Sposob wytwarzania modytikowanej celulozy bakteryjnej o znacznych wtasciwosciach

sorpcyjnych

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania modyfikowanej ex situ
celulozy bakteryjnej o znacznych wlasciwosciach sorpcyjnych, otrzymanej w warunkach
hodowli stacjonarnej z wykorzystaniem szczepu z rodzaju Komagataeibacter, korzystnie
szczepem bakterii Komagataeibacter xylinus (dawniej Gluconacetobacter xylinus i
Acetobacter xylinum). Celuloza moze znalez¢ zastosowanie w medycynie jako material
opatrunkowy lub nosénik dla substancji bioaktywnych w terapii zakazonych, przewlektych
i trudno gojacych sie ran.

Celuloza bakteryjna (CB), podobnie jak roslinna jest polisacharydem
zbudowanym z jednostek (,D-glukopiranozy polaczonych ze sobg wigzaniami (-1,4-
glikozydowymi. CB, w przeciwienstwie do celulozy roélinnej nalezy do
wysokokrystalicznych celuloz, bogatych we frakcje la. Jest ona biopolimerem
produkowanym przez tlenowe Gram-ujemne bakterie Komagataeibacter xylinus. Proces
wytwarzania tego materialu przez komorki drobnoustroju mozna podzielié na dwa etapy.
Etap pierwszy polega na polimeryzacji czasteczek glukozy w liniowy [B-1,4-glukan,
natomiast etap drugi - na laczeniu 1 krystalizacji indywidualnych *lancuchow
polimerowych w wigksze struktury.

Wykorzystanie CB w medycynie, szczegolnie jako materialu opatrunkowego oraz
sztucznych organow, jest mozliwe dzieki takim jej wlasciwosciom jak wysoka czystos¢,
wytrzymalo$¢ mechaniczna, zdolnos¢ chloniecia cieczy, bardzo dobra zgodnos¢ z zywa
tkanka, a w szczegolnosci z krwig. Ponadto material uzyskiwany z CB jest
biokompatybilny, porowaty, elastyczny, w petni biodegradowalny, tatwy
w zastosowaniu i przechowywaniu, zapewnia optymalng wilgotno$é sprzyjajaca gojeniu
sig ran i moze by¢ sterylizowany termicznie. Whasciwie oczyszczone blony celulozowe,
wytworzone metoda hodowli stacjonarnej, moga stanowi¢ material opatrunkowy
spelniajacy standardy przypisane nowoczesnym opatrunkom. Blony celulozowe sa

réwniez bardzo dobrymi no$nikami stuzacymi do immobilizacji réznorodnych substancji



bioaktywnych,  przyspieszajacych  proces  gojenia  lub o  charakterze
przeciwdrobnoustrojowym.

Struktura produkowanej CB jest uzalezniona od indywidualnych cech
mikroorganizmu, chociaz jej wlagciwosci takie jak elastycznosé, zawarto$¢ wody, stopien
polimeryzacji i krystalizacji w najwigkszym stopniu zalezg od warunkéw hodowli, czasu
jej trwania i skladu stosowanego podloza (rézne zrodla wegla i azotu). Parametry
koncowe produktu decyduja o mozliwosciach jego zastosowania w medycynie,
kosmetyce, papiernictwie, elektronice, akustyce i przemysle spozywczym.

Przemystowy proces biosyntezy CB prowadzony jest najczesciej w warunkach
hodowli stacjonarnej lub mieszanej/wytrzgsanej. Wybor metody hodowli zalezy $cisle od
dalszego przeznaczenia syntetyzowanego polimeru. W przypadku prowadzenia hodowli
w warunkach statycznych wytwarzany przez bakterie K xylinus polisacharyd
syntezowany jest w postaci silnie uwodnionej (zawartos¢ wody ok. 95 - 98%) i
elastycznej membrany na powierzchni pozywki. Uzyskany w ten sposéb materiat posiada
specyficzng nanostrukture, cechujaca si¢ mniejszym przekrojem poprzecznym wiokien,
wysokim stopniem krystaliczno$ci (>60%), brakiem zanieczyszczen charakterystycznych
dla celulozy roslinnej (np. hemicelulozy i ligniny), biofunkcjonalnoscia oraz
hipoalergicznos$cig. Material na bazie CB mozna podda¢ suszeniu w celu usunigcia wody,
co znacznie zwicksza jego trwato$¢ wydluzajac mozliwy czas przechowywania produktu
oraz zwicksza mozliwo$ci jego wykorzystania, niestety konsekwencja tego procesu jest
znaczny spadek zdolnosci do jego ponownego uwodnienia. Zwigzane jest to z
nieodwracalnymi zmianami w mikrostrukturze CB jakie zachodza podczas usuwania
wody z przestrzeni migdzy fibrylami celulozowymi (fibryle zapadaja sie, nieodwracalnie
tracac swoja strukture przestrzennag).

Poza hodowlg stacjonarng CB mozna réwniez produkowaé w roéznego typu
aparatach 1 urzadzeniach. Regulujac warunki procesowe mozna otrzymaé produkt o
pozadanych wlasnoéciach fizykochemicznych i mechanicznych. Biosynteze CB mozna
realizowa¢ w aparatach wyposazonych w mieszadlo mechaniczne (Cheng et al., 2011,
Biomacromolecules 12(3):730-736) lub w kolumnach typu air-lift (Zuo et al. 2006,
Biochem. Eng. J. 29(1-2):81-90), w ktorych cyrkulacja medium hodowlanego wywotana

jest poprzez wprowadzenie do pltynu strumienia gazu (powietrza). Wynikiem
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prowadzenia procesu w warunkach dynamicznych jest otrzymanie CB w postaci
nieregularnych struktur.

Poza zastosowaniem odpowiednich warunkéw hodowlanych podczas procesu
produkcji CB, istnieje wiele innych metod modyfikacji CB, w tym np. manipulacje
genetyczne bakterii wytwarzajacych CB lub modyfikacje wytworzonej CB poprzez
zastosowanie czynnikoéw chemicznych i/lub enzymatycznych.

Sposoby biosyntezy, modyfikacji oraz zastosowania CB opisane sg w licznych
zgloszeniach patentowych.

W opisie patentowym PL 171952 przedstawiono sposéb wytwarzania celulozy
bakteryjnej w postaci bton na drodze hodowli powierzchniowej bakterii Acetobacter
xylinum P23 na podlozu agarowym opartym o glukoze. Uzyskane btony o zawartosci 90-
97% a-celulozy moga by¢ stosowane jako $rodek opatrunkowy w chirurgii
i dermatologii.

