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1 WPROWADZENIE 

Rozwój medycyny regeneracyjnej oraz inżynierii tkankowej to jeden z najbardziej 
obiecujących kierunków w poszukiwaniu rozwiązań w zakresie odbudowy uszkodzonych 
tkanek i organów. Jednym z czynników, który znacząco wpłynął na postęp w tej dziedzinie, 
było zaadaptowanie do wytwarzania materiałów sprzyjających regeneracji tkankowej 
technologii druku 3D. Dopiero po połączeniu możliwości i wiedzy z zakresu wytwarzania 
addytywnego, materiałoznawstwa i hodowli komórkowej, inżynieria tkankowa  
jest w stanie zrewolucjonizować współczesną medycynę [Ng i wsp., 2019;  
Murphy i Atala, 2014]. Pomimo zdolności ludzkiego organizmu do regeneracji,  
w wielu przypadkach np. oparzeń skórnych, ze względu na zbyt wolne tempo tego procesu 
lub zbyt duży poziom uszkodzeń tkanki, jest to niemożliwe.  
Obecnie, głównym rozwiązaniem stosowanym w takich przypadkach są przeszczepy. 
Jednakże ze względu na znaczne ograniczenie liczby dawców, są one rzadko stosowane. 
Co więcej, nawet w przypadku znalezienia dawcy, ryzyko odrzucenia przeszczepu wciąż 
pozostaje jednym z najczęstszych problemów. W związku z powyższym, tworzenie 
złożonych rusztowań przestrzennych, zdolnych do naśladowania właściwości 
biologicznych uszkodzonych tkanek oraz zgodnych z systemem immunologicznym 
pacjenta wydaje się być obiecującym rozwiązaniem [Wang i wsp., 2024; He i wsp., 2018].  
Możliwość szybkiego prototypowania, personalizacji rusztowania oraz precyzyjnego 
osadzania komórek w materiale sprawia, że kluczową technologią inżynierii tkankowej 
jest biodruk 3D. Potencjał wykorzystania tej technologii oraz jej możliwości są znacznie 
szersze i nie koncentrują się tylko na drukowaniu rusztowań zawierających komórki w celu 
ich przeszczepiania. Drukowanie sztucznych tkanek, organów lub narządów, organoidów 
jako modeli w badaniach farmaceutycznych umożliwiłoby testowanie skuteczności  
i bezpieczeństwa nowo opracowywanych i zsyntetyzowanych leków. Modele te 
umożliwiłyby prowadzenie badań w celu zrozumienia mechanizmów i procesów 
chorobotwórczych, testowania terapii na miarę indywidualnych potrzeb pacjenta,  
a przede wszystkim stałby się alternatywą dla modeli zwierzęcych [Huang i wsp., 2024; 
Gao i wsp., 2021; Kačarević i wsp., 2018].  

Pomimo dużego potencjału biodruku 3D w inżynierii tkankowej, istnieje szereg 
wyzwań technologicznych jak i naukowych, uniemożliwiających jego praktyczne 
zastosowanie. Dostępne na dzień dzisiejszy rozwiązania na rynku gotowych zestawów  
do biodruku, w tym biodrukarek oraz dedykowanych do nich biotuszów, nie zawsze 
umożliwiają ich bezpośrednie zastosowanie w prowadzonych badaniach naukowych,  
a tym bardziej w komercyjnym zastosowaniu medycznym. Problem ten wynika częściowo 
z ograniczeń technologicznych wielu biodrukarek, w tym wahań temperatury w module 
grzewczym oraz ciśnienia gazu tłoczącego podczas procesu druku, a także z braku 
możliwości współtłoczenia składników biotuszu. Konsekwencją tych ograniczeń  
jest opracowywanie przez wielu badaczy własnych urządzeń drukujących lub modyfikacja 
tych dostępnych komercyjnie, w celu dostosowania ich do indywidualnych potrzeb.  
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W przypadku biodruku znacznie łatwiejsze jest dostosowanie urządzenia drukującego do 
istniejącego biotuszu, niż modyfikacja biotuszu do pracy urządzenia. W związku z tym, 
kluczowe znaczenie na etapie planowania badań w zakresie biodruku, ma dokonanie 
świadomego wyboru dotyczącego technologii druku, urządzenia, biotuszu jak i określenie 
docelowego zastosowania. Te elementy stanowią nierozerwalny zestaw, w którym zmiana 
chociażby jednego z nich ma znaczący wpływ na pozostałe. Co więcej, rozważenie 
powyższych zmiennych na początkowym etapie prac decyduje o potencjalnym sukcesie 
projektu badawczego, podkreślając zarazem konieczność holistycznego podejścia  
do projektowania i realizacji badań w inżynierii tkankowej [A5]. 

