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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania nanokompozytu na bazie naturalnego polisa-
charydu — chitozanu, nanonczgstek metalicznych oraz barwnika. Przedmiotem wynalazku jest rowniez
nanokompozyt i jego zastosowanie jako materiat opakowaniowy albo w biomedycynie, farmaceutyce
lub medycynie.

W publikacjach naukowych "Development of noncytotoxic silver — chitosan hanocomposites for
efficient control of biofilm forming microbes" (RSC Adv., 2017, 7, 52398), "Development and evaluation
of chitosan based active nanocomposite films containing bacterial cellulose nanocrystals and silver na-
noparticles" (Salari et al., Food Hydrocolloids Volume 84, November 2018, Pages 414-423), "Bacteri-
cidal and catalytic performance of green nanocomposite based- on chitosan/carbon black fiber suppor-
ted monometallic and bimetallic nanoparticles" (Ali et al., Chemosphere 188 (2017) 588-598), "The
Removal of Brilliant Green Dye from Agueous Solution Using Nano Hydroxyapatite/Chitosan Composite
as a Sorbent" (Ragab et al., Molecules 2019, 24, 847) czy w zgtoszeniu miedzynarodowym
W02020149756A2 lub zgtoszeniu amerykanskim US2021361570A1 opisano kompozyty na osnowie
chitozanu zawierajgce nanoczgstki metaliczne lub hydroksyapatyt. Natomiast w publikacji naukowej "In-
corporation of silver nanoparticles/curcumin/clay minerals into chitosan film for enhancing mechanical
properties, antioxidant and antibacterial activity" (Li et al., International Journal of Biological Macromo-
lecules 223 (2022) 779-789) opisano kompozyt o wlasciwosciach antybakteryjnych i antyoksydacyjnych
na osnowie chitozanu zawierajgcy nanoczastki srebra, barwnik — kurkumine oraz gline.

Problemem technicznym stawianym przed wynalazkiem jest zapewnienie tatwego do przeprowa-
dzenia sposobu otrzymywania nanokompozytu o wlasciwo$ciach przeciwbakteryjnych, ktéry mogtby
by¢ stosowany zaréwno w postaci statej jak i ciektej. Innym problemem jest zapewnienie nanokompo-
zytu na bazie chitozanu, ktory wykazywatby wtasciwosci antyoksydacyjne i fotoprotekcyjne oraz nie
bytby toksyczny wzgledem fibroblastéw i keratynocytow.

Pierwszym przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania kompozytu na bazie chitozanu,
obejmujacy etap biotechnologicznego przygotowania aktywnego barwnika, etap przygotowania nano-
czastek metalicznych, wytworzenie cieklego nanokompozytu, charakteryzujgcy sie tym, ze do 30 cm?
roztworu chitozanu o stezeniu 2% (w/v) dodaje sie aktywny barwnik, ktéry stanowi piomelanina, do kon-
cowego stezenia 200 ug/dm? i 3 cm? koloidalnego roztworu nanoczastek srebra o stezeniu 400 pg/cm?,
opcjonalnie do mieszaniny dodaje sie hydroksyapatyt w ilosci 1% wagowego wzgledem objetosci mie-
szaniny, i miesza sie w temperaturze pokojowej az do uzyskania jednorodnej zawiesiny.

W korzystnej realizacji wynalazku srednia warto$¢ srednicy hydrodynamicznej nanoczgstek sre-
bra wynosi 78 nm.

W nastepnej korzystnej realizacji wynalazku piomelanine otrzymuje sie sposobem biotechnolo-
gicznym ze szczepu drozdzy Yarrowia lipolytica W29.

W korzystnej realizacji wynalazku otrzymany ciekly kompozyt wylewa sie na podtoze teflonowe
w celu uzyskania cienkiego filmu, nastepnie poddaje sie inkubacji w czasie 48 godzin w temperaturze
22°C przy braku dostepu swiatta w celu zestalenia cienkiego filmu.