Opis patentowy PL 185337 dotyczy sposobu wytwarzania celulozy bakteryjnej
7 zastosowaniem szczepu Acefobacter xylinum w postaci bton stosowanych, jako
biomaterial opatrunkowy. Prezentowana metoda jest dwustopniowa, przy czym
W pierwszym stopniu przygotowania inokulum stosowana jest eza szczepu na 25-50 cm?
podioza (czas inkubacji 40-48 h), za§ w drugim stopniu przygotowania inokulum,
pozywka z utworzonag na niej btona, po intensywnym zmieszaniu, zaszczepia si¢ podloze

(5-10% wag. zawiesiny na 200-300 cm?’

podtoza; czas inkubacji 40-48 h),
a uzyskanym inokulum, po doktadnym zmieszaniu, zaszczepia si¢ odpowiednio
spreparowane podtoze hodowlane. Zastosowanie tej metody pozwala na uzyskanie
wysokokrystaliczne] a-celulozy bakteryjnej w postaci folii o grubosci 0,01-0,5 mm,
o czystosci wynoszacej ~97%, o stopniu polimeryzacji 2000-6000 oraz cechujacej sie
wysoka jednorodnoscia i gestoscia powierzchniowa (22-24 g'm™).

W opisie patentowym PL 190961 przedstawiono sposdéb wytwarzania modyfikowanej
celulozy bakteryjnej na drodze hodowli bakterii octowych na podtozu plynnym opartym
na glukozie i jej pochodnych, pozwalajacy na wytworzenie polimeru o kontrolowanej,
zatlozonej charakterystyce czasteczkowej, nadczasteczkowej morfologicznej oraz
kontrolowanym wbudowaniu meréw N-acetyloglukozoaminy w jego tancuchy. Opisana

metoda pozwala na uzyskanie a-celulozy z zastosowaniem metody statycznej (czystosé

>92%:; wydajnos¢ 3 g-dm™) i dynamicznej (czystosé >88%; wydajnosé 1,2 g-dm™).
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Z opisu patentowego PL 212003 znany jest sposdb otrzymywania CB w warunkach
hodowli stacjonarnej z zastosowaniem szczepu A. xylinum. Przed wlasciwa hodowla
produkcyjng stosuje sie wstepng preinkubacje catej objetosci podloza w warunkach
stacjonarnych w czasie 24 h w temperaturze 27 - 33°C, po czym po dokladnym
wymieszaniu podloza i przelaniu do bioreaktoréw w takich ilosciach, aby stosunek
powierzchni do objetosci wynosit 0,6 - 0,8 em™, prowadzi sie hodowle produkcyjna
wlasciwa w warunkach stacjonarnych w czasie 5 - 7 dni.

7 opisu patentowego PL 216180 znany jest sposéb wytwarzania bionanocelulozy o
wlasciwosciach opatrunku na uszkodzenia skory, przeznaczonej do zastosowania dla
wyrobéw medycznych 1 dermatologiczno-kosmetycznych w postaci czystych,
wilgotnych, suszonych, liofilizowanych lub napawanych z uzyciem substancji czynnych
i/lub pomocniczych lub ich kombinacji, ktory charakteryzujacy sie tym, ze
bionanocelulozg wytwarza sie w drodze hodowli szczepu bakterii Glucanacetobacter
xylinus Eas, przechowywanych w postaci liofilizatu z 5-15% odttuszczonego mleka lub
w postaci liofilizatu z 5-15% glicerolu, z ktérych przygotowuje si¢ inokulum starterowe
do zaszczepienia podloza hodowlanego zawierajacego: 2% glukozy, 0,90% etanolu,
0,10% kwasu cytrynowego, 0,50% ekstraktu drozdzowego oraz sole mineralne: 0,05%
MgS0O4x7H20, 0,30% NaHPO4. Jako pozywke hodowlang wykorzystuje si¢ takze ciecz
pohodowlang, oraz wode wodociggowa po myciu blon wodnym roztworem NaOH,
a btony celulozowe otrzymane na podlozu z ich udzialem nadaja si¢ szczegodlnie na
wytworzenie ptatkéw o wysokich wlasciwosciach adhezyjnych.

W opisie patentowym PL 216702 przedstawiono sposéb wytwarzania biomateriatu o
wlasciwosciach chrzastki, przeznaczonego na implanty dla chirurgii rekonstrukecyjno-
odtworczej. Do tego celu zastosowano celuloze mikrobiologiczng wytworzong w hodowli
stacjonarnej bakterii Gluconacetobacter xylinus prowadzonej w ptaskim bioreaktorze lub
w rurkach polietylenowych, ktora po oddzieleniu od cieczy pohodowlanej i oczyszczeniu,
modeluje sie¢ w konstrukcje przestrzennag o zgdanym ksztalcie i poddaje modyfikacji
polegajacej na dziataniu 30% wodnym roztworem tugu sodowego, ptukaniu w wodzie
destylowanej, nastepnie dziataniu 10% wodnym roztworem kwasu octowego i
powtornym plukaniu w wodzie destylowanej, az do uzyskania przez materiat celulozowy
pH 5,6-6,8. Otrzymany material cechuje sie duza wytrzymalos$ciga na zrywanie i

przepalenia, jest sprezysty oraz daje sie¢ modelowaé¢ do dowolnego ksztattu i zachowuje
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nadany ksztatt po modyfikacji, jest biokompatybilny i niealergizujacy, charakteryzuje sie
minimalnym stopniem wchtaniania ptynow ustrojowych i1 nie ulega resorpcji pod
dzialaniem tych ptynow.

