FT-IR ir '"H BMR spektry pagalba.
FT-IR spektre (3.3 pav.) be chitozanui biidingy sugerties juosty galima matyti
ir dodecilsulfatui biidingas sugerties juostas ties 1250 cm™ (S=0) ir 817 cm’
(C-0-S). '"H-BMR spektre (3.4 pav.) taip pat matomi dodecilsulfatui badingi
signalai: 0,85 ppm (CHj;), 1,25 ppm (-(CH,)e-), 1,49 ppm (-CH,CH,-0),
3,69 ppm (-CH,CH,-0). Lyginant CDK metilgrupés (0,85 ppm) dodecilsulfato
liekanoje ir chitozano H-2 (2,85 ppm) signaly intensyvumus nustatyta, kad
aminogrupiy apsaugos laipsnis yra 72 %, t.y., visos aminogrupes apsaugotos.

Aminogrupiy apsaugojimas tiek ftalio rigSties anhidridu, tiek ir natrio
dodecilsulfatu vyksta pilnai, t.y., visos aminogrupés apsaugomos. Abiem
atvejais gauti produktai tirpis organiniuose tirpikliuose ir gali buti sékmingai

naudojami tolimesniam modifikavimui.
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3.1.3. C(6)-funkcionalizuoty N-apsaugoto chitozano dariniy sintezé

C(6)-azidintas N-ftaloilchitozanas gaunamas per dvi stadijas. Pirmiausia
atlickamas  N-ftaloilchitozano tozilinimas, o toliau gautas 6-O-(4-
metilbenzensulfonil)-N-ftaloilchitozanas azidinamas NaN;. 4-Metilbenzen-
sulfonilgrupé (tozil-) yra viena efektyviausiy nueinanciy grupiy ir yra placiai
naudojama angliavandeniy chemijoje [169]. Naudojant tozilchlorida,
angliavandeniy esterinimg galima atlikti regioselektyviai, kadangi pirmineés
hidroksigrupés reakcijoje dalyvauja lengviau nei antrinés. Tozilinimo reakcija
vykdoma dalyvaujant trietilaminui, kuris reikalingas susidaranciai druskos
rugsciai neutralizuoti. Kadangi chitino ir chitozano piranozés grandys yra
sujungtos eteriniais rysiais, kuriuos lengvai ardo rugstys, todél tozilinimo
reakcijg vykdant be trietilamino pagrindiné Siy polisacharidy grandiné galéty
skilti. Didele jtaka tozilinimo reakcijai turi reakcijos temperatiira, trukme ir
naudojamy medziagy santykis. N-ftaloilchitozang veikiant 10-kartiniu
tozilchlorido pertekliumi dimetilacetamido (DMA) tirpale, gautas didelio
tozilinimo laipsnio 6-O-(4-metilbenzensulfonil)-N-ftaloilchitozanas, pasiekiant
geras 1Seigas (68 %) (3.5 schema). Tozilinimo laipsnis, apskaiCiuotas 1§ azoto

kiekio (N = 3,38 %), siekia 99 %.

o 0s05¢_)-CH, N

3
0 CI-S0; CH, 0 NaN, 0
-0Tho o -OTHo o) >~ -OTho 0
40C 100 °C
O¢N_odn O"N‘ _.04dn OjEN odn

3.5 schema. 6-O-(4-Metilbenzensulfonil)-N-ftaloilchitozano ir C(6)-azido-N-

ftaloilchitozano sintezé

C(6)-Azidintas chitozanas gaunamas nukleofilinio pakeitimo reakcijos
metu, kuomet nueinanti tozilgrupé pakeiiama azidogrupe (3.5 schema).
Reakcija vykdoma DMF/vandens miSinyje, naudojant 5-kartinj natrio azido
pertekliy. Chitozano azidinimo laipsnis, apskaiiuotas 1§ Kjeldalio metodu

nustatyto azoto kiekio, buvo 57 % (3.4 lentel¢). Sekmingg azidinimo reakcija
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patvirtina ir FT-IR spektras, kuriame matyti azidui biidinga intensyvi sugerties
juosta ties 2110 cm™. 6-O-tozil-N-ftaloilchitozano azidinima vykdant
Sarminéje terpéje (3.4 lentele, Nr. 2), reakcija vyksta labai sunkiai ir

ftaloilchitozano azidinimo laipsnis tesiekia 6 %.

3.4 lentelé. N-Ftaloilchitozano azidinimo rezultatai

Nr. Azidinimui naudotas Molinis santykis N,% | ALy, | ISeiga,
chitozano darinys Chz** NaNj; % %

1 -O-tozil-N-

6-O-tozil-N I 5 1,6 | 57 73

ftaloilchitozanas

% _0)- 11_N-

2 6-O-tozil-N | 5 518 | 6 61
ftaloilchitozanas

3 6-0-mezil-N- | 5 1146 | 50 54
ftaloilchitozanas

2* — azido sintez¢, naudojant 10-kartinj NaOH pertekliy;
Chz** — azidinimui naudojamas chitozano darinys.

Buvo bandoma azidinti ir mezilinta N-ftaloilchitozano darinj.
Metansulfonilgrupé (mezil-), kaip ir tozil-, yra labai reaktinga nueinanti grupé,
todel taip pat gali biti pladiai taikoma pakeitimo reakcijoms. 6-O-mezil-N-
ftaloilchitozanas gaunamas pagal ta pacig metodikg kaip ir 6-O-tozil-N-
ftaloilchitozanas, vietoj tozilchlorido naudojant metansulfonilchlorida.
Azidinant mezilintg chitozano darinj, buvo pasiektas ne didesnis kaip 50 %
AL, todel , . klik* reakcijai jis nebuvo naudojamas.

Alkino grupe turintis C(6)-propargil-N-ftaloilchitozanas gaunamas
N-ftaloilchitozang veikiant propargilbromidu, reakcija katalizuojant natrio
hidridu (3.6 schema). N-ftaloilchitozano alkilinimo laipsnio nustatymas i§ 'H
BMR spektry yra problematiSkas, nes propargilgrupés signalai persikloja su
placiu chitozano grandinés ar naudojamo tirpiklio (DMSO) signalu.
Atsizvelgiant | tai, kad propargilhalogenidas lengvai reaguoja su hidroksigrupe
[170], buvo priimta prielaida, kad N-ftaloilchitozano alkilinimo laipsnis taip
pat yra aukstas ir virSija 90 %.

Kaip jau minéta, ftalinimo-deftalinimo metu vyksta chitozano grandinés
destrukcija. Norint gauti didesnés molekulinés masés chitozano

O-modifikuotus kopolimerus, butina naudoti chitozano junginius, aminogrupiy
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apsaugai naudojant kitus biidai. Kaip alternatyva ftalinimui pasirinktas

chitozano/dodecilsulfato kompleksas.

OH SN
O Br\/% 0
— o}
°Tio o ———> ko 0 ]

0 N_ g Jn NaH Oi EN5 0

3.6 schema. N-Ftaloilchitozano O-alkilinimas

Buvo iSméginti trys CDK ,aktyvavimo* bidai, kuriais pavyko gauti
azidintg chitozang, jeinantj ] CDK. CDK ,,aktyvavimas* buvo vykdomas 4 %
LiCI/DMA tirpale, veikiant N-bromsukcinimido, 4-metilbenzensulfonil-

chlorido (tozilchlorido) ar trichlortriazino pertekliumi (3.7 schema).

a) R-Hal
b) NaN, o) NaN, 0
O
O
=g= 0=$:0
0
jonine savelka O\/\/\/\/\/\/ \V AV VY
|
Q cl '
. _ *. N
R-Hal: ¢ E—QC T:Nr v Nt N, ar - h

NT TNy
CI

3.7 schema. CDK azidinimas

Sé¢kminga chitozano, jeinancio | CDK, ,,aktyvacija“ (aktyviy halogenidy
jterpimas) jrodyta elementinés analizés duomenimis, FT-IR ir 'H BMR
spektrais. CDK brominimo laipsnis (%), apskaiCiuotas i§ kovalentiskai
prisijungusio bromo kiekio, sieké¢ 91 % (3.5 lentel¢). Tozilinimo laipsnis,
apskaiciuotas i§ 'H BMR spektro, lyginant tozilgrupés ties 7,5-7,8 ppm ir
chitozano H-2 ties 2,9 ppm protony signalus, buvo 98 %. Dichlortriazino
liekanos kiekis, kiekybiskai jvertintas 1§ chloro kiekio, sieke tik 23 %. FT-IR
spektre (3.5 pav., 2) matoma silpna triazinui biidinga sugerties juosta ties

1548 cm taip pat patvirtino maza chitozano ,,aktyvavimo* laipsni.
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3.5 lentelé. CDK ,,aktyvavimo* rezultatai

Nr. ,2Aktyvuojantis* Molinis santykis i Hal, % | ,,Aktyvavimo*
reagentas R-Hal CDK R-Hal laipsnis, %
1 N-bromsukcinimidas 1 10 16,6 91
2 Tozilchloridas 1 16 - 98**
3 Trichlortriazinas 1 8 4,04 23

* — chitozano/dodecilsulfato ir ,,aktyvuojancio* reagento molinis santykis;
** _ tozilinimo laipsnis buvo apskai¢iuotas i§ 'H BMR duomeny.

,»Aktyvuotas® | CDK jeinantis chitozanas buvo azidinamas natrio azidu
DMSO tirpale pagal ta pacia metodika, kaip ir vykdant N-ftaloilchitozano
azidinimg. Vertinant pagal azido sugerties juosty intensyvumus FT-IR
spektruose (3.5 pav.), galima daryti prielaidg, kad geriausiai vyksta CDK,

»aktyvuoto* tozilchloridu, azidinimo reakcija.
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3.5 pav. CDK (1), CDK, azidinto naudojant trichlortriazing (2), N-
bromsukcinimidg (3) ir tozilchloridg (4), FT-IR spektrai

Azidinant tozilchloridu ,,aktyvuota® kompleksg, gautas rudos spalvos
DMSO tirpus produktas. Jo FT-IR spektre (3.5 pav, 4) atsiranda intensyvi
azidui budinga sugerties juosta ties 2110 cm™, tadiau islieka ir tozilgrupés
signalai ties 1159 ir 815 cm™. I3 to galima spresti, kad CDK azidinimas vyko

nepilnai. Be to, sumazéjes signalas ties 2924 cm™ ir beveik idnykes ties
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2854 cm'l, priskiriami dodecilsulfatui, rodo, kad modifikavimo metu nuo
aminogrupiy dalinai paSalinama apsauga.

Apibendrinant C(6)-funkcionalizuoty chitozano dariniy sintez¢ galima
teigti, kad pavyko gauti C(6) padétyje azido ar alkino grupes turincius
N-apsaugotus chitozano darinius, kurie gali biiti naudojami chitozano-MPEG

kopolimery sintezei ,,klik* chemijos bidu.

3.1.4. Metoksipolietilenglikolio ,,aktyvavimas“

Labai svarbu pasiekti kuo didesn; MPEG ““aktyvavimo” laipsnj. Beveik
vienodos pradinio MPEG ir jo dariniy molekulinés masés (ypac jei naudojamas
gana didelés molekulinés masés (>2000) MPEG) bei vienodi tirpumai
jvairiuose tirpikliuose ir tirpikliy miSiniuose labai apsunkina gryninimg —
»aktyvuoto* MPEG atskyrimas nuo pradinio beveik nejmanomas.

Norint MPEG panaudoti ,,klik* reakcijoje, ji taip pat reikia ,,aktyvuoti,
t.y., 1 MPEG jvesti arba azido, arba alkino grupes. N-,klikinimo* atveju buvo
naudotas MPEG azidas, tuo tarpu O-,klikinimo* — tiek azidas, tiek alkinas.

MPEG alkinas gaunamas, MPEG veikiant propargilbromidu, reakcija
katalizuojant natrio hidridu (3.8 schema). MPEG alkilinimas buvo vykdomas
tetrahidrofurane, tetrahidrofurano/metileno chlorido misinyje bei metileno
chloride (3.6 lentel¢).

CH,S0,Cl 0 NaN o
mmco/[/\/ ‘]n\/\OSOZCH — Hsco/[/\/ \]n\/\Ns

3 DMF

Br
__/ O
, NaH HSCO%\/ w
DCM n+1

3.8 schema. MPEG azido (virSuje) ir MPEG alkino (apacioje) sintezés schema

Hsco/h/ OF"on

Yra zinoma [170], kad reakcijos tarp propargilbromido ir hidroksigrupiy
daznai vykdomos tetrahidrofurane (THF). Deja, Zemoje temperatiiroje MPEG-
2000 netirpsta THF, ir tai apsunkina reakcijg. Siekiant tirpumg pagerinti, THF

buvo maiSomas su metileno chloridu.
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3.6 lentelée. MPEG alkino sintezés rezultatai

Molinis santykis o 0 VT
Nr. MPEG | Propargil-* Tirpiklis PL, % | ISeiga, %
1 1 2,2 THF 69 83
) 1 22 THF/metileno chloridas (v/v, 77 23
10/1)
3 1 2,2 Metileno chloridas 96 80
4 1 1,2 Metileno chloridas 53 77

* propargilbromidas (Nr. 1-3) arba propargilchlorformiatas (Nr. 4)

Reakcija geriausiai vyko metileno chloride, kuriame tirpsta tieck MPEG,
tieck propargilbromidas, tiek ir reakcijos produktai. Lyginant pradinio ir
alkilinto MPEG 'H BMR spektrus matyti (3.6 pav.), kad atsiranda nauji
signalai ties 4,22 ir 2,46 ppm, priskiriami propargilo grupés atitinkamai -
OCH,C=CH ir -OCH,C=CH protonams. MPEG pakeitimo laipsnis (%),
apskaiCiuotas 1§ acetileno grupés protonams priskiriamy signaly ties 2,46 ar
4,22 ppm ir metoksigrupés protony signalo ties 3,38 ppm integraly santykio,
siekia 96 %.