Drugim przedmiotem wynalazku jest nanokompozyt na bazie chitozanu, stanowigcego osnowe
nanokompozytu, zawierajgcy aktywny barwnik i nanoczastki srebra, charakteryzujgcy sie tym, ze ak-
tywny barwnik stanowi piomelanina, i stosunek wagowy piomelaniny do nanoczgstek srebra i do chito-
zanu w kompozycie wynosi odpowiednio 1:2:1, opcjonalnie nanokompozyt zawiera hydroksyapatyt
w ilosci 1% wagowego kompozytu.

W korzystnej realizacji wynalazku srednia warto$¢ srednicy Srednia wartos¢ Srednicy hydrodyna-
micznej nanoczgstek srebra wynosi 78 nm.

W nastepnej korzystnej realizacji wynalazku kompozyt ma postac cienkiego filmu albo zawiesiny.

Innym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie nanokompozytu na bazie chitozanu w postaci
folii jako materiatu opakowaniowego do zywnosci. Nanokompozyt wedtug wynalazku znajduje réwniez
zastosowanie jako materiat opatrunkowy w leczeniu ran. Nanokompozyt w tym zastosowaniu moze by¢
uzywany w postaci zawiesiny lub zestalonej. Jeszcze innym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie
nanokompozytu na bazie chitozanu do regeneracji ubytku tkanki kostnej.

Sposoéb wytwarzania materiatlu kompozytowego jest unikalny, z uwagi na wykorzystanie kompo-
nentéw pozyskiwanych mikrobiologicznie. W celu syntezy materiatu zastosowano tatwg, tanig i szybkg
procedure uzyskania kompozytu poprzez mieszanie roztworu chitozanu, barwnika piomelaniny, nano-
czgstek srebra oraz ewentualnie domieszkowanie hydroksyapatytem. Synteza odbywa sie w warunkach
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tatwych do odtworzenia, tj. w temperaturze pokojowej, a w przypadku postaci statej stosuje sie dodat-
kowo zaciemnienie.

Materiat kompozytowy moze mieé¢ roznego rodzaju zastosowanie. MozZliwe jest stosowanie go do
aplikacji biomedycznych, farmaceutycznych i jako materiat regeneracyjny z uwagi na brak negatywnego
wplywu na aktywnos$¢ metaboliczng testowanych linii komoérek ludzkich fibroblastow i keratynocytow.
Z uwagi na zawartos¢ barwnika w tym kompozycie, materiat posiada wtasciwosci antyoksydacyjne i fo-
toprotekcyjne, stad mozliwe sg aplikacje jako forma do materiatdéw opakowaniowych, plastikowych form
ochron przeciwstonecznych. Kompozyt cechuje takze potencjat biobdjczy, zarébwno wzgledem szcze-
pow bakteryjnych jak i grzybowych. Z tego wzgledu moze znalez¢ zastosowanie jako forma alterna-
tywna na przykfad wzgledem antybiotykéw do zwalczania patogendéw. Dalej, takie jego wtasciwosci po-
zwalajg na zastosowanie go jako forma pokrywania materiatéw, ktére majg mie¢ potencjat przeciwdrob-
noustrojowy.

Przyktady realizacji wynalazku zobrazowano na rysunku, gdzie: Fig. 1 przedstawia zmiane barwy
podczas syntezy barwnika w hodowli bioreaktorowej w czasie 7 dni inkubaciji, Fig. 2 przedstawia widmo
absorpcyjne koloidu nanoczgstek srebra, Fig. 3 rozktad zakresu rozmiaréw nanoczastek srebra w kolo-
idzie, Fig. 4 przedstawia materiat kompozytowy w postaci ciektej (4A) i statej, cienkiej folii (4B), Fig. 5
przedstawia liczebnos¢ kolonii mikroorganizmow po ekspozyciji wobec roztworu materiatu kompozyto-
wego (* oznacza catkowitg redukcje populacji mikroorganizmow), Fig. 6 przedstawia aktywno$¢ meta-
boliczng komérek linii HaCaT (6A) oraz HDFn (6B) po ekspozycji wobec wyciekéw z materiatu kompo-
zytowego (Ch@AgNPs/Pyo), chitozanu (Ch) i chitozanu z nanoczgstkami srebra (Ch@AgNPs), Fig. 7
przedstawia wptyw testowanych materiatéw na wzrost mikroorganizméw Staphylococcus aureus (7A)
i Escherichia coli (7B) (identyfikacja stref zahamowania wzrostu), Fig. 8 przedstawia liczebnos¢ kolonii
mikroorganizméw po ekspozycji wobec roztworu materiatu kompozytowego domieszkowanego hydrok-
syapatytem (* oznacza catkowitg redukcje populacji mikroorganizmaéw).