W opisie patentowym PL 227860 przedstawiono sposoéb wytwarzania celulozy
bakteryjnej, ktéry polega na tym, ze w pierwszym etapie, przygotowuje si¢ znang metoda
inokulum. W tym celu na podtozu Herstin-Schramm zawierajacym glukoze (2 w/v%),
ekstrakt drozdzowy (0,5 w/v%), pepton bakteryjny (0,5 w/v%), kwas cytrynowy (0,115
w/v%), NaaHPO4 (0,27 w/v%), MgSO4H20 (0,05 w/v%), wysterylizowanym oraz
wzbogacanym alkoholem etylowym (1 v/v%), zaszczepia si¢ bakterie Gluconacetobacter
xylinus, przechowywane na stalym podlozu o skladzie: glukoza (2w/v%), ekstrakt
drozdzowy (0,5 w/v%), pepton bakteryjny (0,5 w/v%), kwas cytrynowy (0,115 w/v%),
Na2HPO4 (0,27 w/v%), MgS04-7H20 (0,05 w/v%) agar bakteriologiczny (2w/v%),
wysterylizowanym i wzbogaconym alkoholem etylowym (1 v/v%). Nastepnie
przygotowang hodowle mikroorganizmoéw miesza si¢ przez 15 minut i inkubuje przez 7
dni w temperaturze 28-30°C. po czym ponownie miesza si¢ przez 5 minut. Tak
otrzymanym inokulum zaszczepia si¢ na $wieze podloze Herstin-Schramm o takim
samym sktadzie jak podano powyzej, w celu hodowli produkcyjnej. Istota wynalazku jest
to, ze hodowle produkcyjng prowadzi si¢ w obecno$ci wirujacego pola magnetycznego o
czestotliwosci wirowania w zakresie 10-50 Hz, indukcji magnetycznej w zakresie 5-35
mT, przez 3 dni, przy pH w zakresie 4,5-5,5, w temperaturze 28-30°C. W kolejnym
etapie, uzyskane btony celulozowe przenosi si¢ do czystych pojemnikéw, przemywa
woda destylowana, a nastepnie oczyszcza poprzez inkubacje w 0,1 M wodnym roztworze
NaOH w temperaturze 90°C przez 30 minut. Procedura oczyszczania powtarzana jest
trzykrotnie. Oczyszczona celuloza plukana jest w wodzie destylowanej do momentu
ustabilizowania pH na poziomie 6,5-7,5 i suszona w 60°C do momentu uzyskania statej
wagi.

Ze zgloszenia patentowego P.415673 znany jest rowniez sposdéb wytwarzania celulozy
polegajacy na przygotowaniu inokulum z wykorzystaniem bakterii Gluconacetobacter
xylinus, ktory charakterytzuje si¢ tym, ze wraz z bakterig Gluconacetobacter xylinus na
podtoze Herstina-Schramma zaszczepia sie zawiesing bakterii probiotycznych z rodzaju
Lactbacillus o gestosci 0,5° McFerland (1,5-10% CFU/mL). Stosuje sie zawiesine bakterii
Lactbacillus otrzymang z 24h hodowli prowadzone] w plynnym podtozu MRS (deMan,
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Rogosa and Sharpe). Bakterie te oddziela si¢ od podloza poprzez odwirowanie z
predkoscia 3000 obr/min przez 15 min, a nastepnie inkubuje w buforze fosforanowym
(PBS), w celu otrzymania zawiesiny komoérek o okreslonej gestosci. Stosunek
objetosciowy bakterii G. xylinus 1 mikroorganizméw probiotycznych z rodzaju
Lactbacillus wynosi 1 do 100. Hodowlg tych bakterii mozna prowadzi¢ metoda
stacjonarng lub wytrzgsang przez okres 6 dni, utrzymujac temperature w zakresie 28-
30°C.

Z opisu EP 0200409 znany jest sposdéb wytwarzania CB przez szczepy z rodzaju
Acetobacter, Pseudomonas 1 inne, metoda stacjonarng w temperaturze 20 - 40°C w czasie
od 1 - 20 dni, przy pH = 3 - 9, przy zastosowaniu jako zrddta wegla w podtozu glukozy,
sacharozy, maltozy czy skrobi. Otrzymany w ten sposéb biomateriat charakteryzuje sie
wysokim modutem sprezystosei i posiada praktyczne zastosowanie w elektronice.
Znane sa rowniez z publikacji migdzynarodowego zgloszenia patentowego nr WO
86/02095, patentu japonskiego nr A-120 159/85 i patentu brytyjskiego nr 2,131,701
sposoby wytwarzania CB na drodze hodowli statycznej i dynamicznej z
wykorzystywaniem bakterii Acetobacter xylinum w temperaturze 20 — 28°C w czasie
od kilku godzin do kilkunastu dni na podtozu hodowlanym zawierajacym fruktoze,
glukozg, sorbitol lub mannitol jako Zrédlo wegla. Otrzymana CB charakteryzuje sie
wlasciwosciami  umozliwiajacymi zastosowanie tego polimeru jako opatrunku
medycznego lub sztucznej skory.

W opisach patentowych US 2006/1347 1 WO 2004/50986 opisano dwuetapowy proces
hodowli tego biomateriatu zapewniajacy otrzymanie btony o gramaturze 10 — 45 g-m™.
W opisie patentu US 2009/0017506 omoéwiono otrzymywanie CB z zastosowaniem
Acetobacter xylinum w rezimie cigglym (bez koniecznosci wymiany medium
hodowlanego po jednym cyklu). W tym przypadku czas fermentacji trwa 24 — 456 h i
zapewnia gramature blon w zakresie 6 — 240 g-m™.

Z opisu patentowego US 2009/0220560 znana jest metoda wytwarzania opatrunku
celulozowego powlekanego nanosrebrem, nadajaca polimerowi wlasciwosci
przeciwbakteryjne. W badaniach, ktérych wyniki opublikowano w patencie US 7390499
otrzymywano CB w warunkach statycznej hodowli z zastosowaniem szczepu
Acetobacter xylinum i wykazano, ze stezenie tlenu ma znaczacy wplyw na grubo$é

warstwy celulozy i zawarto$¢ wody w biomateriale (optymalny poziom tlenu 5 - 21% na
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granicy faz pozywka-powietrze). Zgloszenie patentowe WO 2007/091801 dotyczy
sposobu produkcji bton celulozowych nasaczonych czynnikami pomocniczymi oraz
substancjami regulujacymi wilgotnos¢ lub przeciwutleniajgcymi. Metody produkcji CB
zostaly opisane réwniez w patentach CN 101700408 (produkcja modyfikowanych,
wysokokrystalicznych opatrunkow hydrozelowych udziatem szczepu Gluconacetobacter
xylinus), CN 10191626 (proces produkcji blon celulozowych z zastosowaniem
tolerujacego niskie pH pozywki szczepu Gluconacetobacter sp. S.C.-01 mogacego
znalez¢ zastosowanie w produkcji na skale przemystowa), CN 10168167 (proces
produkcji bton celulozowych z zastosowaniem tolerujgcego niskie temperatury szczepu
Gluconacetobacter xylinus 323).