MPEG alkilinimui buvo i8bandytas ir propargilchlorformiatas. Reakcija
buvo vykdoma metileno chloride, baze naudojant trietilaming. Siuo budu

pasiektas alkilinimo laipsnis (53 %) buvo mazZesnis, nei naudojant

.
L

ppm

propargilbromida.

2,5

3.6 pav. MPEG (1), MPEG alkino (2) ir MPEG azido (3) 'H BMR spektrai
(CDCly)
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MPEG alkinas, kuris kambario temperatiiroje yra kieta medziaga, yra
tirpus vandenyje bei daugelyje organiniy tirpikliy, iSskyrus dietileter],
tetrahidrofurang ir heksang.

Paprastai MPEG azido sintezei naudojami tarpiniai MPEG dariniai,
turintys lengvai nueinancias grupes, dazniausiai tozil- bei mezilgrupes [171].
MPEG azidas buvo gautas vykdant dvistadijing reakcija (3.8 schema).
Pirmiausia MPEG buvo mezilinamas metansulfonilchloridu, katalizatoriumi
naudojant piriding (Sios stadijos iSeiga = 98 %). Sekancioje stadijoje vykdant
nukleofilinio pakeitimo reakcijg tarp monomezilinto MPEG ir natrio azido
susidar¢t MPEG azidas. MPEG azido susidarymas buvo jrodytas
spektroskopiniais metodais: FT-IR spektre atsirado sugerties juosta ties
2105 cm™, badinga azido grupés virpesiams, o 'H BMR spektre atsirado
signalas ties 3,2 ppm, priskiriamas MPEG azido CH,Nj; protony signalams.
MPEG azidinimo laipsnis, nustatytas i§ elementinés analizés duomeny (azoto
kiekio), yra 65 % (3.7 lentele).

Buvo bandoma mezilinti MPEG tetrahidrofurane, naudojant
metansulfonilchlorido ir trietilamino pertekliy. Mezilintg MPEG azidinant
NaNj, gautas MPEG azidas, tac¢iau AL sieké tik 26 %. Azidinimui naudojant
tozilinta MPEG, AL buvo didesnis (50 %), bet ne maksimalus.

3.7 lentelée. MPEG azidinimo rezultatai

Nr Tarp?pé —— Molinis santykis** N AL, | Keiga
stadija MPEG NaN; ’ % %
1 Mezilinimas | Py/CH,Cl, 1 2,5 1,35 65 56
2 Mezilinimas THF 1 1,5 0,54 26 58
3 Tozilinimas CH,Cl, 1 5 1,03 50 53

* Tirpiklis mezilinimo (tozilinimo) reakcijoje;
** MPEG ir NaN; molinis santykis reakcijos miSinyje.

Apibendrinant MPEG ,,aktyvavimo“ rezultatus galima konstatuoti, kad
HKlikinimui® reikalingi MPEG dariniai, ypa¢ MPEG alkinas, gaunami

nesunkiai, pasiekiant pakankamai didelj ,,aktyvavimo* laipsn;.

92



3.2. Chitozano-MPEG kopolimery sintezé ,,klik* chemijos metodu

Chitozano-MPEG skiepytieji kopolimerai perspektyviis juos panaudojant
medicinos, farmacijos, geny inZinerijos ir kt. srityse. Tokiy kopolimery
gryninimas nuo nesureagavusio MPEG vis dar iSlieka rimta problema, nes
Jprastais gryninimo metodais, pvz., iSsodinimu, dialize, gel-filtracija, gery
rezultaty nepasiekiama. Siekiant sumazinti nesureagavusiy pradiniy medZziagy
ir Salutiniy produkty kiekj, chitozano-MPEG kopolimery sintezei panaudota
,Klik* chemijos reakcija. Yra Zinoma, kad ,klik* reakcijoms priskiriamos
Cu(I) katalizuojamos Huisgen 1,3-dipolinés azido-alkino ciklizacijos (CuAAC)
metu nesusidaro Salutiniy produkty, gaunamos didelés pagrindiniy produkty
iSeigos, juos lengva iSskirti, todél ir buvo nuspresta Sig reakcijg pritaikyti

chitozano-MPEG kopolimery sintezei.
3.2.1. Chitozano-N-TMPEG kopolimery sintezé ir savybés

MPEG alking prijungiant prie azidinto chitozano Cu(l) katalizuojamos
Huisgen 1,3-dipolinés azido—alkino ciklizacijos budu, gauti skirtingo
pakeitimo laipsnio triazolilgrupe turintys chitozano-N-TMPEG kopolimerai
(3.9 schema).

OH OH
o Hscofyo}/x ol
1 0 n HO o
HO " NH Jn
_n k(\ N
7/ \\
OH \—% \/\]EOCHs

OH OH
0 Hacofwo]\n/§ Q
2 Tho © HO ol
N3 _n /N\\

N
Yo,
~OCH,

3.9 schema. Chitozano-N-TMPEG kopolimery sintezés schema: 1 —i§ CHA

azidinto chitozano: 2 — 1§ TFA azidinto chitozano

Nors chitozanas buvo azidinamas 4-iais budais, kopolimery sintezei

naudoti tik epichlorhidrino azidu (CHA) bei trifluormetansulfonilazidu (TFA)
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azidinti chitozano dariniai. Tiek CHA, tiek TFA azidintas chitozanas yra tirpus
pariigS§tintame vandenyje, jy azidinimo laipsnis (AL) atitinkamai 27 ir 40 %.
CuAAC reakcijoms katalizuoti reikiamas Cu(l) kiekis gaunamas natrio
askorbatu redukuojant Cu(II), esant; CuSO,4-5H,O0.

,Klikinimo* reakcija buvo vykdoma vandens ir metileno chlorido
miSinyje. Yra zinoma [31], kad reakcijos trukm¢ Sioje terpéje, lyginant su
kitomis ko-tirpikliy sistemomis, Zymiai sutrumpéja, gaunamos geros produkty
1Seigos, nereikia naudoti baziniy priedy. N-,klikinimo* rezultatai pateikti 3.8
lentel¢je. Keiciant pradiniy reagenty santykius pasiekta, kad chitozano

pakeitimo metoksipolietilenglikoliu laipsnis (PL) kito nuo 13 iki 40 %.

3.8 lenteleé. Chitozano-N-TMPEG kopolimery sintezés rezultatai

“ S;g?j;;? Molinis santykis NI o PL.% | PL.% ],

. Chz MPEG 2721 (NHy) | (BMR) | dL/g

medZiaga

1 1 0,2 1,82 15 13 1,52
2 CHA 1 0,3 1,42 21 20 1,41
3 1 0,4 0,91 28 26 0,58
4 1 0,2 1,64 17 15 1,59
5 TFA 1 0,4 0,68 35 32 0,77
6 1 0,5 0,47 41 40 0,49

* - chitozano azido ir MPEG alkino molinis santykis reakcijos miSinyje

Buvo pastebéta, kad azidintam chitozanui reaguojant su MPEG alkinu,
esant ekvimoliniam santykiui ar net MPEG trikumui, dalis MPEG lieka
nesureagavusio ar dalyvauja paSalinése reakcijose. Pana$i tendencija jau
anksCiau pastebéta modifikuojant kitus polisacharidus: didelio pakeitimo
laipsnio azidinta celiuliozé reagavo su alkino grupe¢ turinCiais reagentais tik
esant dideliam pastaryjy pertekliui [32]. Reikalingas MPEG alkino perteklius
priklauso nuo chitozano azidinimo metodikos ir buvo didesnis, naudojant CHA
azidinta chitozang. Naudojant 20-40 % MPEG alkino pertekliy, buvo
susintetinti skiepytieji chitozano-N-TMEG kopolimerai, kuriuose PL lygus

naudojamo chitozano azidinimo laipsniui (3.8 lentel¢, Nr. 3 ir 6). Taigi,
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pasinaudojus ,,klik“ chemijos metodu, buvo pasiektas maksimalus (pagal
azidinimo laipsnj galimas) chitozano pakeitimo laipsnis.

'H BMR spektrai patvirtino chitozano-N-TMPEG  kopolimery
susidaryma ir buvo panaudoti kopolimery sudéciai skaiCiuoti (3.7 pav.).
Silpnas signalas ties 7,9 ppm, priskiriamas triazolo ziedo protonui, patvirtina,
kad MPEG prie pagrindinés chitozano grandinés prijungiamas per

triazolildarinj.

A :

8,00 795 7,90 7,85 A
1 1

8 7 6 5 4 3 2 1
ppm
3.7 pav. Chitozano (1) ir chitozano-N-TMPEG kopolimero (PL 26 %) (2) 'H
BMR spektrai (D,O/acto rigstis-dy)

'H BMR spektre taip pat matomas stiprus MPEG oksimetilengrupiy
protony signalas ties 3,2-3,8 ppm, kuris persikloja su chitozano grandinés H 3-
6 protony signalais. Signalas ties 2,9-3,1 ppm priskiriamas chitozano grandinés
H-2 protonams. Kopolimery BMR spektre iSlike propargilgrupés signalai
(daznai silpni) ties 4,05 (OCH,C=CH) ir 2,68 ppm (OCH,C=CH) rodo, kad yra
likusio nesureagavusio MPEG alkino. Be to, tai patvirtina, kad dializé néra
veiksmingas kopolimery gryninimo nuo nesureagavusio oligomerinio MPEG
alkino budas.

Chitozano PL jo kopolimeruose galima apskai¢iuoti i§ "H BMR spektry.
Skai¢iavimas remiasi chitozano acetilgrupés signalo ties 1,7-1,9 ppm ir signalo
ties 3,3 ppm, priskiriamo MPEG metoksigrupés protonams, santykiu. '"H BMR

analizés duomenys gerai sutampa su cheminés analizés rezultatais (3.8 lentel¢).
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Chitozano-N-TMPEG kopolimery FT-IR spektruose matyti tiek
chitozanui, tiek ir MPEG budingos sugerties juostos (3.8 pav.). Skiepytyjy
kopolimery spektruose matomos MPEG budingos sugerties juostos ties
1110 cm™ (C-O virpesiai), 2889 cm™ (C-H) ir 842 cm™ (metileno grupés
virpesiai). Chitozano sugerties juostos ties 1660 ir 1560 cm™, priskiriamos
amidiniams rySiams, esant dideliam PL, iSnyksta. Kopolimeruose nelieka azido

grupei biidingos sugerties juostos ties 2110 cm™.

¥ \
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3.8 pav. Chitozano (1) ir chitozano-N-TMPEG kopolimero (PL 26 %) (2) FT-
IR spektrai

Dauguma chitozano-N-TMPEG kopolimery, nepriklausomai nuo PL ir
nuo reakcijai naudoto chitozano azidinimo biido, buvo netirpiis vandenyje,
taiau tirpo acetatiniame buferyje (pH 3,7). Toks nejprastas kopolimery
elgesys gali biti susijes su 1,4-pakeisto 1,2,3-triazolo ziedo, kuris gali
pasizyméti kompleksuojanciomis savybémis ir padidinti vandeniliniy rySiy
tinkla, susidarymu ,,klikinimo* reakcijos metu.

Chitozano-N-TMPEG kopolimery ribinis klampos skaicius acetatiniame
buferyje yra santykinai didelis, o tai leidzia tikétis, kad jy molekuliné masé
didelé [172]. Ribinis klampos skai¢ius maz¢ja didéjant PL: PL kintant nuo 15
iki 28 %, [n] sumazéja nuo 1,52 iki 0,58 dL/g (3.8 lentel¢). Nepaisant to,
chitozano dariniy molekuliniy siety chromatografijos (MSC) matavimai

parode, kad ,klikinimo* metu vyksta Zymi chitozano grandinés destrukcija:
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chitozano-N-TMPEG kopolimery M,, yra apie 20-10°-40-10°, o M, — apie
10-10° (3.9 lentele). Sios vertés yra viena — dviem eilémis maZesnés, nei

tikétasi i§ chitozano, kurio M,, 305-10°, dariniy.