Mimo znaczących na przestrzeni ostatnich lat postępów w zakresie biodruku  
i inżynierii tkankowej, istotnym wyzwaniem nadal pozostaje opracowanie metod 
umożliwiających produkcję rusztowań o stabilnych właściwościach mechanicznych,  
które jednocześnie zapewnią komórkom wysoką przeżywalność w warunkach drukowania 
oraz odpowiednie do ich proliferacji i różnicowania warunki w gotowych wydrukach.  
W biodruku spełnienie obu tych kryteriów nazywane jest „oknem biofabrykacji”.  
Jest to kompromis pomiędzy uzyskaniem wysokiej przeżywalności a zapewnieniem 
drukowalności. W pracach badawczych okno biofabrykacji ma wydźwięk negatywny, 
ponieważ na ten moment brak jest jakichkolwiek doniesień literaturowych opisujących 
jednoczesne uzyskanie wysokiej precyzji wydruków przy zachowaniu jak najwyższej 
przeżywalności komórek [Ouyang i wsp., 2022; Gao i wsp., 2021; Levato i wps., 2020]. 
Problem wynika z tego, że wzrost lepkości biotuszu, choć zwiększa jego drukowalność, 
jednocześnie negatywnie wpływa na przeżywalność komórek w nim zawartych, co jest 
spowodowane koniecznością stosowania wyższego ciśnienia wytłaczania  
[Habib i Khoda, 2022]. W wielu pracach naukowych, przezwyciężenie „okna biofabrykacji”  
to główny cel, na którym skupiają się badacze. Z drugiej strony, istnieje szereg tkanek, 
między innymi miękkich, takich jak skóra, dla których uzyskanie parametru drukowalność  
na najwyższym poziomie nie jest najważniejszym kryterium. W kontekście funkcjonalności 
rusztowań, to zdolność komórek do migracji w rusztowaniu, zdolność proliferacji  
i różnicowania mają kluczowe znaczenie dla finalnej geometrii konstruktu. Bez wątpienia, 
geometryczna struktura rusztowania stanowi fundament dla samoorganizacji 
komórkowej. Jednakże, z upływem czasu, od momentu wydrukowania, jej pierwszorzędna 
rola zmniejsza się w miarę postępującej biodegradacji materiału, co umożliwia stopniowe 
zastępowanie wydrukowanej struktury przez naturalną tkankę. Pomimo że poprawa 
drukowalności często wiąże się z obniżeniem przeżywalności komórek po wytłoczeniu 
biotuszu, ważne jest, aby pamiętać, że komórki zdolne są do proliferacji po wydruku,  
co prowadzi do zwiększenia ich liczby z czasem. Wytwarzanie addytywne może indukować 
stres komórkowy, wynikający z sił ścinających występujących podczas wytłaczania 
biotuszu przez dyszę biodrukarki, jak podają Xu i współpracownicy (2022). Inne kluczowe 
czynniki wpływające na przeżywalność komórek obejmują temperaturę dyszy, czas druku, 
średnicę igły oraz natężenie przepływu biotuszu [Deptuła i wsp., 2023;  
Malekpour i Chen, 2022]. Z wielu prac naukowych wynika, że poprawa drukowalności 
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nawet kosztem początkowo niższej żywotności komórek może być uzasadniona, ponieważ 
po kilkudniowej inkubacji wydruku w medium hodowlanym obserwuje się stopniową 
proliferację i zwiększoną żywotność komórek. Najważniejsze jest zapewnienie komórkom 
biozgodnych warunków co obejmuje biologicznie bezpieczne, niecytotoksyczne  
i bioaktywne rusztowania, które są jednocześnie przepuszczalne. Ponadto, odpowiednie 
medium hodowlane oraz czynniki wspierające wzrost i proliferację komórek są niezbędne,  
aby umożliwić im adaptację do nowych warunków hodowlanych [A5]. Aby zapewnić 
dalszy rozwój komórek w funkcjonalną tkankę, badania powinny koncentrować się  
na szukaniu kompromisu pomiędzy fazą rozwoju komórek, a degradacją rusztowania. 
Punktem wyjścia powinno być ustalenie składu kompozycji stanowiącej bazę biotuszu,  
z uwzględnieniem w dalszym etapie doborze funkcjonalnych dodatków takich jak: czynniki 
wzrostu czy peptydy pełniące rolę sygnalizacyjną, których uwalnianie się w czasie będzie 
wspierało adhezję, proliferację i różnicowanie komórek [Alhattab i wsp. 2023;  
Cohen i wsp., 2023]. Takie podejście może nie tylko zwiększyć przeżywalność komórek  
w czasie, ale również przyspieszyć ich adaptację do nowego otoczenia oraz pozwolić  
na ich integrację z naturalnym środowiskiem, do którego docelowo będą włączone.  
Aby zapewnić skuteczną rekonstrukcję lub wymianę narządów kluczowe jest również 
pobudzenie unaczynienia, w tym angiogenezy. Stymulowanie indukcji proangiogennych 
szlaków sygnałowych jest niezbędne dla prawidłowej aktywności komórek zawartych  
w rusztowaniu [Oropeza i wsp., 2022]. To z kolei pozwala na zintegrowanie 
przeszczepionego rusztowania z tkankami biorcy oraz dzięki zachowaniu odpowiedniego 
tempa angiogenezy, prawidłowego ukrwienia i dotlenienia zregenerowanej tkanki 
[Saberianpour i wsp., 2018].  