W opisie patentowym JP 54041321 przedstawiony jest sposdb otrzymywania opatrunku
na choroby skoérne, o wihasciwosciach zapewniajacych wysoki stopienn miejscowego
przylegania i dlugotrwate dziatanie, z wykorzystaniem hydroksypropylocelulozy, kwasu
poliakrylowego lub jego soli oraz ich sktadnika aktywnego. Z opisu patentowego US
7390499 B2 znany jest sposdb otrzymywania celulozy mikrobiologicznej w warunkach
statycznej hodowli z zastosowaniem szczepu Acetobacter xylinum charakteryzujacej sie
zdolno$cig do oddawania nadmiaru plynéw na rzecz stopniowego wysychania, ale i do
pobierania nadmiaru plynu po wyschnigciu, a tym samym znajdujacej zastosowanie do
produkcji opatrunkdéw przeznaczonych do leczenia ran przewlektych, owrzodzeniowych,
odlezynowych i stopy cukrzycowe;j.

Z opisu patentowego WO 2007/091801 wynika, iz uzyskana celuloza poddawana jest
procesowi 1 - 2 dniowego nasgczania substancjami pomocniczymi, aktywnymi
substancjami leczniczymi lub preparatami kosmetycznymi. Maty otrzymanej CB
wykazuja  zdolno$¢ do  tagodzenia uszkodzen 1  podraznien  skornych,
w szczegdlnosdei mogg byé stosowane na rany oparzeniowe. CB moze by¢ aplikowana w
formie czystej membrany lub nasaczonej substancjami aktywnymi, substancjami
regulujacymi  wilgotno$é, wspomagajacymi leczenie ran, czy substancjami
przeciwutleniajacymi. Gotowa kompozycja opatrunku stanowi 1 - 50% wagowych
celulozy bakteryjnej, 1 - 10% wagowych substancji czynnych, 40 - 98% wagowych
wody.

Z opisow patentowych US 5846213, CA 2207988 znany jest sposob wytwarzania CB w

bioreaktorach o staltym przeptywie. Zgodnie z tre$cig patentu, otrzymang mase
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celulozowa poddaje sie dziataniu dimetyloacetamidu i chlorku litu, a z uzyskanego
roztworu odlewa si¢ ptaska btone i wprowadza ja do kapieli zelujacej pozwalajacej na
uzyskanie materialu o pozadanych wtasciwosciach chtonnych.

Pomimo opisanych powyzej sposobow otrzymywania CB i mozliwych aplikacji
tego unikalnego biomaterialu jako opatrunkow lub nosnikow dla substancji
bioaktywnych, istnieje ciagla potrzeba doskonalenia jego wlasciwosci w celu
zwickszenia mozliwosci jego zastosowania w specyficznych aplikacjach medycznych i
biotechnologicznych. Zwigzane jest to z faktem, iz istniejace metody i technologie ciagle
nie pozwalajg osiagnaé maksymalnych, a czesto nawet wystarczajacych parametrow jakie
mozna uzyska¢ w przypadku biomateriatéw na bazie CB.

Jednym ze sposobow, pozwalajacych na modyfikacje biopolimeréw, w tym
celulozy, w celu poprawy ich wlasciwosci fizycznych jest reakcja krzyzowego
sieciowania stanowigca jedng z mozliwych metod chemicznej modyfikacji struktury
polimeréw. Polega ona na laczeniu  kolejnych  taficuchéw  polimeru
za pomocg czynnika mostkujacego, w celu promowania zmiany wlasciwosci fizycznych
tych materialéw. Tworzenie sie polaczen krzyzowych moze by¢ inicjowane przez wysoka
temperature, cisnienie, zmiang pH, lub napromieniowanie. Gdy tancuchy polimerowe sa
usieciowane, material staje si¢ bardziej sztywny. Reakcja krzyzowego sieciowania
polimerdw jest szeroko opisana w publikacjach oraz opisach patentowych.

W literaturze opisano réwniez roézne sposoby  wytwarzania
zindywidualizowanych, usieciowanych wtokien celulozowych, czyli takich, ktore maja
wigzania sieciujgce gléwnie wewnatrz wlokien (migdzy czasteczkami celulozy
pojedynczego widkna), a nie miedzy czasteczkami celulozy oddzielnych wtokien. Takie
zindywidualizowane, usieciowane wiokna sg uzyteczne w zastosowaniach zwigzanych z
wyrobami chlonnymi. Oprocz zwickszonych mozliwoscei absorpcyjnych, usieciowana
celuloza wykazuje zwykle zwickszong sprezystosé.

Sposdb wytwarzania usieciowanych wildkien celulozy roslinnej za pomoca
impregnacji w roztworze wodnym ujawniono miedzy innymi w opisie patentowym US
3241553. Opis ten ukazuje rowniez korzysci wynikajace z przeprowadzania reakcji
sieciowania na mokro w poroéwnaniu z sieciowaniem na sucho. Roztwor wodny zawierat
$rodek sieciujacy i katalizator, przyspieszajacy reakcje tworzenia si¢ wigzan miedzy