3.9 lentele. Chitozano-N-TMPEG kopolimery tyrimo rezultatai

Nr* Polimeras PL, % (NHy) | My'10° | My10° | My/M, | Cu, ppm
Chitozanas - 305 218 1,40 -
2 | Chz-N-TMPEG 21 21,2 8,9 2,38 15743
3 | Chz-N-TMPEG 28 18,9 7,9 2,39 86+1
5 | Chz-N-TMPEG 35 44,8 10,5 4,27 75+2

* Nr atitinka medziagy eiliSkuma 3.8 lenteléje

Chitozano-N-TMPEG  kopolimery eliuavimo kreivées MSC yra
bimodalinés (3.9 pav.). Antroji smailé, atitinkanti apie 18,5 ml eliuavimo tirj,
priskiriama kopolimero frakcijai, kurios molekuliné masé yra 5-10°-7-10°.
Chitozano-N-TMPEG kopolimery gryninimui dializés biidu naudota membrana
12-14 kDa, tode¢l dalis mazamolekulés frakcijos galéjo pasiSalinti. Taigi,
galima manyti, kad Cu katalizuojamo ,,klikinimo* metu chitozano destrukcija

vyksta dar intensyviau, negu nustatyta MSC.

12 1 & 18 20
Elinavimo taris, mil
3.9 pav. Chitozano (1) ir chitozano-N-TMPEG kopolimery (2,3) MSC
eliuavimo kreivés. Kopolimerai gauti naudojant: 2 — TFA azidintg

chitozang (3.8 lentelé, Nr. 5); 3 — CHA azidintg chitozang (3.8 lentelé,
Nr. 3)
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Chitozano grandinés destrukcija “klikinimo” metu, katalizatoriumi
naudojant Cu(Il)/askorbato sistemg, aiSkinama hidroksiradikaly (‘OH)
susidarymu in situ [52]. "OH radikalai gali buti gaunami Fenton reakcijos metu,
pereinamyjy metaly redukuotai formai sgveikaujant su H,O, (3.10 schema, 2).
H,0,; susidaro Cu(Il) katalizuojamos O, redukcijos Na askorbatu (AH,) metu
(3.10 schema, 1).

AH, + O, —= A + H,0, (1)
Cu(l) + H,0, —= Cu(ll) +*"OH + OH (2)
R-NH,...Cu(l) + H,0, —= R-NH,...Cu(lll)..."OH

(== R-NH,..Cu(lll)...OH ) + OH 3

R-NH,...Cu(ll).."OH —>=H,0 + "R-NH,...Cu(ll) (4
"R-NH, + O, — "0-O-R-NH,
"0-0O-R-NH, —= R-NH, + O,

"0-0O-R-NH, + R-NH, —= HO-O-R-H, + "R-NH, (7)

3.10 schema. Cu(II) katalizuojamo chitozano ,.,klikinimo* metu vykstancios

depolimerizacijos mechanizmas [173]

Chitozano destrukcija aiSkinama kompleksy tarp vario jony ir chitozano
aminogrupiy susidarymu vandeniniuose tirpaluose [173]. Pagrindiné cheminé
reakcija, vykstanti ‘OH sgveikaujant su polisacharidais, yra vandenilio
abstrakcija (abstrakcijos reakcija — bimolekuliné reakcija, kurios metu viena
molekulé is kitos atima atomus, elektronus, protonus). ‘OH pritraukia protong
1§ vario—aminogrupiy komplekso ir ji prisijungia, susidarant vandeniui (3.10
schema, 4); tuo metu prie anglies atomo lieka nesuporuotas elektronas.
Karbograndis radikalas prijungia oro deguonj, susidarant peroksiradikalams
(5). Peroksiradikalai yra aktyvis, taCiau nestabiliis, todél dalyvauja jvairiose
prijungimo, skilimo ir persigrupavimo reakcijose.

Tai, kad chitino destrukcija analogiSkose salygose nevyksta, rodo, kad
chitozano depolimerizacijai turi jtakos jo aminogrupés. Tod¢l chitozanas su

mazesniu deacetilinimo laipsniu yra atsparesnis destrukcijai [173]. Siame
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darbe kopolimery sintezei buvo naudojamas pakankamai didelio deacetilinimo
laipsnio chitozanas (DL 72 %), tod¢l destrukcijos nebuvo i§vengta.

Nustatyta [52], kad ,klikinimo* biidu gautuose kopolimeruose lieka
didelis Cu kiekis (nuo 200 iki 600 ppm). Chitozano-N-TMPEG kopolimeruose
buvo rastas gerokai maZesnis Cu kiekis (3.9 lentel¢). Taciau net ir toks Cu
kiekis yra nepageidaujamas, ypaC€ jei chitozano-N-TMPEG kopolimerai
naudojami biotechnologijoje ar medicinoje.

Naudojant vandeningje terpéje netirpius didelio AL chitozano darinius,
,Klik* reakcija buvo bandoma atlikti 5 % LiCl tirpale N-metil-2-pirolidone.
Deja, produkty FT-IR spektruose neaptikta jokiy kopolimerams bidingy
sugerties juosty, o iSgryninus gautos tik pradinés medZziagos, t.y. azidintas
chitozanas ir MPEG alkinas. Nes¢kmingo ,,klikinimo* priezastis galéjo biti
didele Li(I) koncentracija. Reakcijos metu Li(I) gal¢jo konkuruoti su Cu(l), ir
tokiu biidu Zymiai sumazinti jo katalitinj aktyvuma.

Apibendrinant chitozano-N-MPEG kopolimery sintezés ,,klik* chemijos
biidu rezultatus matyti, kad reakcija pakankamai gerai valdoma, pasiekiamas
toks chitozano PL, kokj turi azidinti chitozano dariniai. Deja, ,klikinimo*
reakcijg katalizuojant Cu(Il)/askorbato sistema, vyksta chitozano grandinés
destrukcija, todel gauty dariniy molekuliné mas¢ viena — dviem eilémis
mazesne, negu tikétasi. ,,Klikinimo* budu gauti chitozano dariniai tirpiis tik
rigstin¢je vandeningje terpeje.

3.2.2. Chitozano-C(6)-TMPEG kopolimery sintezé naudojant N-ftaloil-

chitozang

“Klik” chemijos budu buvo susintetinti skirtingo pakeitimo laipsnio
Sepecio struktiiros chitozano-C(6)-TMPEG kopolimerai. Kopolimerai buvo
gauti C(6)-azidochitozano ir MPEG alkino arba C(6)-propargilchitozano ir
MPEG azido 1,3-dipolinés ciklizacijos metu (3.11 schema).

,Klikinimo* reakcijai vykstant tarp C(6)-propargilchitozano ir azidinto
MPEG (3.11 schema, 1), o taip pat tarp C(6)-azidochitozano ir MPEG alkino

(3.11 schema, 2), gaunami labai panasiis rezultatai (3.10 lentel¢).
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3.11 schema. Chitozano-C(6)-TMPEG kopolimery sintez¢ “klik” chemijos

b) NH,NH,*H,0

metodu: 1 —i§ C(6)-propargilchitozano; 2 — i§ C(6)-

azidochitozano

Kaip ir N-klikinimo atveju, reakcijai reikalingas Cu(I) kiekis gaunamas
Na askorbatu redukuojant CuSO,-5H,O. Nors Zinoma [31], kad CuAAC
reakcija efektyviau vyksta vandens/metileno chlorido miSinyje, ,.klikinimas*
per C(6)-OH grupe buvo vykdomas vandens/DMSO (1:1, v/v) miSinyje dél

geresnio junginiy tirpumo.

3.10 lentelé. Chitozano-C(6)-TMPEG kopolimery tyrimo rezultatai

Nr Molinis santykis
‘ ‘ NHy, | PLnm, | PLewmr, | [nl,
C(6)-AzidoChz MPEQG alkinas % % % dL/g
(AL 57%) (PL 93%)
1 1 0,5 1,10 42 39 0,126
2 1 0,8 0,89 54 50 0,117
3 1 1 0,80 61 59 0,109
C(6)-Propargil | MPEG azidas (AL
Chz (PL ~90%) 65%)
4 1 0,4 1,72 24 20 0,132
5 1 0,6 1,15 40 36 0,128
6 1 1 0,75 66 64 0,102
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C(6)-azidochitozanui reaguojant su MPEG alkinu, priklausomai nuo
pradiniy reagenty santykio, chitozano PL skiepytuosiuose kopolimeruose kinta
nuo 39 iki 59 %. Siy kopolimery ribinis klampos skai¢ius yra mazas ir kinta
nuo 0,126 iki 0,109 dL/g. Sintezei naudojant C(6)-propargilchitozana, PL kinta
nuo 20 iki 64 %, o ribinis klampos skaicius, didéjant PL, mazéja nuo 0,132 iki
0,102 dL/g. Reikia pastebéti, kad gauty produkty savybés labai panaSios ir
nepriklauso nuo pradiniy medziagy ,,aktyvavimo* bido.

Chitozano-C(6)-TMPEG kopolimery FT-IR spektre (3.10 pav.)
matomos intensyvios biidingos MPEG sugerties juostos ties 1108 cm™ (C-O) ir
2886 cm” (C-H), bei chitozano amidiniams ry$iams priskiriama sugerties
juosta ties 1648 cm™'. Azido sugerties juosta ties 2110 cm™ po ,klikinimo*

iSnyksta.

|
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3.10 pav. N-ftaloilchitozano (1), N-ftaloil-C(6)-azidochitozano (2) ir chitozano-
C(6)-TMPEG kopolimero (3) FT-IR spektrai

Kaip ir N-,klikinimo* atveju, '"H BMR spektrai patvirtino chitozano-
MPEG kopolimery susidarymg ir buvo panaudoti kopolimery sudéties
skai¢iavimui (3.11 pav.). Atsirades silpnas signalas ties 7,85 ppm, priskiriamas
triazolo Ziedo protonui, patvirtina, kad MPEG prijungiant prie pagrindinés
chitozano grandinés susidaro triazolildarinys. Chitozano pakeitimo laipsnis
kopolimeruose buvo apskaiciuotas i§ acetilgrupés protony signalo ties 1,7-1,9

ppm ir MPEG metoksigrupés protony signalo ties 3,3 ppm santykio.
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3.11 pav. Chitozano (1) ir chitozano-C(6)-TMPEG kopolimero (PL 64 %) (2)
'H BMR spektrai (D,O/acto riigstis-d,)

O-modifikuoty chitozano dariniy sintezei naudojant N-ftaloilchitozana,
didZiausia problema yra aminogrupiy deftalinimas. Chitozano aminogrupiy
apsaugai naudojant N-ftalinimo metoda, chitozano grandiné daugiau ar maziau
skyla. Siekiant parinkti optimalias chitozano-O-dekstrano kopolimery
aminogrupiy apsaugos salygas ir kiek galima sumazinti chitozano grandinés
skilima, buvo iStirtos aminogrupiy deftalinimo reakcijos gryname hidrazino
monohidrate ir jo tirpaluose DMSO, formamide ir vandenyje [166]. Chitozano-
C(6)-TMPEG kopolimerus, gautus “klik” chemijos budu, taip pat buvo
bandoma deftalinti hidrazino monohidrato tirpalais DMF, DMSO, formamide,
piridine ir vandenyje. Pastebéta, kad kopolimery ribinis klampos skaicius Siek
tiek priklauso nuo aminogrupiy apsaugos pasalinimo sglygy. MaZiausia [n]
verté¢ gaunama, defltalinimg atliekant hidrazino monohidrato/vandens miSinyje.
Geriausi rezultatai gauti apsaugos paSalinimui naudojant 1,5 M hidrazino
tirpala piridine. Siuo atveju ribinis klampos skai¢ius [n], lyginant su
produktais, gautais naudojant kitas tirpikliy sistemas, buvo apie 1,5 karto
didesnis.

Chitozano ir jo “klikinty” dariniy deftalinimui buvo naudotas ir
metilaminas. Zinoma, kad metilaminas ir dimetilaminopropilaminas buvo
s¢kmingai panaudoti N-aminoftalimido, azetidinony [174] dariniy ir dervy

aminogrupiy deftalinimui. Deja, miisy tyrimuose aminogrupiy apsaugos
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paSalinimas metilaminu nepasiteisino, nes tiek FT-IR, tiek ir 'H BMR
spektruose ftaloilgrupei budingi signalai iSliko, o tai jrodo, kad apsaugos
pasalinimas buvo nepilnas.

Sprendziant 1§ ribinio klampos skaifiaus [n] vertés acetatiniame
buferyje, chitozano-C(6)-TMPEG kopolimerai yra mazos molekulinés masés
produktai. Deja, nepriklausomai nuo PL, kopolimerai, kuriy i$skyrimui buvo
naudotas rotacinis iSgarinimas ir vakuuminis dZiovinimas, vandenyje buvo
netirpiis.  Kopolimery  i§skyrimui  panaudojus  liofilizavimg  -40 °C
temperatiiroje, gautas vandenyje tirpus produktas. Visi méginiai buvo tirpts
acetatiniame buferyje (pH 3,7).

Apibendrinant chitozano-C(6)-TMPEG kopolimery sintezés ,klik*
chemijos budu rezultatus galima teigti, kad pasiekiamas norimas didelis
chitozano PL, tadiau kopolimerai, sprendziant i§ mazo ribinio klampos

skaiciaus, yra mazos molekulinés masés dariniai.