Przyktad nr 1 Materiat kompozytowy do zastosowan jako folie opakowaniowe o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym.

Barwnik pozyskano ze szczepu Yarrowia lipolytica W29, po inkubacji drozdzy w bioreaktorze. Do
naczynia bioreaktora Lambda Minifor (Lambda Instruments) dodano sterylng pozywke YNB (Yeast Ni-
trogen Base, Sigma-Aldrich) wzbogacong L-tyrozyng (1 g/L), asparaging (1 g/L), glicyna (1 g/L), glukozg
(10 g/L) i MnS0O4 (0,15 g/L). Podtoze zaszczepiono inokulum drozdzy do uzyskania wyjsciowego OD600
0,2. Hodowle inkubowano przy napowietrzaniu 0,1 L/min, temperaturze 30°C i stalym mieszaniu 0,5 Hz.
Inkubacje prowadzono przez siedem dni. Tworzenie sie barwnika zidentyfikowano poprzez obserwacije
zmiany zabarwienia nastepujgcg w czasie trwania hodowli (Fig. 1). Pigment poddano ekstrakcji zgodnie
z protokotem podanym w "Characterization of a nontoxic pyomelanin pigment produced by the yeast
Yarrowia lipolytica" (I. Ben Taharet al., Biotechnol Prog 2020 Mar; 36(2):€2912).

Nanoczastki srebra (Ag NanoParticles) wytworzono z wykorzystaniem dziatania ultradzwiekéw,
Z uzyciem cytrynianiu trisodowego (CAS 6132-04-3) i azotanu srebra (CAS 7761-88-8). Do 1 mM roz-
tworu AgNOs dodano 1/10 objetosci 35 mM roztworu cytrynianiu trisodowego. Mieszaning poddano
dziataniu ultradzwiekdéw przez 5 min przy mocy 130 W. Roztwor przefiltrowano przez filtr strzykawkowy
PVDF 0,22 um. Proces syntezy nanoczastek srebra potwierdzono wykonujgc widma absorpcji w zakre-
sie dtugosci fal 300-800 nm na spektrofotometrze Tecan Infinite® 200 PRO. Figura 2 wskazuje widmo
absorpcji uzyskane dla zsyntetyzowanych nanoczgstek srebra, z jej charakterystycznym pikiem absorp-
cji przy dtugosci fali 430 nm. Stezenie nanoczagstek srebra w koloidzie wynosito 400 pg/mL. Osnowe
materiatu nanokompozytowego stanowit naturalny polimer — chitozanu. Zostata ona wytworzona z 2%
roztworu tego zwigzku, ktéry zostat otrzymany jak poprzez rozpuszczenie 2 g chitozanu (Preparation of
low- and medium-molecular weight chitosan nanoparticles and their antimicrobial evaluation against
a panel of microorganisms, including cheese-derived cultures, Vol. 69, 2016, 256—261) w odpowiednigj
objetosci 0,1 M kwasu octowego (Sigma-Aldrich, CAS 9012-76-4)), po czym zawiesine mieszano na
mieszadle magnetycznym przez 12 h w temperaturze 45°C. Do 30 mL tak przygotowanego roztworu
chitozanu dodano barwnik (piomelanine otrzymang jak powyzej) do koncowego stezenia 0,2 g/L oraz
3 mL otrzymanego jak powyzej roztworu koloidalnego nanoczgstek srebra o srednicy hydrodynamicznej
78 nm i stezeniu 400 pg/mL (Fig. 3). W tak otrzymanej mieszanie, biorgc pod uwage podane powyzej
stezenia, stosunek wagowy skfadnikow wynosi 0,006 (1 czes¢ wagowa chitozanu): 0,012 (2 czesci wa-
gowe AgNP): 0,006 (1 czes¢ wagowa piomelaniny). Takg mieszanine poddaje sie mieszaniu w tempe-
raturze pokojowej az do homogenizacji. Nastepnie kompozyt w formie zawiesiny oceniono pod kgtem