czynnikiem mostkujacym (sieciujacym) a czasteczkami celulozy. Usieciowane w ten
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sposob wiokna charakteryzowaly sie wyzsza elastycznos$cia niz widkna usieciowane na
sucho, wickszymi mozliwosciami retencji plyndéw, oraz wyzsza chlonnoscia.
Usieciowana wedlug wynalazku celuloza roslinna jest uzyteczna w tworzeniu
kompozytow absorpcyjnych. Kluczowa role w procesie chemicznego sieciowania
odgrywa czynnik mostkujacy. Opisano juz wiele substancji dajacych mozliwosé
usieciowania polimeru. Jednymi z pierwszych takich $rodkow byly formaldehyd i
produkty mocznikowo-formaldehydowe. Ich dziatanie przedstawiono w opisach
patentowych US 2764573, US 3112156, US 3224926, US 241553, US 260565, US
3756913, US 3932209, US 4035147, US 5225047. Mimo skutecznosci tych srodkow,
istnieje problem z bezpieczenstwem ich stosowania, co sprawito, ze poszukuje si¢ innych,
bezpiecznych substancji bedacych w stanie efektywnie reagowaé z polimerami,
pozwalajac na uzyskanie pozadanego produktu. W swietle tej potrzeby pojawito sic wiele
nowych srodkow sieciujacych dla widkien celulozowych. Grupe szeroko stosowang jako
$rodki sieciujgce stanowig substancje posiadajace grupy wielofunkcyjne, takie jak grupy
karboksylowe lub aldehydowe. Przyktadowo, kwasy alkanopolikarboksylowe sg zdolne
do sieciowania witokien celulozowych przez tworzenie wigzan estrowych z grupami
hydroksylowymi celulozy. Sieciowanie moze nastgpi¢ po podgrzaniu celulozy w
mieszaninie kwasu alkanopolikarboksylowego i katalizatora takiego jak podfosforyn
sodu, w temperaturze powyzej 165°C, co opisano miedzy innymi w patentach US
4820307, US 4936865, US 5042986, US 137537, US 273549, oraz w patencie
europejskim nr. 0427316 B1l. Réwniez dialdehydy (na przyktad glioksal) sa zdolne do
sieciowania grup hydroksylowych celulozy za pomoca wigzan acetalowych (patenty US
4472167, US 4822453, US 4889595, US 6207278 Bl). W opisie patentowym CA
2028977C ujawniono, ze korzystnymi S$rodkami sieciujagcymi w przypadku
otrzymywania wysokochlonnych materiatow do zastosowan medycznych sa nasycone
kwasy polikarboksylowe o liczbie atomdéw wegla 2-9, ktére zawieraja co najmniej trzy
grupy karboksylowe na czasteczke. Jednym z takich srodkdw jest kwas cytrynowy, ktory
jest szczegdlnie korzystny ze wzgledu na fakt, iz jest on bezpieczny i niedraznigcy dla
ludzkiej skory, oraz wykazuje trwale wigzania sieciujace. Ponadto jest on szeroko
dostepny w stosunkowo niskich cenach, dzigki czemu jest mozliwe jego komercyjne

wykorzystanie.
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W patencie US 7974301 B2 wyroznione sa natomiast katalizatory przyspieszajace
tworzenie wigzania estrowego migdzy grupami hydroksylowymi celulozy i kwasnymi
grupami aldehydowymi $rodka sieciujacego. Substancje opisane jako nadajace si¢ do
zastosowania jako katalizatory w reakcji sieciowania obejmuja chlorek cynku, azotan
cynku, chlorek amonu, siarczan amonu, chlorek magnezu, octan magnezu, siarczan glinu,
podfosforyn sodu, fosforyn sodu, oraz ich mieszaniny. Odpowiedni stosunek wagowy
katalizatora do aldehydu kwasowego wynosi na przyktad od 1:1 do 1:10, korzystnie od
1:2 do 1:6.

Jak dotad reakcje sieciowania wykorzystywano w celu modytikacji wielu polimeréw, co
przestawiono na powyzszych przyktadach, w tym na bazie celulozy roslinnej, przy czym,
poza jedng publikacjg naukowa (Meftahi, A., Khajavi, R., Rashidi, A., Rahimi, M. K., &
Bahador, A., 2018, Preventing the collapse of 3D bacterial cellulose network via citric
acid. Journal of Nanostructure in Chemistry, 8(3), 311-320), nie ma zadnych innych
doniesien odnos$nie mozliwosci wykorzystania tego sposobu do modyfikowania
wlasciwosci celulozy bakteryjnej. W powyzszej pracy wykorzystano kwas cytrynowy,
jako substancje sieciujaca oraz podfosforyn sodu jako katalizator (jest to najczesciej
wykorzystywany 1 opisywany jako najefektywniejszy katalizator w reakcjach
sieciowania celulozy roslinnej z uzyciem kwasu cytrynowego). Jak podajg autorzy pracy,
dzicki zastosowaniu metody mozliwe jest uzyskanie CB charakteryzujacej sie
nastepujacymi wlasciwosciami: znacznie zwigkszonymi zdolno$ciami sorpcyjnymi,
wyzsza porowatoscig i zwilzalnoscia w pordéwnaniu z probka CB nietraktowang
roztworem sieciujgcym. Mimo, ze podfosforyn sodu nie wykazuje toksycznego dziatania
jak to jest w przypadku wyzej wspomnianego formaldehydu, to jednak w wyniku
termicznego rozkladu tej substancji powstaje fosforowodor, ktdry jest silnie toksycznym
i skrajnie latwopalnym gazem. Ponadto podfosforyn sodu moze wywiera¢ negatywny
wplyw na $rodowisko, poniewaz tugowane zwigzki wodorofosforku przedostaja sie do
wod powierzchniowych (Feng, X., Xiao, Z., Sui, S., Wang, Q., & Xie, Y. (2014).
Esterification of wood with citric acid: The catalytic effects of sodium hypophosphite
(SHP). Holzforschung, 68(4), 427-433.).

7 tego powodu wydaje sie by¢ uzasadnionym, ze w biomaterialach szczegdlnie
kojarzonych z zagadnieniami proekologicznymi jakim sg materiaty oparte o CB nalezy

zwrdci¢ szczegdlng uwage na maksymalne ograniczenie substancji, ktore moglyby
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wykazywaé negatywne oddzialywanie na $rodowisko. Jednocze$nie warto zadbaé o
aspekt ekonomiczny procesu przemyslowego wytwarzania wszelkich produktéw do
takich zastosowarn.

Sposob wytwarzania modyfikowanej celulozy bakteryjnej, wedltug wynalazku,
polega na przygotowaniu inokulum poprzez zaszczepienie na podtozu ptynnym Hestrin-
Schramm zawierajacym glukoze, ekstrakt drozdzowy, pepton bakteryjny, kwas
cytrynowy, NaHPOs4, MgSOs4 - H0O, bakterii fermentacji octowej z rodzaju
Komagataeibacter, korzystnie szczepem bakterii Komagataeibacter xylinus (dawniej
Gluconacetobacter xylinus), nastepnie wymieszaniu przez 15 minut i inkubowaniu przez
7 dni w temperaturze 25 - 30°C, ponownym wymieszaniu przez 5 minut, i przeniesieniu
tak otrzymanego inokulum w ilosci 5 - 20% objetosciowych do podtoza produkcyjnego i
prowadzeniu hodowli stacjonarnej przez 4 - 20 dni w temperaturze 25 - 30°C. Nastepnie
na oczyszczaniu za pomoca 0,1 M roztworu NaOH w 80°C przez 30 min i przeptukiwaniu
woda destylowang do momentu ustabilizowania pH na poziomie 6,5 - 7,5, po czym
celuloze bakteryjna po oczyszczeniu inkubuje sie przez 24 godziny w mieszaninie 20%
roztworu kwasu cytrynowego i poddaje sieciowaniu w obecnosci katalizatora. Istota
wynalazku polega na tym, ze reakcje krzyzowego sieciowania prowadzi si¢ w obecnosci
5 - 15% roztworu wodorofosforanu disodu i/lub wodoroweglanu sodu jako katalizatora,
w stosunku wagowym kwasu cytrynowego do katalizatora od 1:1 do 6:1, w temperaturze
120 - 200°C, a po reakcji sieciowania, w celu odplukania niezwigzanych czasteczek
kwasu cytrynowego oraz katalizatora, celuloze bakteryjng przeptukuje sic woda
destylowana do uzyskania pH w przedziale 6,5 - 7.5.