3.2.3. Chitozano-C(6)-TMPEG kopolimery sintezé, naudojant dodecilsulfato-

chitozano kompleksq

Perspektyviis ir palyginti mazai tyrinéti yra per C(6)-hidroksigrupe
modifikuoti chitozano dariniai. Ypa¢ dominantys biity didelés molekulinés
mases chitozano kopolimerai, kuriuose biity lik¢ laisvos aminogrupés. Siekiant
iSvengti destrukciniy procesy ir gauti didesnés molekulinés masés chitozano-
MPEG darinius, ,klikinimo* reakcijai vietoje N-ftaloilchitozano buvo
panaudotas chitozano/dodecilsulfato kompleksas (CDK). DMSO tirpus
azidintas CDK, gautas per tarping tozilinimo stadija, buvo panaudotas

,.klikinimui“ su MPEG alkinu (3.12 pav).

r({ /\/],OCHs
= (0] n

N, N. N
o) H,CO O% NO
/O -
HO 0 b) TRIS Tho o
NHy+-n NH, |n
0=S=0

Q
=3
o

3.12 pav. Chitozano-C(6)-TMPEG sintez¢ naudojant CDK
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Reakcija buvo vykdoma DMSO/vandens miSinyje pagal ta pacig
metodika kaip ir N-ftaloilchitozano atveju. Kadangi TRIS gali biiti naudojamas
dodecilsulfato paSalinimui, ,,klikinimo* produkto tirpalas buvo dializuojamas
15 % TRIS tirpale.

Deja, ,klik* reakcija, naudojant chitozano/dodecilsulfato kompleksa,
buvo nes¢kminga. Analizuojant reakcijos produkty FT-IR, "H BMR spektrus,
kopolimerams budingy signaly nerasta. Tai gali buti susij¢ su daliniu
dodecilsulfato anijony ,,atsikabinimu® nuo CDK |, klikinimo*“ metu. Sie
anijonai sgveikauja su tirpale ir katalizatoriuje esanciais Cu katijonais, ir tokiu
bidu suardomas katalizatorius ar apsaugomi jo aktyviis centrai; deél to

,.klikinimas* nevyksta.

3.3. Chitozano katijonizavimas
3.3.1. Chitozano katijonizavimas EPTMAC

Katijonizuojanciu reagentu chitozano katijonizavimui pasirinktas N-2,3-
epoksipropil-N, N, N-trimetilamonio chloridas (EPTMAC). Priklausomai nuo
terpés, EPTMAC gali reaguoti tiek su amino, tiek ir su hidroksigrupémis.
Riigstinéje ar neutralioje terpéje su EPTMAC paprastai reaguoja chitozano
aminogrupe, o tuo tarpu Sarminéje terpéje su EPTMAC, tikétina, gali reaguoti
ir amino, ir hidroksigrupé [90], susidarant N- ir O-pakeistam chitozanui.

Siame darbe, naudojant skirtingus reagenty santykius, chitozanas buvo
katijonizuojamas N-2,3-epoksipropil-N, N, N-trimetilamonio chloridu
neutralioje, riigStin¢je bei Sarmingje terpése (3.12 schema). Reakcijai vykstant
tieck neutralioje, tiek ir rugstingje terpése gaunamas tas pats produktas —
N-[(2-hidroksi-3-trimetilamonio)propil]chitozano chloridas (N-KChz).

Chitozang iStirpinus 1 % acto riigStyje ir katijonizuojant EPTMAC,
priklausomai nuo pradinio reagenty santykio, chitozano katijonizavimo laipsnis
(KL) (KL parodo, kiek chitozano aminogrupiy buvo pakeista EPTMAC) kinta
nuo 36 iki 72 % (3.11 lentel¢). Chitozano KL, apskaiciuotas i§ aminogrupiy
kiekio, pakankamai gerai sutapo su KL, apskai€iuotu i§ CI” kiekio. Kai kuriy

pavyzdziy KL nustatytas ir i§ '"H BMR spektry. Tadiau nustatyti KL i§ 'H
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BMR spektry yra sudétinga, nes trimetilamonio grupés protony signalai
persikloja su chitozano C(2) padétyje esancio protono signalu. Dél Sios
priezasties i§ '"H BMR spektry nustatytas KL yra nepatikimas, daZnai gana

zymiai skiriasi nuo cheminés analizés duomeny (3.11 lentel¢).

H CH3 cl
0O-CH; CH CH; N CH,

o R

OH
0}
o + H,C— CHCHN CH, CHCHCHN CH,
H, n

T Nped

“CHzCH-CH; N CH,
O CH

3

3.12 schema. Chitozano katijonizavimas EPTMAC

Zinoma, kad katijonizavimo laipsnis priklauso nuo reakcijos salygy:
reakcijos trukmes, temperatiiros, EPTMAC ir chitozano aminogrupiy molinio
santykio [96]. Nustatyta, kad optimalus EPTMAC/chitozano aminogrupiy
molinis santykis yra 4, nes toliau didinant katijonizuojancio agento
koncentracijg, KL did¢ja nezymiai. Katijonizavimo rigstingje terpéje metu
pasiektas maksimalus KL (KL ~70 %) yra panaSus ] gautg ankstesniame darbe
[96].

Chitozano katijonizavimas neutralioje vandeningje terpéje taip pat buvo
s¢kmingas, buvo pasiektas pakankamai didelis chitozano KL (3.11 lentel¢).
Didelis KL, reakcija vykdant neutralioje terpéje heterogeninémis sglygomis,
buvo Siek tiek netikétas. Buvo akcentuojama [95], kad Sig reakcijg palanku
vykdyti riigS§tin¢je terpéje, nes acto riigStis yra katalizatorius, aktyvuojantis
EPTMAC epoksiziedg reakcijai su aminogrupémis. Reakcijg vykdant
neutralioje terpéje ir esant keturgubam EPTMAC pertekliui, KL sieké apie
61 %.
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3.11 lentelé. Chitozano katijonizavimo EPTMAC rezultatai

Nr ChZ, EPTMAC: NHQ, % KLNHQ, Cl_, KLCl, KLBMR, nred*a

terpé Chz, mol % % % % dL/g

1 - 6,00 - - - - 14,6

2 Chz, 1 2,65 35 5,61 36 - 10,4

3 rugstiné 2 1,34 51 7,52 54 37 8,95

4 terpe 4 0,32 67 8,98 71 55 5,87

5 6 0,24 68 9,06 | 72 69 3,69

6 1 3,04 30 486 | 29 57 11,4
Chz,

7 2 1,48 49 6,86 | 47 - 9,36

neutrali

8 4 0,61 62 8,16 | 61 81 6,32
terpe

9 6 0,47 64 8,58 66 84 4,61

10 MMM - 5,66 - - - - 3,01

11 Chz, 1 3,11 30 5,12 32 28 2,46

12 | neutrali 4 0,55 63 8,50 65 - 1,38

13 terpe 6 0,22 68 8,82 69 76 1,27
*~C=0,3%

MMM Chz —mazamolekulis chitozanas (po fermentinés destrukcijos, [n] =2,31)

Katijonizavimui buvo panaudotas ir mazos molekulinés masés
chitozanas, gautas fermentinés destrukcijos metu. Chitozano destrukcijai buvo
naudojamas fermentas pektinaze 1§ Aspergilius niger, kuris efektyviai mazina
chitozano molekuling mase Svelniose salygose [175]. Teigiama, kad maZos
molekulinés maseés chitozanas dél silpnos kristalinés struktiiros lengviau
reaguoja su katijonizuojanciais reagentais pasiekiant didesnj KL [90].
Nepaisant to, naudojant mazos molekulinés masés chitozang, gaunamas beveik
identiSkas KL, kaip ir komercinio chitozano atveju.

Katijonizuoty chitozano dariniy klampa, lyginant su pradiniu chitozanu,
yra mazesné. N-KChz redukuota klampa kinta priklausomai nuo KL ir maz¢ja
nuo 11,4 iki 3,69 dL/g (3.11 lentel¢). Atitinkamai mazéja ir katijonizuoto
chitozano ribinis klampos skaic¢ius (3.13 pav.). Tirpaly klampos mazéjimas

did¢jant chitozano katijonizavimo laipsniui gali buti siejamas su vandeniliniy
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rySiy tinklo, bidingo chitozano tirpalams, ardymu. Nors, did¢jant KL
makromolekuliy krivis didéja, taciau kriiviai buferiniame tirpale ekranuojami,

todel makromolekuliy hidrodinaminis tiris nepadidéja, o atvirksc¢iai, sumazéja.

15 4

Klampa, dL/g
©

5 _
e,
0,08 0,13 0,18 0,23 0,28
C, %

3.13 pav. Katijonizuoto chitozano (1 — KL 30 %, 2 — KL 67 %) redukuotos (0)
ir logaritminés (m) klampos priklausomybé nuo polimero

koncentracijos. [N]kr30 = 8,68 dL/g; [n]kLe7 = 3,76 dL/g.

)

6 5 4 3 2 1
ppm

o
T

3.14 pav. Chitozano (1), riigStinéje terp¢je gauto N-KChz (KL 66 %) (2) ir
Sarminéje terpéje katijonizuoto chitozano (KL 10 %) (3) 'H BMR
spektrai (D,O/acto rigstis-d,)

Gautieji junginiai buvo identifikuoti remiantis cheminés analizés, 'H
BMR bei FT-IR spektroskopijos duomenimis. Lyginant pradinio chitozano (1)
ir katijonizuoto chitozano (2) 'H BMR spektrus matyti (3.14 pav.), kad
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atsiranda naujas signalas ties 4,4 ppm, kuris priskiriamas CH grupei, esanciai
EPTMAC liekanoje. Signaly intensyvumo padidéjimas ties 2,9-3,2 ppm rodo,
kad chitozano protony, esanciy ties C(2), signalas persikloja su trimetilamonio
grupés metilprotony signalu.

Katijonizuoto chitozano FT-IR spektruose (3.15 pav.) ties 1479 cm’
esanti sugerties juosta rodo prisijungusig trimetilamonio grupe i§ EPTMAC.
Taip pat matyti, kad sumazéja pirminéms aminogrupéms biudinga sugerties
juosta ties 1560 cm™. Tai jrodo, kad reakcijoje dalyvauja aminogrupé, ir tuo

paciu patvirtina, kad katijonizavimas vyksta s€¢kmingai.

~
T - 1560 316 1070

|
|
1652 1479 ‘
' ' ' ' 1066
3500 3000 2500 2000 1500 1000
-
cm

3.15 pav. Chitozano (1) ir N-KChz (KL 66 %) (2) FT-IR spektrai

Zinoma, kad $armingéje terpéje EPTMAC gali reaguoti ir su hidroksi-, ir
su aminogrupémis [95]. Pvz., esant dideléms terpés pH vertéms, EPTMAC
efektyviai reaguoja su krakmolu [60,61]. Deja, katijonizuojant chitozang
Sarminéje terpéje pavyko pasiekti tik kiek didesnj nei 10 % katijonizavimo
laipsnj (3.12 lentele).

Mazas KL gali biiti dél to, kad chitozanas netirpus Sarming¢je terpéje. Be
to, Sarmin¢je terpé€je intensyviau vyksta Salutineé EPTMAC reakcija — jis
naudojasi ne katijonizavimo reakcijoje, o hidrolizuojasi. Gali biti, kad 24 val.

yra per trumpas laikas didesniam KL pasiekti. Didesnio KL nepavyko pasiekti
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nei naudojant didesnés koncentracijos NaOH, nei metanolinj amoniako tirpalg,

kuriame chitozanas yra labai smulkiai disperguotas.

3.12 lentel¢. Chitozano katijonizavimo EPTMAC Sarmingje terpéje rezultatai

Nr EPTMAC: Reakcij oS NHQ, KLNH2 KLBMR Cl_, KLCl, [n] ,
Chz terpe % % % % % dL/g

1 2 0,3 % NaOH 5,24 10 25 1,79 10 8,14
2 2 NH; /MeOH, | 5 5, 9 - 1052 26 | 553

pH~9
3 2 0,8 % NaOH 5,61 7 19 0,22 | 5,1 7,20
4 4 0,8 % NaOH 5,08 11 - 0,94 | 4,8 4,22
5% 4 0,5 % NaOH - - 194 14,5 | 185 3,41
NaOH/i-PrOH
% - -

6 4 (viv 1/1) 94 9,9 84 4,68

5* Papildomai katijonizuotas N-KChz (3.11 lentelé, Nr.5)
6* Papildomai katijonizuotas N-KChz (3.11 lentelé, Nr.8)

Siekiant padidinti chitozano KL, N-KChz, gautas rigstingje ar
neutralioje  terpé¢je, buvo papildomai katijonizuojamas. Papildomam
katijonizavimui EPTMAC Sarminéje terpéje buvo pasirinktas N-KChz, kurio
KL 68 % ir 62 % (3.11 lentele, Nr. 5 ir 8). Kadangi chitozano deacetilinimo
laipsnis yra 72 % (mazai skiriasi nuo KL, pasiekto riigStinéje ar neutralioje
terpéje), tai papildomo katijonizavimo metu reakcijoje dalyvavo ir
hidroksigrupe, susidarant N,-O-[(2-hidroksi-3-trimetilamonio)propil]chitozano
chloridui (N,0-KChz) (3.12 lentele, Nr. 5 ir 6). Nors tarp 'H BMR
spektroskopijos ir elementinés analizés (C1™ kiekio) rezultaty vél yra tam tikras
nesutapimas (3.12 lentelé, Nr. 5 ir 6), taCiau neabejojant galima teigti, kad
papildomo katijonizavimo Sarmingje terp¢je metu galima labai Zenkliai
padidinti chitozano KL. Chitozano KL, siekiantis apie 190 % (3.12 lentele,
Nr.5) rodo, kad prie kiekvienos gliukozamino grandies gali biiti prijungtos dvi
katijoninés grupés. Taigi, N-KChz papildomas katijonizavimas Sarminéje

terpéje yra efektyvus metodas, norint gauti didesnio KL chitozano darinius.
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3.3.2. CDK esancio chitozano katijonizavimas

Chitozano katijonizavimas per hidroksigrupe, lyginant su N-
katijonizavimu, turi keletg pranaSumy: chitozano dariniai, gauti katijonizavimo
per hidroksigrup¢ metu, turéty didesnj krivio tankj, taip pat tokiuose
dariniuose greta ketvirtiniy amonio grupiy biity ir pirminiy aminogrupiy.