Podsumowanie podstawowych wymagań stawianych biotuszom już na pierwszych 
etapach ich projektowania, z uwzględnieniem podziału na aspekty biologiczne  
i fizykochemiczne, zostało przedstawione na Rysunku 1. 
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Rysunek 1. Przegląd kluczowych właściwości biotuszów z uwzględnieniem 
parametrów fizykochemicznych i biologicznych, które mają kluczowe znaczenie przy 

projektowaniu biotuszów w kontekście inżynierii tkankowej i medycyny regeneracyjnej 
[opracowano za pomocą narzędzia Biorender.com]. 

Główny nurt badawczy związany z projektowaniem funkcjonalnych materiałów 
dedykowanych biodrukowi skoncentrowany jest na wykorzystaniu hydrożeli tworzonych  
na bazie surowców polimerowych, zwłaszcza tych pochodzenia naturalnego.  
Podobnie do tkanek składają się one głównie z wody, przez co zdolne są do naśladowania 
naturalnej macierzy zewnątrzkomórkowej [Fang i wsp., 2023; Das i Basu, 2019].  
Podstawowym ograniczeniem większości komercyjnie dostępnych biotuszów,  
jest spełnienie tylko podstawowych wymagań, takich jak biokompatybilność oraz 
zapewnienie przeżywalności komórek po wydrukowaniu. Dalsze aspekty, przykładowo 
różnicowanie komórek w czasie jest pomijane. Takie podejście spowodowało, że obecnie 
na rynku dostępnych jest wiele uniwersalnych biotuszów [Vijayavenkataraman, 2023] 
producentów takich jak Cellink i Allevi. Ich produkty, oparte głównie na naturalnych 
polimerach, są rekomendowane do szerokiego zastosowania w różnych dziedzinach 
inżynierii tkankowej, w tym w tworzeniu modeli różnych organów, dzięki ich zdolności  
do wspierania wzrostu i różnicowania wielu typów komórek. Inne podejście stosuje firma 
Organovo, która oferuje swoim partnerom spersonalizowane układy. W ramach 
współpracy z takimi firmami jak Merck czy L’Oréal wytwarzane są modele m.in. tkanki 
skórnej w celu prowadzenia badań przesiewowych leków oraz kosmetyków [Choudhury  
i wsp., 2018]. Analiza danych literaturowych oraz przegląd komercyjnie dostępnych 
biotuszów wskazują na najczęstsze zastosowanie polimerów takich jak: alginian, żelatyna 
oraz kolagen, z czego dwa ostatnie są przeważnie modyfikowane chemicznie do formy 
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metakrylowanej. Powszechne stosowanie wyżej wymienionych polimerów zarówno  
w pracach badawczych jak i dostępnych komercyjnie biotuszach wynika  
z już opracowanych, dobrze poznanych i efektywnych metod sieciowania.  
W przypadku alginianu proces sieciowania polega na tworzeniu mostków  
wapniowo-karboksylowych między grupami karboksylowymi występującymi w alginianie 
a jonami wapnia, które dodawane są najczęściej w formie roztworu chlorku wapnia  
wraz z przyrostem kolejnych warstw wydruku (Rys. 2A). W przypadku metakrylowanej 
żelatyny lub kolagenu sieciowanie indukowane jest pod wpływem promieniowania UV,  
co skutkuje utworzeniem trwałych wiązań kowalencyjnych między grupami 
metakrylowymi (Rys. 2B) [A5]. 
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Rysunek 2. Schemat sieciowania A) alginianu za pomocą jonów wapnia  
oraz B) modyfikowanej żelatyny/kolagenu do metakrylowanych pochodnych  

z wykorzystaniem inicjatora i światła UV  
[opracowano za pomocą narzędzia Biorender.com] 