4 PL 248496 B1

potencjatu przeciwdrobnoustrojowego. W tym celu, w réwnych objetosciach, do kompozytu dodano ino-
kulum hodowli 24-godzinnej zawiesiny testowanego szczepu do poczatkowego OD600 0,1. Préby inku-
bowano przez 24 h w cieplarce z wytrzgsaniem (120 rpm) w temperaturze 30°C lub 37°C, odpowiednio
dla szczepu grzybéw i bakterii. W czasie poczgtkowym i po 24 h na szalki z podtozem wysiano proby
i zliczono wyroste kolonie. W celu okreslenia potencjatu przeciwdrobnoustrojowego, poréwnano ilos¢
jednostek tworzacych kolonie w materiale kontrolnym i poddanym ekspozycji wobec kompozytu. Mate-
riat wykazuje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wzgledem bakterii Gram-ujemnych Escherichia coli
PCM 2209, Gram-dodatnich Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz grzyba Candida albicans ATCC
14053 (Fig. 5). W dalszej czesci badan, przygotowano forme statg badanego kompozytu, tj. folii. W tym
celu materiat wylano na podtoze teflonowe i poddano suszeniu w temperaturze 22°C przez 48 h w ciem-
nosci (dla unikniecia absorpcji Swiatta przez komponenty) celem ich zestalenia. Po inkubaciji otrzymano
materiat w postaci statej matowej folii, ktérej grubos¢ nie przekracza 1 mm (Fig. 4B). Najbardziej uzy-
teczng postacig kompozytu jest postac stata, tj. folia. Jednakze w celu ilosciowej oceny wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych zbadano kompozyt w postaci zawiesiny, gdyz forma stata daje tylko wyniki
poglagdowe, jakosciowe. Ocena ilosciowa polegata na zliczaniu jednostek tworzgcych kolonie (CFU, Co-
lony Forming Units). W zwigzku z cechami jakie posiada barwnik, ktére opublikowano w pracy "Charac-
terization of a nontoxic pyomelanin pigment produced by the yeast Yarrowia lipolytica" (I. Ben Tahar et
al., Biotechnol Prog 2020 Mar; 36(2):e2912) wytworzona folia ma wtasciwosci antyoksydacyjne oraz
fotoprotekcyjne. Moze mie¢ zastosowanie jako materiat opakowaniowy hamujgcy rozwéj patogendw
i chronigcy zywnos$c¢ przed psuciem.

Przyktad nr 2 Material kompozytowy do zastosowan jako materiat stosowany do leczenia
ran

Barwnik pozyskano ze szczepu Yarowia lipolytica W29 jak zostato to opisane w przyktadzie pierw-
szym. Nanoczgstki srebra wytworzono jak zostato to opisane w przyktadzie pierwszym.