Siekiant, kad katijonizavimo reakcijoje dalyvauty tik hidroksigrupe,
reikia apsaugoti daug aktyvesne chitozano aminogrupe. Amino grup€ms
apsaugoti naudojant  N-benzilidenchitozang [101], buvo susintetintas
O-(2-hidroksi)propil-3-trimetilamonio chitozano chloridas (O-KChz), kurio
KL 33 %. Zinoma [165,166], kad chitozano O-dariniy sintezei naudojant
N-benziliden- ir N-ftaloilchitozang, aminogrupiy apsaugojimo-apsaugos
paSalinimo procediiry metu neiSvengiamai vyksta pagrindinés chitozano
grandinés destrukcija. Be to, problemy kelia ir nepakankamas produkty
tirpumas. Siekiant iSvengti pagrindinés chitozano grandinés destrukcijos,
O-katijonizuoty chitozano dariniy sintezé buvo vykdoma pagal nauja schema,
biitent, aminogrupiy apsaugai naudojant dodecilsulfato/ chitozano kompleksa

(CDK) (3.13 schema).

OH o H,C, CHCHN—CHacl
“OTho o A0
NH+ NHCOCH NH; NHCOCH
/o=§=o o0
joniné saveika Q O\/\/\/\/\/\/
AV e e e VN g
TRIS
CH,
I+ Cl
R: —CHZ—CIJH—CHEI?I—CH3 arba -H
OH  CH,

NHCOCH

3.13 schema. Chitozano O-katijonizavimas, reakcijai naudojant chitozano/

dodecilsulfato kompleksa

Chitozano O-katijonizavimo reakcija buvo vykdoma DMSO/vandens ar
DMSO/2-propanolio miSiniuose naudojant skirtingg EPTMAC kiek;.

Literatiros duomenimis [101], N-benzilidenchitozano katijonizavimo reakcija
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s¢kmingai buvo vykdoma biitent DMSO/2-propanolio miSinyje, todel Siy
tirpikliy miSinys panaudotas ir chitozano, esancio CDK, katijonizavimui.
Katijonizuoto chitozano kompleksas su dodecilsulfatu buvo ardomas, pridedant
stiprios bazés TRIS, kuri veikia kaip dekompleksavimo agentas [157].
O-katijonizavimo, naudojant chitozano/dodecilsulfato kompleksa,
rezultatai pateikti 3.13 lentel¢je. Remiantis produkty BMR spektrais galima
teigti, kad katijonizavimas Sarmingje terpéje vyksta sunkiau, gaunami
mazesnio KL produktai. Tieck DMSO/H,0, tick DMSO/2-propanolio miSinyje
katijonizavimas vyko labai panaSiai, ir didesnj KL (42 %) antrojoje terpéje

pavyko pasiekti tik dél to, kad buvo naudojamas didesnis EPTMAC perteklius.

3.13 lentelé. ] CDK jeinancio chitozano katijonizavimo EPTMAC rezultatai

Nr Reta:;;léjos ig{MiSl CI,% | KL, % | KLawr, % | [n], dL/g
1 | DMSO/H,0* 2 0,18 0,9 12 2,45

2 (1:0,8 v/v) 4 0,21 1,1 21 1,39

3 DMSO/H,0 2 2,21 11 18 4,22

4 (1:0,8 v/v) 4 3,33 19 37 4,01

5 DMSO/ 2 2,30 12 16 4,20

6 2-propanolis 4 3,34 19 32 4,03

7 (1:0,8 v/v) 6 4,59 28 42 3,88

* - Reakcijos miSinys paSarmintas natrio Sarmu: EPTMAC:NaOH=1:1,25, mol

O-katijonizavimo, naudojant chitozano/dodecilsulfato kompleksa,
vyksmas jrodytas FT-IR ir '"H BMR spektroskopijos duomenimis. Lyginant
chitozano ir O-KChz FT-IR spektrus (3.16 pav.) matyti, kad katijonizavimo
metu sumazéja amidams priskiriama sugerties juosta ties 1560 cm’, taip pat
i$nyksta sulfato grupés sugerties juostos ties 1242 ir 815 cm™, tadiau atsiranda
metilgrupéms badinga sugerties juosta ties 1479 cm’, patvirtinanti, kad

prisijungé ketvirtinés amonio grupés.
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3.16 pav. Chitozano (1), CDK (2) ir O-KChz (KL 28 %) (3) FT-IR spektrai

O-KChz '"H BMR spektre (3.17 pav.) isnyko dodecilgrupei bidingi
signalai ties 0,86, 1,25, 1,49 ir 3,69 ppm, priskiriami atitinkamai (CHs),
(-(CH,)s-), (-CH,CH,-O) ir (-CH,CH,-O) protonams, o tai rodo, kad
dodecilsulfato anijonai buvo seékmingai pasalinti 1§ katijonizuoto darinio. Kartu
atsirado Siek tiek pasislinkes stiprus ketvirtinio amonio metilgrupiy signalas
ties 2,8-3,0 ppm, rodantis, kad chitozanas buvo sékmingai katijonizuotas per
hidroksigrupe. '"H BMR spektre taip pat matyti nauji signalai ties 3,15 bei
4,40 ppm, priskiriami atitinkamai -N-CH,- bei -CH(OH)- protony, esanciy
EPTMAC liekanoje, signalams. Chitozano KL skai¢iuojant i§ BMR spektry,
lyginant ketvirtinio amonio grupés protony ties 3,0 ppm ir chitozano
acetilgrupés protony ties 1,8-1,9 ppm signaly intensyvumus, gaunami netiksliis
duomenys, nes stiprus ketvirtiniy amonio grupiy protony signalas persikloja su
chitozano H-2 signalu. Skai¢iuojant KL, lyginant -CH(OH)- grupés protono
ties 4,40 ppm ir chitozano acetilgrupés protony ties 1,8-1,9 ppm signaly
intensyvumus, gaunamos KL vertés taip pat yra didesnés, nei kad nustatyta i§

CI” matavimy (3.13 lentelé¢).
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3.17 pav. Chitozano (D,O/acto riigstis-d4) (1), CDK (DMSO-dy) (2) ir O-KChz
(KL 28) (D,O/acto riigitis-d,) (3) 'H BMR spektrai

Nepaisant to, kad FT-IR ir 'H BMR spektrai patvirtino O-KChz
susidarymg, 1§ chitozano/dodecilsulfato komplekso gauti katijonizuoti
produktai vandenyje netirpo, o tik brinko. Tai jrodo, kad 'H BMR
spektroskopijos blidu nustatytas didesnis KL, nei jis yra i§ tikryjy. Cheminiy
tyrimy metu medziaga tik iSbrinksta, tod¢l nustatomas pavirSinis Cl, dél ko jis
yra mazesnis nei realiai turéty baiti. Galima netirpumo priezastis — ardant
katijonizuoto chitozano/dodecilsulfato kompleksa, gali vykti jvairios pasalinés
reakcijos, tame tarpe, dalyvaujant reakcijos terpéje likusiam EPTMAC.
Siekiant paSalinti nesureagavusi EPTMAC, buvo iSméginti du budai:

1) Reakcijos miSinys po katijonizavimo dializuojamas vandenyje, po to
TRIS tirpale, ir galiausiai veél vandenyje;

2) Katijonizuotas chitozano/dodecilsulfato kompleksas iSsodinamas
reakcijos miSin} pilant j vandenj, nuosédos filtruojamos, tirpinamos
DMSO, dializuojamos TRIS tirpale ir vandenyje.

Deja, abiem biidais grynintg katijonizuotg chitozang iSsodinus ir
18dZiovinus, jis tapo netirpus. Tikrosios O-KChz netirpumo prieZastys
neaiskios, nors galima jtarti, kad netirpiis kompleksai susidaro, tarp katijoniniy

grupiy susidarius sulfato tilteliams. Reziumuojant galima tvirtinti, kad

113



chitozano O-katijonizavimas, naudojant chitozano/dodecilsulfato kompleksa

galéty biti perspektyvus tik tada, jeigu pavykty gauti tirpius produktus.

3.3.3. Chitozano-N-MPEG kopolimery sintezé ir jy katijonizavimas

Siekiant iSsiaiSkinti, ar galima pagal tais paciais katijonizavimo biidais
katijonizuoti ir chitozang, ir jo darinius su metoksipolietilenglikoliu (MPEG),
buvo susintetinti keli chitozano-MPEG kopolimerai. Kadangi grynas MPEG su
chitozanu nereaguoja, katijonizavimui skirty kopolimery sintezei MPEG buvo
»aktyvuojamas® iki karboksidarinio. MPEG hidroksigrupei esterifikacijos
reakcijos metu reaguojant su cikliniu alifatiniu anhidridu — gintaro rtgsties
anhidridu — susidaro MPEG sukcinatas.

MPEG sukcinato reakcija su chitozano aminogrupémis buvo inicijuota
vandenyje tirpiu karbodiimidu (3.14 schema). Vandenyje tirpus 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-karbodiimido hidrochloridas (EDC) aktyvuoja MPEG
sukcinato karboksigrupes, sudarydamas galimybe pastarosioms prisijungti prie
chitozano aminogrupiy [176]. Naudojant §] metoda, MPEG prie chitozano

prijungiamas susidarant amidiniam rySiui.

eyl e

OV‘fo“/}o CH,

CH
[ °cl
HN-CH; CHCHzN CH,
OH C‘)H eH M o
Q6 3 H,C—CH CH; N CH,
-0 HO HO o (@] O CH3
n

OH
)K/\H/O\/\fo/\ﬁr? CH,
(e}

3.14 schema. Chitozano-N-MPEG kopolimery sintez¢ ir katijonizavimas

Karbodiimidais katalizuojamos reakcijos yra gana létos ir paprastai
trunka nuo keliy valandy iki paros. Reakcijg vykdant 50 °C temperatiiroje
24 val. ir naudojant skirtingus pradiniy reagenty molinius santykius, buvo gauti

chitozano-N-MPEG kopolimerai — didelés molekulinés masés vandenyje tirpiis
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hidrofiliniai produktai, kuriuose pakeitimo laipsnis kinta nuo 20 iki 43 % (3.14

lentelé).

3.14 lentelé. Chitozano-N-MPEG kopolimery sinteze ir katijonizavimas

Nr Molinis PL, % Nreds Molinis santykis** KL, % Nreds
santykis* dL/g dL/

Chz | MPEG | NH, | BMR Chz-N- | EPTMAC ClI” | BMR g

MPEG

1 1 0,28 21 20 3,85 1 1 3,2 0,4 -
2 1 3 12,5 3,3 4,02

3 1 0,42 34 35 3,11 1 1 8,3 2.8 -
4 1 3 8,0 5,0 | 3,36
5 1 0,55 42 43 2,62 1 3 10,1 4,3 2,85

* - chitozano gliukozamino grandziy ir MPEG molinis santykis reakcijos miSinyje;
** - Chz-N-MPEG kopolimero ir EPTMAC molinis santykis reakcijos misinyje.

'"H BMR spektrai ne tik patvirtino, kad chitozano dariniuose yra signaly,
priskiriamy chitozanui ir MPEG, bet ir 1§ jy buvo galima jvertinti chitozano
pakeitimo laipsnj (PL) (3.18 pav.). Chitozano PL buvo nustatytas lyginant
chitozano acetilgrupés signalo ties 1,92 ppm ir MPEG metoksigrupei
priklausancio signalo ties 3,2 ppm integraly santykj, ir jis gerai sutapo su
cheminés analizés duomenimis.

Chitozano-N-MPEG kopolimery katijonizavimas buvo vykdomas
vandeniniame acto riigSties tirpale. Taciau, net ir naudojant katijonizuojancio
reagento pertekliy, gaunamas itin mazo KL chitozano kopolimeras
(3.14 lentelé).

Katijonizuoto kopolimero 'H BMR spektre matyti iek tiek pasislinke
protony signalai ties 3,01, 2,91 ir 2,83 ppm, priskiriami atitinkamai MPEG
OCH; grupés, trimetilamonio grupés, esancios EPTMAC liekanoje,
metilprotony ir chitozano H-2 protono signalams. Tai, kad N'(CH3); signalas
yra labai mazas, jrodo, kad tokiomis sglygomis katijonizavimas vyksta sunkiai.
Prie chitozano prijungtos MPEG grandinés yra pakankamai ilgos ir apsunkina
gan didelio katijonizuojanc¢io reagento pri¢jima prie likusiy laisvy chitozano

aminogrupiy. Be to, sumaZz¢jes MPEG oksimetileno grupiy protony signalas
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ties 3,2-3,4 ppm leidzia manyti, kad vyksta polietilenglikolio grandinés

destrukcija. Tokios destrukcijos prieZastys neZinomos.