W praktyce wybór metody sieciowania jest silnie uzależniony od tego,  
czy punktem wyjścia jest biodrukarka, czy biotusz o określonym składzie. W przypadku 
niektórych biodrukarek istnieje możliwość zastosowania różnych metod sieciowania,  
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co daje większą elastyczność w projektowaniu biotuszów. Ostateczny wybór może być 
determinowany przez określoną specyfikację urządzenia, wynikającą między innymi  
z obecności termostatowanego elementu umożliwiającego kontrolowanie temperatury 
miejsca, w którym umiejscowiony jest biotusz tzw. kartidż, czy stołu roboczego lub źródła 
światła UV. Mniejszą elastyczność w wyborze metody sieciowania oferuje z kolei sam 
biotusz o określonym składzie. To właśnie polimery użyte do przygotowania bazy biotuszu, 
mają główny wpływ na konieczność zastosowania określonej metody sieciowania.  
To podkreśla, jak kluczową rolę odgrywa decyzja dotycząca wyboru zarówno biotuszu,  
jak i biodrukarki na wczesnym etapie projektu [A5].  

Kolejnym rozwiązaniem stosowanym przez badaczy w projektowaniu biotuszy,  
jest tworzenie wieloskładnikowych układów, czyli składających się z więcej niż jednego 
polimeru. Takie podejście pozwala na wykorzystanie pożądanych cech wszystkich 
wykorzystanych surowców w docelowym materiale, często z towarzyszącym efektem 
synergii. Jednakże podczas projektowania kompozycji polimerowych konieczne jest 
dokładne wykluczenie potencjalnie niepożądanych interakcji między składnikami, które 
mogą ograniczać stabilność materiału oraz jego kompatybilność z warunkami 
fizjologicznymi. Na przykład chitozan otrzymywany metodą rozpuszczania w kwaśnym 
środowisku, różnym od fizjologicznego pH, wykazuje właściwości, które mogą prowadzić 
do niekorzystnych interakcji, takich jak zahamowanie procesu żelowania agarozy, co jest 
krytyczne dla właściwego uformowania struktury biotuszu po wytłoczeniu.  
Dlatego alternatywne techniki, jak metoda rozpuszczania chitozanu poprzez saturację, 
pozwalają na wyeliminowanie tego efektu i uzyskanie materiału o właściwościach 
synergicznych, w którym chitozan i agaroza zachowują pożądane właściwości [A3]. 

Chociaż chityna jest drugim co do powszechności występowania polimerem,  
to wiele badań skupia się na wykorzystywaniu jej zdeacetylowanej pochodnej, czyli 
chitozanu. Jest to polikationowy polimer, który składa się z D-glukozaminy (70-90%)  
i połączonych z nią wiązaniem β-1,4-glikozydowm podjednostek N-acetylo-D-glukozaminy 
(10-30%). To właśnie stopień deacetylacji, czyli udział jednostek D-glukozaminy  
do N-acetylo-D-glukozaminy determinuje głównie rozpuszczalność chitozanu  
w rozcieńczonych roztworach kwasów organicznych. Wraz ze wzrostem stopnia 
deacetylacji, czyli liczby wolnych grup aminowych w strukturze chitozanu, zwiększa się 
jego rozpuszczalność [Weißpflog i wsp., 2021]. Właściwość ta jest kluczowa, ponieważ 
rozpuszczalność polimeru ma bezpośredni wpływ na możliwości otrzymywania 
materiałów hydrożelowych. Wartość pH roztworów chitozanu otrzymywanych 
klasycznymi metodami rozpuszczania tego polimeru w roztworach kwasu np. mlekowego 
lub octowego, stanowi poważne ograniczenie z punktu widzenia biozgodności. 
Zastosowanie hydrożeli o pH niższym niż 7 wywołuje efekt cytotoksyczny względem 
komórek i na wstępie wyklucza ich zastosowanie w biodruku. Jednakże obecność grup 
aminowych oraz hydroksylowych w strukturze chitozanu umożliwia jego modyfikacje. 
Wielu badaczy wykorzystuje tę możliwość, modyfikując chitozan do jego pochodnych, 
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między innymi do hydroksypropylo-chitozanu [Liu i wsp., 2021] lub karboksymetylo-
chitozanu (Rys. 3) [Butler i wsp., 2021; Gu i wsp., 2017]. 