Materiat kompozytowy w formie zawiesiny wytworzono a nastepnie poddano analizie pod wzgle-
dem oceny potencjatu przeciwdrobnoustrojowego tak, jak zostato to opisane w przyktadzie pierwszym.
Materiat wykazuje wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wzgledem bakterii Gram-ujemnych Escherichia
coli PCM 2209, Gram-dodatnich Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz grzyba Candida albicans
ATCC 14053 (Fig. 5). Kompozyt w formie zawiesiny testowano na okreslenie stopnia cytotoksycznosci
wzgledem ssaczych komorek eukariotycznych. W tym celu na ptytki 12-dotkowe wylano po 400 pL ma-
teriatu kompozytowego (Ch@AgNPs/Pyo) oraz roztworu chitozanu. Ptytki poddano suszeniu w tempe-
raturze 50°C przez 24 h. Nastepnie materiat poddano neutralizacji poprzez inkubacje kompozytu
w dotku wobec 0,5 M roztworu NaOH. W kolejnym kroku przeprowadzono ptukanie dotkéw buforowa-
nym roztworem soli fizjologicznej (PBS, Phosphate-Buffered Saline). Ptytki poddano ponownemu wy-
suszeniu i sterylizacji pod lampg UV przez 15 minut. Do tak przygotowanych ptytek podano po 0,5 mL
podtoza DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium) suplementowanego 10% surowicg FBS (Sima-
Aldrich) oraz roztworem antybiotykow do hodowli Atimycotic (Sigma-Aldrich). Plytki inkubowano przez
dalsze 24 h w standardowych warunkach do prowadzenia hodowli, tj. w temperaturze 37°C, wysyceniu
CO2 5% oraz przy 95% wilgotnosci. Nastepnie pozywke zebrano i wykonano analize widma absorpciji
w zakresie swiatta 300-800 nm, celem okreslenia czy z materiatu kompozytowego uwalniane sg nano-
czagstki srebra. Nie zaobserwowano obecnosci charakterystycznego piku absorpcji przy 430 nm, stad
wniosek, ze materiat kompozytowy nie uwalnia AgNPs do srodowiska. W kolejnym etapie okreslono czy
wyciek pobrany z materiatu kompozytowego wptywa na aktywno$¢ metaboliczng komérek. Analize wy-
konano wedtug standardowego protokotu, opisanego w publikacji "Green pyomelanin-mediated synthe-
sis of gold nanoparticles: modelling and design, physico-chemical and biological characteristics" (1. Ben
Tahar et al., Microbial Cell Factories volume 18, Article number: 210 (2019)). W testowanych liniach
komorkowych; ludzkich fibroblastach (HDFn, ATCC-PCS-201-010) oraz keratynocytach (HaCaT, CLS)
nie stwierdzono negatywnego oddziatywania na aktywnos¢ metaboliczng komorek po ekspozycji wobec
testowanego materiatu (Fig. 6A i 6B). Materiat zatem nie wykazuje cytotoksycznosci. Dodatkowo, wia-
Sciwosci samego barwnika opisano jako pozytywnie wplywajgcy komponent na zdolnos¢é do migracji
komorek ("Characterization of a nontoxic pyomelanin pigment produced by the yeast Yarrowia lipoly-
tica", . Ben Tahar et al., Biotechnol Prog 2020 Mar; 36(2):€2912). Zatem dodatek tego komponentu do
materiatu kompozytowego bedzie stymulowat proces gojenia ran. W zwigzku z cechami jakie posiada
barwnik i wytworzony kompozyt, materiat ten moze mie¢ moze mie¢ zastosowanie jako materiat stoso-
wany w leczeniu ran, zarowno w formie zawiesiny jak i statej.
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Przyktad 3 Materiat kompozytowy do zastosowan w biomedycynie i farmaceutyce