9.
A

ppm

1

3.18 pav. Chitozano-N-MPEG (PL 35 %) (1) ir chitozano-N-MPEG-N-
EPTMAC (2) kopolimery (KL 5 %) 'H BMR spektrai (D,O/acto
rugstis-dy)

Literatiiroje rasta keletas publikacijy, kur katijonizuotas chitozanas
modifikuojamas MPEG, taciau nerasta informacijos apie atvirkSting reakcijy
seka. O tai paremia prielaida, kad chitozano-N-MPEG kopolimery

katijonizavimas vyksta labai sunkiai.

3.3.4. Katijonizuoto chitozano dariniy daliné destrukcija

Polimery klampa yra vienas 1§ svarbiausiy rodikliy formuojant
nanopluostus, ypaé elektroverpimo biidu. Zinoma [177], kad didinant polimery
tirpaly koncentracijg (ir klampa), formuojamo pluosto skersmuo did¢ja
eksponentiskai. Geros kokybés pluosta galima gauti tik naudojant santykinai
mazos (nuo 1 iki 215 P) klampos tirpalus. Nanopluos$ty gamybai naudojant
katijoninj chitozanag, reikalingas 7-8 % tirpalas, o jo dinaminé klampa turéty
biti apie 5 P [154].

Katijoninio chitozano (N-KChz), kurio KL 30 %, 7 % tirpalo 0,5 % acto
rigstyje dinamin¢ klampa buvo labai didelé (2930 P), ir toks tirpalas netiko
elektroverpimui. Tirpalg praskiedus iki 2,0-2,3 %, jo dinaminé klampa
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sumaz¢jo iki 5 P, taciau tokia tirpaly koncentracija akivaizdZiai per maZza,
norint gauti gery savybiy pluosta. Vienintelis biidas polimero tirpalo klampai
sumazinti — polimero molekulinés masés mazinimas.

Chitozanas ir jo dariniai gali buti destruktuojami cheminiais ar
fizikiniais metodais, t.y. chitozanas gali biiti veikiamas rtgstimis, Sarmais,
oksidatoriais, y ar UV spinduliais, ultragarsu ir pan. Siame darbe chitozanas
skaidytas jo tirpalus veikiant UV spinduliais arba j tirpalus pridéjus lizuojanciy
fermenty.

UV spinduliais buvo veikiami jvairaus KL chitozano dariniy tirpalai
0,5 % acto riigStyje. Nustatyta, kad, Svitinant UV spinduliais, galima sumazinti
dinamine klampg tik ty katijonizuoto chitozano tirpaly, kurie gauti i§ chitozano
su dideliu KL (3.19 pav., 1, 4 kreives). N-KChz (KL 50 %) Svitinant 3 val.,
dinaminé¢ klampa sumazg¢jo 70 karty, buvo gautas elektroverpimui tinkamas
tirpalas. Tuo tarpu, UV veikiant maZesnio KL chitozano tirpalus, gauti

priesingi rezultatai (3.19 pav., 2, 3, 5 kreivés).

4 14000
410500
R~ 1 o~
< 17000
z [
3 {3500 E
4 = =~
QO ] .
g {1200 ‘2
5 i =
g j900 &
a 1600 A
_ o 4 730
0 — T T T 1 1 T 1 T T T T T " T 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

t, min

3.19 pav. N-KChz (KL 50 % (1), 40 % (2, 3), 68 % (4) ir 30 % (5)) 7 % tirpaly
dinaminés klampos priklausomybé nuo §vitinimo UV spinduliais

trukmeés. Atstumas iki kvarcinés lempos — 24 cm (1, 2, 4, 5) ir 35 cm

(3).
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UV spinduliy poveikyje tirpalo dinaminé klampa 18§ pradziy (30-40 min)
mazéja (3.19 pav., 1, 2, 4 kreives) arba iSlieka daugiau ar maziau pastovi (3, 5
kreivés). Svitinant ilgiau, N-KChz (KL 30 %) tirpalo dinaminé klampa
padid¢ja iki 16000 P (3.19 pav, 5 kreive). Manoma, kad UV spinduliy
poveikyje vyko sudétingi makromolekuliy skilimo ir jungimosi tarpusavyje
procesai, kuriy metu susidar¢ dalinai sutinklinti polimerai.

Polimery destrukcija, veikiant UV spinduliais, vyksta pagal laisvyjy
radikaly mechanizmg, t.y., makromolekuliy skilimas vyksta susidarant
polimeriniams ar oligomeriniams laisviesiems radikalams [178]. Reakcijos
metu susidar¢ makroradikalai dalyvauja grandininés makromolekuliy
destrukcijos arba susiuvimo procesuose [179]. Didelio KL katijonizuotas
chitozanas (jo tirpalo klampa maza), gali biiti priskiriamas ketvirtinéms amonio
druskoms, kurios santykinai atsparios susiuvimui ir tinklinimui, tame tarpe,
vykstant senéjimo procesams. Tuo tarpu mazo KL chitozano dariniai (jy tirpaly
klampa didelé) turi daugiau aminogrupiy ir gali biti priskiriami polimeriniams
aminams, kurie neatspariis sen¢jimui, linke dalyvauti oksidacijos ir tinklinimo
reakcijose. Molekulinés masés did¢jimas UV Svitinimo metu gali biti
aiSkinamas ir didele katijoninio chitozano, kurio KL mazas, tirpaly klampa.
Klampiame tirpale radikalai turéty gyvuoti ilgiau, tod¢l bimolekulinio
susijungimo galimybé padidéja. Apibendrinant galima teigti, kad UV
spinduliai néra tinkamas biidas katijoninio chitozano, kurio KL santykinai
mazas (<50 %), destrukcijai. Kita vertus, didelio KL (>50 %) katijonizuotiems
chitozano dariniams §j destrukcijos buidg galima naudoti.

Kitas biidas katijonizuoto chitozano tirpaly klampai sumazinti —
fermentin¢ chitozano destrukcija. Katijonizuoty chitozano dariniy destrukcija
buvo vykdoma pektinazés 1§ Aspergilus niger ir celulazés 1§ Trichoderma
reesei tirpaluose. Nustatyta, kad fermentin¢ hidrolizé sékmingai vyksta
jvairiose terpése: citratiniame ir acetatiniame buferiuose, acto ir skruzdziy
rugstyse (3.15 lentele). Per gana trumpg laikg Siy tirpaly klampa sumazéja kelis

kartus.
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3.15 lentelé. 2 % N-KChz (KL 50 %, n*=29 P) fermentinés hidrolizés

rezultatai
. ) Fermentas ir jo kiekis /1 g Hidrolizés
Reak *
cakcljos terpe N-KChz trukmé, val. ns P
Citratinis buferis, pH 3,0 Pektinazé, 0,04 g 24 4,1
o . Pektinazé, 0,1 g 18 3,0
Acetatinis buferis, pH 4,6 -
Celulazg, 0,1 g 18 2,1
Acto rigstis, pH 3,25 Pektinaze, 0,04 g 24 472
Celulazg, 0,04 g 6,5 5,8
Skruzdziy ragstis, pH 2,7 Pektinazé, 0,04 g 24 39

n* — dinaminé klampa

Fermentiné hidrolizé sékmingai vyksta jvairiose terpése, tadiau 'H BMR
spektroskopijos pagalba buvo nustatyta, kad, po fermentinés hidrolizés
citratiniame buferyje, katijonizuotame darinyje lieka nepasiSalinusiy citrato
anijony. D¢l Sios priezasties tolimesniems fermentinés destrukcijos tyrimams
buvo pasirinktas acetatinis buferis arba acto riigsties tirpalas.

7 % katijonizuoto chitozano tirpaly klampa labai didele, todél
pirmiausiai tyrimai buvo atlikti naudojant mazesnés koncentracijos tirpalus.
4 % katijonizuoto chitozano tirpaly acetatiniame buferyje fermentiné hidrolizé
vyksta greitai, ir po 2-3 val. produkty dinaminé klampa sumaz¢ja 10-30 karty
(3.20 pav.). Kaip matyti 1§ 3.20 pav., destrukcija lemia tiek fermento
koncentracija, tiek ir naudojamas fermentas. Nors abu naudoti fermentai
efektyviai hidrolizuoja katijoninj chitozang, celulazé ardo Siek tiek geriau.
Fermenting hidroliz¢ vykdant 5 val.,, 4 % N-KChz (KL 30-40 %) tirpalo
dinamin¢ klampa sumazéja iki 1-2 P (3.20 pav.).

Panasiis rezultatai gauti hidrolizuojant 7 % N-KChz tirpalus (3.21 pav.).
Kadangi 7 % tirpalai yra ypatingai klampts, destrukcija buvo vykdoma 37 °C
temperatiirje termostate, tirpalus maiSant mechanine maiSykle. Lyginant 4 % ir
7 % N-KChz tirpaly fermentinés hidrolizés rezultatus matyti, kad didesnés
koncentracijos tirpaly destrukcija greitesné. Viena i§ galimy tokio efekto
priezasCiy — vykdant 7 % tirpaly destrukcija, buvo naudojamas mechaninis

maiSymas, t.y., papildomas jnasas ] ardyma, tuo tarpu 4 9% tirpalas
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hidrolizuojamas ventiliuojamoje dziovinimo krosnyje, tirpalg karts nuo karto

supurtant. Hidrolizuojama tirpalg papildomai maiSant, klampiame tirpale

padid¢ja fermento ir chitozano molekuliy kontaktavimo laipsnis, dél to

destrukcija pagreitéja.

40
30-

20

Dinamin¢ klampa, P

10+

50/

V7777 0,06g celulazés/1g N-KChz
0,12g celulazés/1g N-KChz
B3 0,06¢ pektinazés/1g N-KChz
XXX 0,12g pektinazes/1g N-KChz

3.20 pav. 4 % N-KChz (KL 40 %) dinaminés klampos acetatiniame buferyje

priklausomyb¢ nuo fermento riiSies, kiekio ir fermentinés hidrolizes

trukmeés 18 °C temperatiiroje

N

(&)

o
|

N

o

o
1

N

n

o
1

100 -

Dinaminé klampa, P

50 -

—— 0,12g celulazé/1g N-KChz (KL 50%)
—0O—0,12g pektinazé/1g N-KChz (KL 50%)
—4—0,12g celulazé/1g N-KChz (KL 65%)
—— 0,12¢g pektinazé/1g N-KChz (KL 65%)

50 100 150 200

3.21 pav. 7 % N-KChz dinaminés klampos acetatiniame buferyje

priklausomybé nuo fermento prigimties ir fermentinés hidrolizés

trukmeés 18 °C temperatiiroje
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Siekiant jvertinti trukmés jtaka destrukcijai, fermentiné hidrolizé buvo
tesiama 10 dieny. Katijonizuotg chitozang (KL 69 %) 10 pary hidrolizuojant
celulazés tirpale, redukuota klampa sumazejo iki 0,67 dL/g, o katijonizuota
chitozang (KL 50 %) laikant pektinazes tirpale — iki 0,99 dL/g (3.22 pav.).
Laikant ilgiau, klampos kitimas buvo nezymus. D¢l pernelyg didelés N-KChz
(KL 50 %) klampos, nustatyti pradinio tirpalo redukuota klampa nepavyko.
Remiantis gautais rezultatais matyti, kad katijonizuoto chitozano fermentiné
hidrolize vyksta tik iki tam tikro laipsnio.

Gauti katijonizuoto gliukozamino ar kity mazos molekulinés mases
katijonizuoty fragmenty, vykdant katijonizuoto chitozano dariniy fermenting
hidroliz¢, nepavyko, taiau Sis destrukcijos buidas yra tinkamas, ruoSiant
reikiamos klampos katijonizuoto chitozano tirpalus elektroverpimui.

FermentiSkai  hidrolizuoti  N-KChz tirpalai  buvo  panaudoti
nanopluoStams gauti. Siekiant gauti katijonizuoto chitozano turint]
nanopluosta, tirpalai elektroverpimui buvo paruosti sumaiSant 8 % N-KChz

(KL 30 %) ir 8 % polivinilalkoholio (PVA) tirpalus santykiu 15:85 arba 25:75.