Korzystnie stosuje sie¢ mieszaning roztworu wodorofosforanu disodu i1 roztworu
wodoroweglanu sodu w stosunku wagowym 1:1.

Korzystnie otrzymang modyfikowang celuloze bakteryjng poddaje sie w czasie od 1 -
24 godzin wysycaniu w mieszalniku, w roztworze substancji czynnych i/lub
pomocniczych o dziataniu leczniczym, wspomagajacym leczenie, lub pielegnacyjnym
oraz ich mieszanin, na przyktad: antybiotyki, antyseptyki, chemioterapeutyki, substancje
o dziataniu przeciwzapalnym, substancje pochodzenia naturalnego (ekstrakty z roslin),
zwigzki z grupy witamin, lipidéw, enzymdéw, a takze substancje regulujgce poziom

nawilzenia.
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Korzystnie otrzymang modyfikowang celuloze bakteryjna poddaje si¢ przez 24 godziny
wysycaniu w 1-10% roztworze glicerolu rozgrzanego do temperatury 80°C, a nastepnie
suszy sie tak uzyskany material w temperaturze pokojowe;.

Korzystnie po wysycaniu roztworem glicerolu otrzymany materiat poddaje si¢ wysycaniu
w czasie od 1 - 24 godzin, w mieszalniku w roztworze substancji czynnych i/lub
pomocniczych o dziataniu leczniczym, wspomagajacym leczenie, lub pielegnacyjnym
oraz ich mieszanin, takich jak wskazano powyze;j.

Sposob produkeji biomaterialdéw nanocelulozowych wedlug wynalazku, dzigki
zastosowaniu odpowiednich katalizator6w umozliwiajacych wydajne sieciowanie
wlokien celulozy bakteryjnej pozwala na polepszenie wlasciwosci CB w stanie suchym i
otrzymanie powtarzalnego biomaterialtu o wyrdzniajacej sie jakosci. Chemicznie
modyfikowana poprzez reakcje krzyzowego sieciowania CB, z zastosowaniem
katalizatoréw wedlug wynalazku, posiada wiasciwosei, ktore ukierunkowuja jej
zastosowanie w medycynie, lub kosmetyce, jako wysokochtonne materiaty o dowolnym
ksztatcie 1 kompozycji: w formie czystej lub jako nosniki wysycane rdznego rodzaju
substancjami o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym, przeciwzapalnym, nawilzajacym
lub tagodzacym. Tak modyfikowane blony CB moga by¢ szczegélnie przydatne do
przygotowania opatrunkéw znajdujacych zastosowanie w leczeniu rozlegtych, trudno
gojacych si¢ ran oraz tagodzeniu uszkodzen skory po zabiegach leczniczych oraz
dermatologiczno-kosmetycznych. Opatrunki takie mogg znalez¢ réwniez zastosowanie w
leczeniu ran wysokowysickowych, gdyz sa w stanie pochtania¢ przez dhugi okres czasu
duze ilosci substancji pltynnych (np. wysigk z rany). Ponadto efektem sposobu wedlug
wynalazku jest znaczne, nieopisywane wezesniej w literaturze, zwigkszenie chtonnosci
(w tym wody i innych substancji ptynnych na bazie wody) CB modyfikowanej w
poréwnaniu do CB natywnej (niemodyfikowanej, nie poddawanej reakcji sieciowania).
Zastosowanie procesu sieciowania i odpowiednich katalizatoréw, zgodnie z opisang
procedura, umozliwia uzyskanie CB charakteryzujacej si¢ zdolnoscia do dlugotrwatego,
znacznie dluzszego w porownaniu do celulozy niemodyfikowanej, uwalniania
pochtonigtych substancji. Korzyscia z zastosowania metody wedlug wynalazku jest
uzyskanie modyfikowanej CB, ktora dzigki usztywnieniu wtokien za pomoca wigzan z
kwasem cytrynowym i promowaniu tej reakcji przez katalizatory, ktére dodatkowo

rozktadaja sic w wysokiej temperaturze z wydzieleniem nietoksycznych gazéw majacych
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réwniez wptyw na strukture CB, zachowuje tréjwymiarowa strukture nawet w stanie
suchym, a jej ponowne uwodnienie zachodzi z wysoka wydajnoscig. W przypadku
celulozy niepoddawanej reakcji sieciowania (CB niemodyfikowana) podczas jej suszenia
dochodzi do zniszczenia (zapadania si¢) jej struktury tréjwymiarowej, co powoduje
znaczne pogorszenie jej zdolnosci do rehydratacji i do pochtaniania substancji ptynnych.
Sucha CB modytikowana wedtug wynalazku charakteryzuje sie réwniez nizszg gestoscia
w porownaniu do suchej celulozy niemodyfikowanej (w wyniku wytworzenia si¢
przestrzeni pomiedzy jej wtoknami), a takze lepszym utrzymywaniem ptyndéw wewnatrz
jej struktury (wyzszy wspotczynnik utrzymywania cieczy, oraz wyzszy wspdlczynnik
retencji). Ponadto, uzyskany materiat jest bezpieczny co oznacza, ze nie wykazuje on
efektu cytotoksycznego wzgledem hodowli komérek in vitro. Poprawa wszystkich
wymienionych wiasciwosei fizykochemicznych wynika bezposrednio z zastosowania
mieszaniny sieciujacej (kwas cytrynowy i odpowiedni katalizator) oraz procedury
modyfikacji wedtug opisu wynalazku.

Korzystnie (ze wzgledu na opisane powyzej wlasciwosci) blony modyfikowanej CB
mozna poddawac¢ nasgczaniu (wysycaniu, impregnacji) w mieszalniku (np. inkubatorze z
mieszaniem lub mieszalniku bebnowym) w roztworze substancji czynnych i/lub
pomocniczych o dziataniu leczniczym, wspomagajacym leczenie, lub pielegnacyjnym
oraz ich kombinacji.