Barwnik pozyskano ze szczepu Yarrowia lipolytica W29 jak zostato to opisane w przyktadzie
pierwszym. Nanoczastki srebra wytworzono jak zostato to opisane w przykiadzie pierwszym. Materiat
kompozytowy w formie zawiesiny wytworzono jak zostato to opisane w przykfadzie pierwszym, przy
czym do wariantu kompozytu chitozanu domieszkowanego AgNPs i barwnikiem (Ch@AgNPs/Pyo) do-
dano 1% w/v hydroksyapatytu (wzgledem objetosci zawiesiny kompozytu). Nastepnie kompozyty,
w réznych wersjach skfadowych tj. chitozan domieszkowany AgNPs (Ch@AgNPs), chitozan domiesz-
kowany AgNPs i barwnikiem (Ch@AgNPs/Pyo) oraz chitozan domieszkowany AgNPs, barwnikiem i hy-
droksyapatytem (Ch@AgNPs/Pyo/HAP), wylano na podtoze teflonowe celem zestalenia w warunkach
jak opisano w przyktadzie 1. Kompozyt w formie zestalonej folii testowano dla oceny potencjatu prze-
ciwdrobnoustrojowego wobec bakterii Gram-ujemnych Escherichia coli PCM 2209 i bakterii Gram-do-
datnich Staphylococcus aureus ATCC 25923. Wykonano test oceny zahamowania wzrostu. Na szalki
z agarem odzywczym wsiano po 100 uL 24-godzinnego inokulum odpowiedniego szczepu bakterii a na-
stepnie natozono fragmenty testowanych wariantéw folii; chitozan domieszkowany AgNPs
(Ch@AgNPs), chitozan domieszkowany AgNPs i barwnikiem (Ch@AgNPs/Pyo) oraz chitozan domiesz-
kowany AgNPs, barwnikiem i hydroksyapatytem (Ch@AgNPs/Pyo/HAP). Po 24 h inkubacji w cieplarce
w temperaturze 37°C, oceniono stopieh zahamowania wzrostu poprzez oznaczenie przejasnienia wi-
docznego w murawie bakterii. Na Fig. 7A i 7B widoczne sg zdjecia ze wskazanymi niewielkimi zonami
inhibicji wzrostu. Dla okreslenia ilosciowego stopnia hamowania proliferacji komoérek badanych mikro-
organizmow, przeprowadzono test oceniajgcy stopien zahamowania wzrostu mikroorganizmow po eks-
pozycji wobec zawiesiny kompozytu, wariantu chitozanu domieszkowanego AgNPs, barwnikiem i hy-
droksyapatytem (Ch@AgNPs/Pyo/HAP). W tym celu, w rdGwnych objetosciach, do kompozytu dodano
inokulum hodowli 24-godzinnej zawiesiny testowanego szczepu do poczatkowego OD600 0.1. Proby
inkubowano przez 24 h w cieplarce z wytrzgsaniem (120 rpm) w temperaturze 30°C lub 37°C, odpo-
wiednio dla szczepow grzybow i bakterii. W czasie poczatkowym i po 24 h na szalki z podtozem wysiano
préby i zliczono wyroste kolonie. W celu okreslenia potencjatu przeciwdrobnoustrojowego, poréwnano
ilos¢ jednostek tworzacych kolonie w materiale kontrolnym i poddanym ekspozyciji wobec kompozytu.
Materiat kompozytowy domieszkowany hydroksyapatytem wykazuje wtasciwosci bojcze wzgledem bak-
terii Gram-ujemnych Escherichia coli PCM 2209, bakterii Gram-dodatnich Staphylococcus aureus
ATCC 25923 oraz szczepu grzyba Candida albicans ATCC 14053 (Fig. 8). Oceniono stabilnos¢ i tok-
sycznos¢ materiatu kompozytowego domieszkowanego hydroksyapatytem. W tym celu forme ciektg
w objetosci 0,4 mL wylano do dotkéw na ptytke 12-dotkowg i poddano suszeniu w temperaturze 50°C
przez czas 24 h. Nastepnie, zestalony kompozyt neutralizowano (0,5M NaOH) i ptukano roztworem
PBS. Plytke wysuszono i sterylizowano pod lampg UV przez 15 minut. Do tak przygotowanych kompo-
zytow dodano podtoze DMEM suplementowane 10% surowicg i zestawem antybiotykéw do hodowli
(Sigma-Aldrich). Inkubacje ptytek prowadzono prze 24 h w warunkach standardowej hodowli komorek,
po czym zebrano pozywke i poddano analizie wycieku nanoczgstek srebra. W tym celu wykonano
widmo absorpcji w zakresie 300-800 nm. W obrazie nie stwierdzono charakterystycznego piku przy
430 nm, stad wniosek, ze materiat jest stabilny i nie uwalnia do srodowiska AgNPs. Oszacowano tez
toksycznos¢ wycieku, poprzez analize aktywnosci metabolicznej komérek. Zastosowano standardowg
procedure opisang w "Characterization of a nontoxic pyomelanin pigment produced by the yeast Yarro-
wia lipolytica”, (I. Ben et al., Biotechnol. Prog. 2020 Mar; 36(2):€2912)). Nie zanotowano negatywnego
oddziatywania wycieku na aktywnos¢ metaboliczng testowanych komarek, linii HaCaT oraz HDFn. Po-
nadto, obecno$¢ w kompozycie barwnika, zgodnie z jego wtasciwosciami (praca cytowana powyzej),
pozytywnie wptywa na zdolnos¢ migracji komérek. Tak wytworzony kompozyt domieszkowany hydrok-
syapatytem moze mie¢ zastosowanie jako materiat regeneracyjny w leczeniu schorzeh zwigzanych
z ubytkami tkanki kostne;.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposoéb otrzymywania nanokompozytu na bazie chitozanu, obejmujacy etap biotechnologicz-
nego przygotowania aktywnego barwnika, etap przygotowania nanoczgstek metalicznych, wy-
tworzenie ciektego nanokompozytu, znamienny tym, Ze do 30 cm?® roztworu chitozanu o ste-
zeniu 2% (w/v) dodaje sie aktywny barwnik, ktéry stanowi piomelanina, do kohcowego steze-
nia 200 pg/cm?® i 3 cm® koloidalnego roztworu nanoczastek srebra o stezeniu 400 pg/cm?,