100+
90+
& —0— 0,12g pektinazés/1g N-KChz, (KL 50 %)
2132? —0O—0,12g celulazés/1g N-KChz, (KL 69 %)
MNred 12-\
{0
g_
i
6' \O\ ]\
3 o
N Tt e r——
024 50 100 150 200 250
t, min

3.22 pav. Katijonizuoto chitozano tirpalo (c=4%) redukuotos klampos

priklausomyb¢ nuo fermentinés hidrolizés trukmeés
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—
5/16/2008 WD  mag = HV | HFW | det - 50 pm - 5/16/2008 WD | mag = HV = HFW | det
9:03:12 AM 6.9 mm 1615 x 5.00 kV 185 ym LFD 9:18:50 AM 7.0 mm 6 459 x 5.00 kV 46.2 ym LFD

3.23 pav. Nanopluosto tinklo (N-KChz:PVA =15:85 %) ant pluoStinio
pagrindo (kair¢je) ir be jo (deSin¢je) SEM nuotraukos

Formuojant nanopluosta elektroverpimo biidu 1§ vandens — etanolio —
acto riigSties miSiniy ir keic¢iant PVA ir KChz santykj, buvo gautas nanopluosto
tinklas, kuriame gana daug sulipimo viety ir gumuliuky (3.23 pav.). Geriausios
kokybés nanopluosto tinklas gautas tada, kada polimery miSinyje buvo daugiau
PVA (75 %). Elektroverpiant N-KChz/PVA tirpalus, gauti katijoniniai

nanopluostai.
3.4. Di- ir trikarboksiragstimis modifikuoto chitozano nanodalelés

Chitozanas — baziniy savybiy turintis polisacharidas, netirpus neutralioje
ir Sarminéje terpéje. RiigSting¢je terpéje chitozano aminogrupés protonizuojasi,
ir gaunamos didelio kriivio tankio jo makromolekulés, kuriy skersmuo
paprastai siekia keliolika nm [122]. Sujungus kelias (ar keliasdeSimt) tokiy
makromolekuliy, gaunamos kriivi turin¢ios chitozano nanodalelés, kurios gali
biti naudojamos vaisty, geny ar DNR pernasai, kaip priedai medikamentams ar
detergentams [113,148].

Siekiant dalinai sutinklinti chitozano makromolekules ir reakcijos
terpéje gauti chitozano nanodaleles, Siame darbe chitozanas buvo
modifikuojamas di- ir trikarboksiriig§timis. Prie chitozano nanodaleliy
prijungiant RAFT agentg, buvo bandoma susintetinti polisacharidini RAFT
makroiniciatoriy, nuo kurio pavirSiaus vykdant RAFT polimerizacija, biity

galima gauti nanodaleles biotechnologijos ar biomedicinos reikméms.
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Chitozanas buvo modifikuojamas adipo (AR), vyno (VR) ir citriny (CR)
rigStimis bei vandenyje tirpiu RAFT agentu (4-cianpentano rugsties)-4-
ditiobenzenkarboksilatu (CPAD). KarboksiriigStys prie chitozano aminogrupiy
buvo jungiamos karbodiimidiniu metodu, naudojant vandenyje tirpy N-(3-

dimetilaminopropil)-N"-etilkarbodiimido hidrochlorida (EDC) (3.15 schema).

OH OH OH
0 P Q 0
COOH OTho of THo o7 [{Ho o)
rr NH NH, [y
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NHCOCH NHCOCH, N NH,
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o] o]
m OH OH v
- OH
o) o o)
~THo o[ [Ho N0 Ho °
S CH, m ) NH  dy
@—‘LS%—CHZ CH, COOH NHCOCH, %% o
N CH, S
R | 3
EDC | CHCHy s
co CN
NH,
NHCOCH, NH
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EDC:  ~~N=C= N\/\/)\l{HCI

3.15 schema. Chitozano N-modifikavimas dikarboksiriigS§timis ir CPAD

Karboksigrupiy turinti .
molekulé Nestabilus

O-acilizouréjos
o] esteris @/NHZ @iNH /@ Stabilus amidinis rySys
%H \ W o /
HN CI
O
/ H\ H,0 ®//( Regeneruota karboksigrupé
_—
OH

H\NM cl @ioj‘\'\ﬁ
r o oo @

N oslo o
¢ 0 / @j N
rN \& 0 o Stabilus amidinis rySys
HO” O
I$ dalies stabilus
EDC NHS NHS-esteris

3.16 schema. Reakcijos tarp karboksigrupiy ir pirminiy aminogrupiy

dalyvaujant EDC mechanizmas [180]
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EDC, placiai naudojamas vandenyje tirpus karbodiimidas, gali biiti
dviejy formy: laisvos bazés arba druskos. Dazniau naudojamas EDC
hidrochloridas, nes jis nehigroskopiskas ir stabilus, taCiau Siek tiek jautrus
hidrolizei. EDC reaguoja su karboksigrupe, sudarydamas reaktingg O-acilizo-
uréjos tarpin} darinj, kurj atakuojant aminui, susidaro tvirtas amidinis rySys.
Nesureagavus; su aminais darinj vandeniniai tirpalai hidrolizuoja, vél
susidarant karboksigrupei. Kartais EDC naudojamas kartu su N-hidroksi-
sulfosukcinimidu (NHS), kuris karboksigrupes paver¢ia j reaktingus sulfo-
NHS esterius (3.16 schema).

Chitozano modifikavimas adipo, vyno ir citriny rigstimis buvo
vykdomas vandeningje terpéje (pH 6,5). Priklausomai nuo karboksigrupiy ir
aminogrupiy santykio, buvo gauti skirtingo pakeitimo laipsnio (PL) chitozano

dariniai (3.16 lentele).

3.16 lentelé. Chitozano modifikavimo karboksirtig§timis rezultatai

NI, Cg;tr(l’ﬁ;‘slo Chz : riigitis | PL, % (N) (%IR;IORA’) (]*, dL/g
I | Chz (DL 72%) : : : 842
2 | Chz-N-AR 120,11 : 10 3.2
3 | ChzN-AR 1:02 : s 324
4 | Chz-N-AR 118 70 : :
5 | ChzN-VR 1:0.1 : 8 407
6 | ChzN-VR 1:02 : 2 426
7 | Chz-N-VR ESRE 45 i i
8 | Chz-N-CR 1:0,05 : 7 345
9 | Chz-N-CR 1:0.1 : 17 244
10 | Chz-N-CR 1:02 26 : :

[n]* - ribinis klampos skaicius, iSmatuotas Ubelodés viskozimetru

Chitozano PL buvo jvertintas, nustaCius azoto kiek; modifikavimo
produktuose, o taip pat ir i§ jy '"H BMR spektry. Chitozano PL i§ '"H BMR
spektry buvo skaiCiuojamas, lyginant chitozano H-2 protono (2,97 ppm)
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signalo intensyvumg su protony, esan¢iy modifikuojancios riigSties liekanoje,
signaly intensyvumu. Pvz., chitozang modifikuojant adipo riig§timi, atsiranda
signalai ties 1,44 ir 2,25 ppm, priskiriami metileno grupéms, esancioms

atitinkamai alifatin¢je grandingje ir Salia karboksigrupés (3.24 pav.).

8 7 6 5 4 3 2
ppm

-

3.24 pav. Chitozano (1) ir chitozano-N-adipo riigities darinio (PL 10 %) (2) 'H
BMR spektrai (D,0/acto rtgstis-d,)

Esant mazam chitozano pakeitimo di- ir trikarboksirig§timis laipsniui
(PL = 7-22 %), gauti vandenyje tirpiis kopolimerai (tikétina, nanodalelés).
Chitozang modifikuojant dikarboksirtig§timis, esant riigStiniy grupiy pertekliui,
gauti nei vandenyje, nei organiniuose tirpikliuose netirpios makroskopinés
chitozano dalelés. Akivaizdu, kad Siuo atveju chitozano makromolekuliy
tinklinimo laipsnis buvo pernelyg didelis.

Chitozano modifikavimo di- ir trikarboksirtigStimis produkty ribinis
klampos skai€ius [n] maZesnis negu pradinio chitozano, taciau pakankamai
didelis, lyginant su kitais polimerais (3.16 lentel¢). [n] vertés sumazé¢jimas
chitozang dalinai tinklinant yra logiSkas ir laukiamas, kadangi susidaranciy
Sakoty makromolekuliy tankis yra didesnis, o jy hidrodinaminis spindulys
mazesnis.

Kai kuriy di- ir trikarboksiriig§timis modifikuoty chitozano dariniy
molekuliniai  rodikliai buvo jvertinti, naudojant molekuliniy siety
chromatografija (MSC) (3.25 pav., 3.17 lentel¢). Naudojant tris

nepriklausomas jutikliy sistemas (lizio rodiklio, Sviesos sklaidos ir klampos),
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buvo nustatyti masinés ir skaitinés molekuliniy masiy vidurkiai (M,, ir M,),
ribinis klampos skai¢ius [n] bei makromolekuliy globuliy matmenys
(hidrodinaminis spindulys Ry). Visy bandiniy eliuavimo kreivés RI jutiklio
atzvilgiu buvo bimodalinés, o Sviesos sklaidos jutiklio atzvilgiu — unimodalinés
ir pasislinkusios mazesnio elivavimo tiirio kryptimi (3.25 pav.). Didelés
molekulinés masés (mazesnio eliuavimo ttirio) frakcija, be abejo, priskirtina
dalinai tinklinto chitozano makromolekuléms. MaZamolekules frakcijos,
fiksuojamos tik luZio rodiklio jutikliu, signalo kilmé neaiski. Gal bit, tai
Salutiniai rugsciy—-EDC jungimosi produktai, kuriy nepavyko pasalinti
chitozano nanodaleliy gryninimo metu; $iy junginiy molekuliné masé labai

maza (keletas Simty), todél Sviesos sklaidos jutiklis jy nefiksuoja.

-6 T T T T T T T T 260
-8 L 240
10 LS 220
127 200
] RI -
T -14- 12
= ; 1180 3
X -16- <
8. L 160
_20: - 140
22 — — : 120
12 14 16 18 20
V, ml

3.25 pav. Chitozano-N-adipo riigsties (PL 15%) MSC eliucijos kreivés. Sviesos
sklaidos (LS) ir liZio rodiklio (RI) jutikliy duomenys

3.17 lentelé. Di- ir trikarboksiriig§timis modifikuoto chitozano MSC rezultatai

Junginys PL, % M,-107 M,-107 My/M, | [n]*, dL/g

Chz - 311 456 1,47 3,71
Chz-N-VR 22 79,9 189 2,36 2,36
10 136 294 2,16 2,12

Chz-N-AR
15 219 502 2,29 2,42
7 145 289 2,00 1,71

Chz-N-CR
17 200 434 2,17 1,69

[n]* - ribinis klampos skaicius, nustatytas MSC biidu
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Lyginant 3.17 lentel¢je pateiktus chitozano ir karboksirtigstimis
modifikuoto chitozano molekuliniy masiy rezultatus matyti, kad modifikuoty
chitozano dariniy molekuliné mas¢ mazdaug 1,1-3,8 karto mazesné nei
chitozano. Tai jrodo, kad Sios reakcijos metu vyksta chitozano grandinés
destrukcija, nors ir neZymi.
skaiCius

Reikia pastebéti, kad MSC nustatytas ribinis klampos

(3.17 lentelé¢) yra maZesnis nei iSmatuotas Ubelodés viskozimetru
(3.16 lentele¢). Kaip zinia, tiriant kopolimerus MSC biidu, pries analiz¢ paruosti
tirpalai filtruojami pro 0,22 um filtra. Sios procediiros metu pagalinami
didziausi agregatai, todé¢l ir iSmatuota klampa yra mazesné.

RAFT perdavos agentas CPAD, kuriame taip pat yra karboksigrupeg,
buvo jungiamas prie pradinio, o taip pat prie di- ir trikarboksirig§timis
modifikuoto chitozano pagal panaSiag metodika, kaip prie chitozano prijungiant
daugiafunkcines karboksirtigstis. CPAD buvo prijungiamas silpnai riig§tinéje
terpéje (pH = 6,5), naudojant 4-kartini EDC pertekliy CPAD atzvilgiu.
Priklausomai nuo CPAD kiekio chitozano aminogrupiy atzvilgiu, gauti

skirtingo PL chitozano dariniai (3.18 lentel¢).

3.18 lentelé. Chitozano ir chitozano nanodaleliy modifikavimo CPAD

rezultatai
Chitozanas (jo darinys) Chz : CPAD | Iseiga, % | PL* % | [n],dL/g
1:0,05 81 3 4,64
. 1:0,10 44 7 3,80
Chitozanas

1:0,30 89 27 -
1:0,60 46 66** -

Chz-N-AR (PL 10%) 1:0,18 68 12 2,12
Chz-N-CR (PL 17%) 1:0,25 64 15 -

Chz-N-VR (PL 8%) 1:0,05 72 5 2,42

*_ i§ "H BMR spektry;
** — pagal N kiek].

Esant nedideliam chitozano PL (3-7 %), buvo gauti vandenyje tirpls

chitozano-CPAD dariniai. Chitozano PL pasiekus 27 %, chitozano-N-CPAD
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dariniai tampa netirpiais, taciau gerai brinksta vandeninéje terpéje; jei PL
zymiai didesnis (PL 45-90 %), CPAD modifikuoti chitozano dariniai jau
nebrinksta.

CHZ-N-AR-N-CPAD 'H BMR spektre matyti chitozano, adipo rigsties
bei CPAD protonams budingi signalai (3.26 pav.). Tiesa, CPAD signalai labai
silpni, jie tampa matomais tik spektrg padidinus. Riigstinéje terpéje Chz-N-AR-
N-CPAD dariniai jgauna tokig konformacija, kad hidrofobinés CPAD liekanos
»paslepiamos® makromolekuliy viduje, todél CPAD arilgrupés protony
signalas arba nematomas, arba labai silpnas. Gerai matomas CPAD
metilgrupés protony signalas (1,92 ppm), tod¢l lyginant Sio signalo ir chitozano
H-2 protono (2,97 ppm) signalo intensyvumus buvo apskaiciuotas chitozano

PL jo dariniuose su CPAD.