Sposob wedlug wynalazku przedstawiony jest w przyktadach wykonania oraz na
rysunku, na ktorym fig.1 przedstawia zdjecia CB modyfikowane] w wariancie z
mieszaning katalizatoréw (zdjecie A) oraz niemodyfikowanej (zdjecie B), fig.2
przedstawia zdjecia CB niemodyfikowanej i modyfikowanej przed i po rehydratacji, przy
czym zdjecie A 1 B — CB niemodyfikowana, odpowiednio: sucha i po rehydratacji,
zdjecie C i D — CB modyfikowana w wariancie z wodorofosforanem disodu,
odpowiednio: sucha i po rehydratacji, zdjecie E i F — CB modyfikowana w wariancie z
wodoroweglanem sodu, odpowiednio: sucha i po rehydratacji, zdjecie G i H — CB
modyfikowana w wariancie z mieszaning katalizatoréw, odpowiednio: sucha i po
rehydratacji, fig.3 przedstawia CB modyfikowang w wariancie z mieszaning
katalizatoréw (zdjecie A) oraz w przekroju poprzecznym ukazujacym przestrzenie

utworzone pomiedzy kolejnymi warstwami celulozy (zdjecie B).
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Przyktad 1

Przygotowano inokulum. W tym celu na podlozu H-S zaszczepiono bakterie K.
xylinus. Podloze H-S zawierato: glukoze (2 w/v%), ekstrakt drozdzowy (0,5 w/v%),
pepton bakteryjny (0,5 w/v%), kwas cytrynowy (0,115 w/v%), NaaHPO4 (0,27 w/v%),
MgSO4+-H20 (0,05 w/v%). Podloze byto wysterylizowane oraz wzbogacone alkoholem
etylowym (1 v/v%). Bakterie K. xylinus, przechowywane byly na stalym podtozu
o sktadzie: glukoza (2 w/v%), ekstrakt drozdzowy (0,5 w/v%), pepton bakteryjny (0,5
w/v%), kwas cytrynowy (0,115 w/v%), NaHPO4 (0,27 w/v%), MgSO4-7H20 (0,05
w/v%) agar bakteriologiczny (2 w/v%), rowniez wysterylizowanym i wzbogaconym
alkoholem etylowym (1 v/v%). Po zaszczepieniu bakterii hodowle mieszano na
wytrzasarce laboratoryjnej przez 15 minut i inkubowano przez kolejne 7 dni w
temperaturze 25 - 30°C. Po 7 dniach inkubacji uzyskang hodowle ponownie miesza si¢
na wytrzasarce typu worteks przez 5 minut. Otrzymane w ten sposob inokulum przenosi
si¢ na $wieze podloze produkcyjne oparte na glukozie i jej pochodnych (np. medium H-
S o takim samym sktadzie jak podano powyzej). Hodowle produkcyjne prowadzi si¢ w
pojemnikach hodowlanych o dowolnym ksztalcie i rozmiarze, korzystnie na tacach ze
stali nierdzewnej, lub naczyniach laboratoryjnych (szklanych i plastikowych),
wyposazonych w pokrywki posiadajace filtry membranowe umozliwiajacych wymiane
gazowa w warunkach sterylnych (pory o $rednicy 0,22 um), w temperaturze 25 - 30°C w
czasie 4 - 20 dni.

Po zakonczeniu hodowli uzyskany material zwazono na wadze analitycznej, a
nastepnie otrzymane membrany celulozowe przenoszono do czystych pojemnikéw i
przemywano woda destylowang. W kolejnym etapie celuloze oczyszczono poprzez
inkubacje w 0,1 M wodnym roztworze NaOH w temperaturze 80°C przez 30 minut i
ponownie wazono. Oczyszczong celuloze plukano w wodzie destylowanej do momentu
ustabilizowania pH na poziomie 6,5 - 7.5.

W przypadku prob modyfikowanych, celuloze przenosi si¢ nastepnie do
pojemnika zawierajacego mieszaning reakcyjng, w ktorej sktad wchodzi czynnik
sieciujacy, tj. 20% roztwdr kwasu cytrynowego oraz 10% roztwdr wodorofosforanu
disodu (Na;HPO4) uzyty jako katalizator. Stosunek wagowy katalizatora do kwasu
cytrynowego wynosit 1:2. CB jest impregnowana w tej mieszaninie przez

24 godziny, a nastepnie przenoszona do suszarki laboratoryjnej i inkubowana w temp.
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160°C do momentu, kiedy waga celulozy zostata ustabilizowana (1 - 12h, czas inkubacji
zalezy od masy prébki i procentowej zawartosci cieczy). Przykladowo, dla prébek CB o
masie 4-5g, zawierajacych 98-99 w/v% wody, uzyskanych z probéwek o pojemnosei 50
ml i §rednicy 3 cm czas ten wynosit 90 min. Po procesie sieciowania uzyskany materiat
byl przenoszony do czystych pojemnikéw i przeplukiwany woda destylowana do
uzyskania pH 6,5 - 7,5 (48-72h), a nastepnie suszony w temperaturze pokojowej do
uzyskania stalej masy (48-72h) i ponownie wazony.

W przypadku niemodyfikowanych préb kontrolnych uzyskang celuloze po
procesie oczyszczania poprzez inkubacje w 0,1 M wodnym roztworze NaOH w
temperaturze 80°C, suszono na wagosuszarce w 60°C do momentu, kiedy waga celulozy
zostata ustabilizowana.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze dla przeprowadzonej w ten sposéb modyfikacji
uzyskuje si¢, w odniesieniu do prob kontrolnych (niemodytikowanej CB) wspdlczynnik
pochtaniania wody (SR) wigkszy o ok. 28% po 30 min. oraz o ponad 370% po 24h
inkubacji w wodzie, wspdtczynnik utrzymywania cieczy (WHC) wyzszy o ok. 60% i
wskaznik wtdrnego pecznienia (WRV) wyzszy o ok. 940% po 30 min. wirowaniu mokre;j
CB przy 1000 obr/min. Ponadto otrzymana modyfikowana celuloza charakteryzuje sie
gestoscig ok. 35 razy mniejsza w poréwnaniu do suchej niemodyfikowanej CB. Wyniki
przedstawiono w tabeli.