10.

PL 248496 B1

opcjonalnie do mieszaniny dodaje sie hydroksyapatyt w ilosci 1% wagowego wzgledem obje-
tosci mieszaniny, i miesza sie w temperaturze pokojowej az do uzyskania jednorodnej zawie-
siny.

Sposob wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze srednia wartos¢ srednicy hydrodynamicznej
nanoczgstek srebra wynosi 78 nm.

Sposbdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze piomelanine otrzymuje sie¢ sposobem biotech-
nologicznym ze szczepu drozdzy Yarrowia lipolytica W29.

Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze otrzymany ciekly kompozyt wylewa sie na pod-
toze teflonowe w celu uzyskania cienkiego filmu, nastepnie poddaje sie inkubacji w czasie
48 godzin w temperaturze 22°C przy braku dostepu swiatta w celu zestalenia cienkiego filmu.
Nanokompozyt na bazie chitozanu, stanowigcego osnowe nanokompozytu, zawierajgcy ak-
tywny barwnik i nanoczastki srebra, znamienny tym, ze aktywny barwnik stanowi piomela-
nina, i stosunek wagowy piomelaniny do nanoczgstek srebra i do chitozanu w kompozycie
wynosi odpowiednio 1:2:1, opcjonalnie nanokompozyt zawiera hydroksyapatyt w ilosci 1%
wagowego kompozytu.

Nanokompozyt wedtug zastrz. 5, znamienny tym, Zze srednia wartos¢ $rednicy hydrodyna-
micznej nanoczgstek srebra wynosi 78 nm.

Nanokompozyt wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze ma postac cienkiego filmu albo zawie-
siny.

Zastosowanie nanokompozytu na bazie chitozanu okreslonego w zastrzezeniach 5-7 w po-
staci folii jako materiatu opakowaniowego do zywnosci.

Zastosowanie nanokompozytu na bazie chitozanu okreslonego w zastrzezeniach 5-7, jako
materiatu opatrunkowego w leczeniu ran.

Zastosowanie nanokompozytu na bazie chitozanu okreslonego w zastrzezeniach 5-7 do re-
generacji ubytku tkanki kostnej.
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Rysunki
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Fig. 4b
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Fig. 7A
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