Ll

2 . 11,92

. L i _J
\|
6 5 ppm 4 3 2 1

8 7

3.26 pav. Chz-N-AR (PL 10%) (1) (D,O/acto rugstis-d4), CPAD (CDCl;) (2) ir
CHZ-N-AR(PL 10%)-N-CPAD(PL 12%) (D,O/acto rtigstis-d,) (3)
'H BMR spektrai

Siekiant nustatyti, ar chitozano modifikavimo di- ir trikarboksirtig§timis
produktai pasizymi poliamfolitams biidingomis savybémis, jie buvo iStirpinti
0,01 M HCI tirpale ir titruojami 0,05 M NaOH tirpalu. Potenciometriskai
titruojant chitozano dariniy vandeninius tirpalus, esant pastoviai joninei jégai
(0, M NaCl), buvo gautos du perlinkius turinCios titravimo kreives

(3.27 pav.). Pirmajame perlinkio taske (pH apie 4-6) pilnai neutralizuojamas
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HCl ir karboksigrupés, o antrajame (pH apie 8-10) — protonizuojamos

aminogrupes.

o o5 1 15 2 25 3 35 4
V, ml
3.27 pav. Chitozano — di(tri)karboksiriig§¢iy dariniy Chz-N-CR (PL 17%) (1),
Chz-N-VR (PL 22%) (2) ir Chz-N-AR (PL 15%) (3)
potenciometrinio titravimo kreiveés
Potenciometrinio titravimo duomenis pateikus Hendersono-Hazelbalcho
lygties koordinatése (3.28 pav.), buvo jvertintos chitozano pK, vertés Siuose

dariniuose (3.19 lentel¢). Jos gana gerai sutampa su anks¢iau publikuotomis

chitozano ir jo dariniy pK, vertémis [181].

pH

y = 1,4422x + 6,6404 /

&t
/ c
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Ig(al(1-a))
3.28 pav. Chz-N-AR (PL 15%) potenciometrinio titravimo duomenys, pateikti
Hendersono — Hazelbalcho lygties koordinatése
Visy di- ir trikarboksirtig§timis modifikuoty chitozano dariniy titravimo

kreivés panasios, tik skiriasi 1§ Siy kreiviy apskaiciuotas aminogrupiy kiekis
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kopolimeruose (3.19 lentel¢). Gauti duomenys rodo, kad chitozano nanodalelés
turi pakankamai didel; aminogrupiy kiekj. Karboksigrupiy kiekj nustatyti i§
potenciometrinio titravimo duomeny nepavyko.

2,54
2,04\ 7

n 1,54

sav ] 2
10\\\

0,54 \

00—
2 3 4 5 6 7 8 9

3.29 pav. Chitozano-N-AR (PL 10 %) savitosios klampos priklausomybé nuo
pH 0,03 M HCI (2) ir 0,03 M HC1/0,1 M NacCl tirpale (1)

Norint jsitikinti, kad karboksirlig§timis modifikuoti chitozano dariniai
pasizymi polielektrolitams biidingomis savybémis, buvo meéginta nustatyti
izoelektrinj taska. Kaip matyti i§ 3.29 pav., didinant pH, savitoji klampa
pastoviai mazéjo. Didéjant pH, protonizuotos aminogrupés neutralizuojamos,
atostimio jégos tarp teigiama kriivi turiniy grupiy mazéja, todel ir klampa
maz¢ja. Tiketasi, kad toliau didinant pH, bus jonizuojamos karboksigrupés,
tarp jy prasidés atostimio jégos, ir klampa didés. Deja, klampa ir toliau
mazéjo. Pastebéta, kad esant pH = 7 tirpalas darési balzganas, t.y. prasidéjo
makromolekuliy aglomeracija ir daleliy agregacija. Taigi, dé¢l blogo chitozano
darinio tirpumo Sarminéje terpéje izoelektrinio tasko nustatyti negaléjome.
Izoelektrinj tagka netiesiogiai galima jvertinti ir kitais metodais. Zinoma [182],
kad amfoterin; polimerg potenciometriskai titruojant vandenyje ir druskos
tirpale, titravimo kreivés kertasi taske, kuris labai artimas izoelektriniam
taskui. Titruojant chitozano-N-AR (PL 10 %) darinj, titravimo kreivés kertasi

ties pH 6,5. Remiantis $ia teorija galima teigti, kad gautos dalelés pasizymi
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poliamfolitams budingomis savybémis. Tiesa, pagal izoelektrinio tasko verte

matyti, kad karboksigrupiy yra labai nedaug.

3.19 lentelé. Chitozano — di(tri)karboksiriig§¢iy dariniy potenciometrinio
titravimo duomenys

Nr | Chitozano — di(tri)karboksi-riig§¢iy darinys | -NH,, % | pKa

1 Chz-N-AR (PL 15%) 6,16 6,64
2 Chz-N-VR (PL 8%) 3,92 6,84
3 Chz-N-VR (PL 22%) 3,21 6,94
4 Chz-N-CR (PL 17%) 2,22 7,65

Di- ir trikarboksirugsciy ,tilteliais* sujungtas chitozanas sudaro
nanodaleles, kuriy vandeniniai tirpalai yra stabilios skaidrios arba
opalescuojancios koloidinés sistemos. Chitozano modifikavimo produkty
tirpalus iStyrus dinaminés Sviesos sklaidos (DLS) metodu nustatyta,

hidrodinaminiy spinduliy pasiskirstymo kreivés yra bimodalinés (3.30 pav.).

0,124
0,10 2
0,08 -

0,06 +

Intensyvumas

0,04 +

0,02 +

0100 T LERELLALL B LAY | Ty R | T
0,1 1 10 100 1000 10000 100000

Rh, nm

3.30 pav. Chz-N-AR (PL 10%) (1) ir Chz-N-AR (PL 10%)-N-CPAD (PL 12%)
(2) makromolekuliy ir nanodaleliy hidrodinaminiy spinduliy

pasiskirstymo kreivés

Nanodaleliy hidrodinaminis spindulys priklauso nuo sintezei naudotos

di(tri)karboksirtigsties ir siekia 180-850 nm (3.20 lentelé). Salia nanodaleliy
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yra ir chitozano (ar modifikuoto chitozano) makromolekuliy, kuriy
hidrodinaminis spindulys 8-30 nm. Kadangi didesniy daleliy Sviesos sklaidos
intensyvumas yra Zymiai didesnis (nuo 3,3 iki 44 karty), galima numatyti, kad 1
nanodaleles sujungta didZioji dalis modifikuoto chitozano makromolekuliy.

Prie chitozano nanodaleliy prijungus CPAD, jy hidrodinaminis spindulys

sumazeéja.
3.20 lentelé. Chitozano nanodaleliy DLS matavimy rezultatai
Nr. Chitozano darinys PL, % Intensyvumy Ry**, nm
santykis*®
1 Chz-N-AR 10 14 11,0; 849
2 Chz-N-AR 15 33 7,8; 288
3 Chz-N-CR 7 5,4 10,2; 233
4 Chz-N-CR 17 4,4 11,7; 235
5 Chz-N-VR 8 39 54,7; 564
6 Chz-N-VR 22 9,1 24.9; 176
7 | Chz-N-AR-N-CPAD | 10+ 12 9.4 6,7, 132

*— didesnio ir maZesnio spindulio daleliy DLS intensyvumy santykis
** — vidutinés Ry, vertés, apskaiciuotos i pirmosios ir antrosios smailiy
Apibendrinant galima teigti, kad chitozang (katijoninj polimerg) dalinai
sutinklinus di- ir trikarboksirtig§timis, gautos chitozano nanodalelés, turincios
amino- bei karboksigrupiy ir pasizyminc¢ios poliamfolity savybémis. Prie
chitozano ir daugiafunkcinémis karboksiriig§timis modifikuoty jo dariniy
prijungus CPAD, susintetinti RAFT makroiniciatoriai, kuriuos galima naudoti
RAFT polimerizacijos nuo nanodaleliy pavirS§iaus inicijavimui ir, tuo paciu,

chitozano nanodaleliy ,,aprengimui‘ norimo polimero sluoksniu.
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ISVADOS

1.

2.

Pirmg kartg iSsamiai iStirtos ,klik® chemijos galimybés chitozang
modifikuojant metoksipolietilenglikoliu (MPEG). MPEG | klikinant* prie
chitozano per pastarojo C(2) aminogrupe arba C(6) hidroksigrupg, gautos
kelios serijos chitozano-MPEG ,Sepecio® struktiros kopolimery,

besiskirian¢iy molekuline mase, MPEG grandiniy tankiu ir savybémis.

,,Klik* reakcijai reikalingas N-azidintas chitozanas susintetintas naudojant 4
skirtingus azidinan¢ius reagentus. Geriausi chitozano azidinimo per
aminogrupe rezultatai pasiekti azidinan¢iomis medziagomis naudojant
trifluormetansulfonilazidg (pakeitimo laipsnis PL 40 %) ir imidazol-/-
sulfonilazido hidrochlorida (PL 65 %), taCiau antruoju atveju susidaré

vandeningje terp¢je netirpiis azidinti chitozano dariniai.

. Sintetinant chitozano-MPEG kopolimerus ,,klik* chemijos metodu, ,,klik*

reakcija pakankamai gerai valdoma, pasiekiamas toks chitozano PL, kokj
turi azidinti chitozano dariniai. ,,Klik* chemijos biidu susintetinti jvairaus
pakeitimo laipsnio (PL  13-40 %) chitozano dariniai, turintys
triazolilliekang, yra tirpts tik rigStin¢je vandeninéje terpéje. ,,Klikinimo*
reakcijg katalizuojant Cu(Il)/askorbato sistema, vyksta chitozano grandinés
destrukcija, tod¢l gauty chitozano kopolimery molekuliné masé¢ yra

deSimtimis karty maZesné, negu tikétasi.

Naudojant N-ftaloilchitozano darinius, gliukozamino grandziy C(6)
padétyje turinCius azido arba propargilo liekanas, ,,klik* chemijos metodu
pirma karta susintetinti chitozano-C(6)-TMPEG kopolimerai, kuriuose
chitozano PL siekia iki 64 %. D¢l destrukciniy procesy, vykstanciy
aminogrupés apsaugojimo ir ,klikinimo* metu, gauti mazos molekulinés

maseés chitozano dariniai.

. Siekiant iSvengti destrukciniy procesy, chitozano aminogrupiy apsaugai

vietoje N-ftalinimo panaudotas chitozano kompleksavimas su natrio

dodecilsulfatu. Nustatyta, kad aminogrupés taip gautuose kompleksuose
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pilnai apsaugotos, kompleksas tirpus DMSO ir tinkamas vykdyti chitozano
O-modifikavimo reakcijas. Chitozano-C(6)-TMPEG sintezés schema,
chitozano aminogrupiy apsaugai naudojant CDK, nepasiteisino, Siuo biidu

gauti kopolimery nepavyko.

. Chitozano tirpalg acto rugstyje ar dispersija vandenyje veikiant N-2,3-
epoksipropil-N, N, N-trimetilamonio  chloridu (EPTMAC), susintetinti
katijonizuoto chitozano (KChz) dariniai, kuriuose chitozano katijonizavimo
laipsnis (KL) siekia nuo 30 iki 67 %. KChz darinius papildomai
katijonizuojant EPTMAC Sarminéje terp¢je, chitozano katijonizavimo
laipsnis padidintas labai Zenkliai (iki 190 %). Katijonizuojant chitozana,
jeinant] ;] CDK, gauti netirpiis chitozano dariniai. Chitozano-N-MPEG

kopolimery katijonizavimas vyksta sunkiai, gaunami itin mazo KL dariniai.

Siekiant sumazinti susintetinty KChz tirpaly klampg ir padaryti juos
tinkamus nanopluosty formavimui elektroverpimo biidu, iStirta daline KChz
destrukcija UV spinduliuotés ir fermenty pektinazés ir celulazés poveikyje.
Nustatyta, kad poveikis UV spinduliuote yra tinkamas tik tada, kai
chitozano KL didelis (KL > 50 %). Fermentiné KChz tirpaly hidrolizé yra
efektyvi (ypa¢ — dalyvaujant celulazei); ja naudojant, dinaming KChz
tirpaly klampg galima sumazinti deSimtimis karty. IS katijonizuoto dalinai
destruktuoto chitozano ir polivinilalkoholio tirpaly miSiniy elektroverpimo

biidu gauti katijoniniai nanopluostai.

Chitozang modifikuojant daugiafunkcinémis vyno, citriny ar adipo
rugStimis, susintetinti dalinai tinklinti chitozano dariniai. Chitozano PL
esant 7-22 %, greta modifikuoto chitozano makromolekuliy susidaro
chitozano nanodalelés, kuriy hidrodinaminis spindulys yra nuo 170 iki 850
nm. Esant didesniam chitozano PL, susidaro netirpiis tinklinti chitozano
dariniai. Prie chitozano ir karboksiriig§timis modifikuoty chitozano
nanodaleliy prijungus (4-cianpentano riigSties)-4-ditiobenzenkarboksilata,
susintetintas makroiniciatorius gyvybingajai radikalinei polimerizacijai

RAFT metodu.
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