Sposob obliczenia wspoétczynnika pochtaniania wody (SR):

sk = W~ V)

Wy

100%

Gdzie, Wyet to masa uwodnionej CB, a W4y to masa suchej CB.

Sposob obliczenia wspdtczynnika utrzymywania cieczy (WHC):

(Wwet - deet

% WHC = )100%

Wdry
Gdzie, Wwet to masa uwodnionej CB, Wgwet to masa mokrej CB w danym czasie podczas
suszenia/wirowania, a Wy to masa suchej CB.

Sposob obliczenia wspdtczynnika wtoérnego pecznienia (WRV):

%WRYV = MIOO%

dwet
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Gdzie, Wawet to masa mokrej CB w danym czasie podczas suszenia/wirowania, a Wry to
masa suchej CB.
Przyktad 2

Sposaob jak w przykladzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza si¢ z
wykorzystaniem wodoroweglanu sodu (NaHCO3) jako katalizatora. CB modyfikowana
w ten sposob charakteryzuje sie¢ wspotczynnikiem pochtaniania wody (SR) wigkszym o
ok. 20% po 30 min. oraz o 280% po 24h inkubacji w wodzie, wspolczynnik utrzymywania
cieczy (WHC) wyzszy o ponad 50% oraz wskaznik wtérnego pecznienia (WRV) wyzszy
o ok. 930% po 30 min. odwirowywaniu wody. Ponadto otrzymana modyfikowana
celuloza charakteryzuje sie gestoscig ok. 34 razy mniejsza w pordéwnaniu do suchej
niemodyfikowanej CB. Wyniki przedstawiono w tabeli.
Przyktad 3

Sposaob jak w przykladzie pierwszym, z tym, ze modyfikacje przeprowadza si¢ z
wykorzystaniem mieszaniny katalizatoréw — wodorofosforanu disodu (Na;HPOs) i
wodoroweglanu sodu (NaHCO3) w stosunku wagowym 1:1. W przypadku zastosowania
te] modyfikacji otrzymano najwyzsze wartosci dla catkowitej zdolnosci pochlaniania
cieczy. Dla celulozy modyfikowanej z zastosowaniem mieszaniny katalizatoréw, w
poréownaniu do CB niemodyfikowanej, wspotczynnik pochtaniania wody (SR) byt
wigkszy o ok. 18% po 30 min. oraz o ponad 500% po 24h inkubacji w wodzie,
wspotczynnik utrzymywania cieczy (WHC) wyzszy o ok. 55% oraz wskaznik wtornego
pecznienia (WRV) wyzszy o ponad 940% po 30 min. odwirowywaniu wody. Ponadto
otrzymana modyfikowana celuloza charakteryzuje sie ggstoscia ok. 43 razy mniejsza w
poréwnaniu do suchej niemodyfikowanej CB. Wyniki przedstawiono w tabeli.
Przyktad 4

Metoda wytwarzania modyfikowanych mat celulozowych analogicznie jak w
przyktadach 1, 2 i 3, z tym, ze po reakcji krzyzowego sieciowania wyptukang i wysuszong
CB, w celu nadania jej odpowiednich wlasciwosei, np. whasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych, wysyca si¢ w inkubatorze z mieszaniem roztworem
substancji czynnej np. roztworem antyseptyku przez 1 - 24h. W celu oznaczenia czasu
uwalniania zaimpregnowanej substancji czynnej, CB przenoszono do filtrow
koszykowych umieszczonych w plytkach wielodotkowych z woda w ten sposdb, aby

celuloza znalazla si¢ na styku faz woda — powietrze. Nastepnie uwalnianie substancji
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czynnej mierzono spektrofotometrycznie, pobierajac strzykawka prébki i zawracajac je
do uktadu po wykonanym pomiarze. Stwierdzono, ze CB modyfikowana sposobem
wedlug wynalazku, w poréwnaniu do CB niemodyfikowanej, charakteryzowata sig
wolniejszym i stopniowym uwalnianiem zaimpregnowanej substancji czynnej. Uzyskane
dla modyfikowanej CB wyniki poréwnywano z CB niemodyfikowang. Podczas gdy dla
CB niemodyfikowanej zaobserwowano brak istotnych zmian w absorbancji po ok. 60
min. pomiaru (uwolniona zostata cata zaabsorbowana substancja, dla CB modyfikowanej
czas ten przekraczal 480 min.
Przyktad 5

Metoda wytwarzania modyfikowanych mat celulozowych analogicznie jak w
przyktadach 1,2 13, z tym, Ze po reakcji krzyzowego sieciowania, wyptukana i wysuszong
CB, w celu zwickszenia jej elastycznos$ci, impregnuje sie przez 24h w 1 - 10% roztworze
glicerolu rozgrzanego w tazni wodnej do temperatury 80°C i w nastepnym etapie
wysuszeniu tak uzyskanego materialu w temperaturze pokojowej. Procedura ta pozwala
na poprawe elastycznosci CB w stanie suchym, co jest istotne w przypadku materiatow
majacych dostosowac sie do réznych ksztaltdéw powierzchni, np. opatrunkdow majacych
przylegaé do czesci ruchomych ciala.
Przyktad 6

Metoda wytwarzania modyfikowanych mat celulozowych analogicznie jak w
przyktadach 1,2 13, z tym, Ze po reakcji krzyzowego sieciowania, wyptukana i wysuszong
CB, w celu zwickszenia jej elastycznos$ci, impregnuje sie przez 24h w 1 - 10% roztworze
glicerolu rozgrzanego w tazni wodnej do temperatury 80°C i w nastepnym etapie
wysuszeniu  tak  uzyskanego materialu ~ w  temperaturze pokojowej,

a nastgpnie wysyceniu go substancja czynng analogicznie jak w przykladzie 4.

Stwierdzono, ze CB modyfikowana sposobem wedlug przyktadu 6, charakteryzowatla si¢

duzg elastycznoscig, a przy tym wolniejszym 1 stopniowym uwalnianiem
zaimpregnowanej substancji czynnej.
Tabela
CB modyfikowana | CB modyfikowana | CB modyfikowana
W wariancie z W wariancie z W wariancie z
Przyktadu 1 Przyktadu 2 Przyktadu 3
SR po 30 min. 28% 20% 18%
WHC po 30 min. 60% 50% 55%
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WRY po 30 min. 940% 930% 940%
SR po 24h 370% 280% 500%
gestosé 3400% 3300% 4200%