 

 

Rysunek 3. Struktury chemiczne chitozanu oraz jego pochodnych  
[opracowano za pomocą narzędzia Biorender.com] 

Powyższe modyfikacje, umożliwiają poprawę rozpuszczalności chitozanu w wodzie  
i tym samym możliwość otrzymywania roztworów tego polimeru, gdy wartość pH zbliżona 
jest do 7. Przykładem innego rozwiązania rozszerzającego aplikacyjność chitozanu  
w branży medycznej i kosmetycznej jest metoda opracowana przez Gorczycę  
i współpracowników w Politechnice Gdańskiej. Metoda ta polega na otrzymywaniu 
mikrokrystalicznej formy chitozanu z jego kwaśnego roztworu w wyniku strącenia 
roztworem wodorotlenku sodu, a następnie ponownemu rozpuszczeniu dokładnie 
wypłukanego osadu zawieszonego w odpowiedniej ilości wody saturowanej ditlenkiem 
węgla przy jednoczesnym wspomaganiu mieszaniem mechanicznym. W ten sposób 
możliwe jest uzyskanie roztworu chitozanu, którego wartość pH wynosi około 6,8. 
Wykazano, że taka forma roztworu chitozanu jest niecytotoksyczna dla komórek,  
co umożliwia zastosowanie go także w inżynierii tkankowej [Gorczyca i wsp., 2014].  
Pozostałe właściwości chitozanu, które sprawiają, że ma on potencjalne zastosowanie  
w biodruku i inżynierii tkankowej, to biodegradowalność, biokompatybilność oraz 
właściwości przeciwdrobnoustrojowe wynikające z obecności grup aminowych.  
Nadanie biomateriałom właściwości przeciwdrobnoustrojowych stanowi kluczowy 
postulat ze strony środowiska medycznego, odpowiadając na pilną potrzebę minimalizacji 
ryzyka zakażeń szpitalnych i tym samym wspierając bezpieczeństwo pacjentów oraz 
efektywność procedur terapeutycznych [Ke i wsp., 2021]. Liczne badania wykazały,  
że chitozan wspiera proces gojenia się ran na poszczególnych etapach regeneracji 
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tkankowej, takich jak inicjacja adhezji i agregacji płytek krwi oraz stymulacja proliferacji 
fibroblastów [Feng i wsp., 2021]. Jednak głównym wyzwaniem, które należy rozwiązać 
przy zastosowaniu chitozanu jako hydrożelu w biodruku, jest jego słaba drukowalność 
oraz ograniczone właściwości mechaniczne [Sadeghianmaryan i wsp., 2020]. 

Decydując się na opracowanie biotuszu na bazie chitozanu, konieczne jest 
wytypowanie innego polimeru, który będzie cechować się dobrą drukowalnością,  
a wydruki na jego bazie będą miały dobre właściwości mechaniczne. Inne polimery 
pochodzenia naturalnego takie jak: alginian sodu, żelatyna, kolagen, celuloza, karagen 
mogą tworzyć stabilne materiały hydrożelowe, ale wymagają do tego celu zastosowania 
czynnika sieciującego lub modyfikacji chemicznej w celu zapewnienia szybkiej przemiany 
fazowej zol-żel. Wyjątek stanowi agaroza, której szybkie żelowanie silnie zależy  
od temperatury jej roztworów [A5].  

Agaroza otrzymywana jest z agaru w procesie ekstrakcji agaropektyny. Jest to 
liniowy polimer składający się z naprzemiennie ułożonych podjednostek D-galaktozy i 3,6-
anhydro-L-galaktopyranozy połączonych wiązaniami glikozydowymi α-(1→3) i β-(1→4)  
[Salati i wsp., 2020]. Agaroza jest biologicznie obojętnym polimerem, niewywołującym 
efektu cytotoksycznego, ale także nieposiadającym żadnych właściwości biologicznych, 
takich jak promowanie adhezji komórek [Seow i wsp., 2019]. Z perspektywy wymagań 
stawianych materiałom stosowanym w biodruku, kluczowe kryteria obejmują jej 
drukowalność, zdolność do formowania stabilnych rusztowań oraz brak cytotoksycznego 
wpływu na komórki. Te właściwości czynią agarozę optymalnym komponentem 
strukturalnym w biodruku, umożliwiającym tworzenie trwałych, trójwymiarowych 
rusztowań komórkowych.  

Proces żelowania agarozy przebiega w trzech etapach, czyli indukcji, żelowania  
oraz osiągnięcia pseudorównowagi. W fazie pierwszej dochodzi do inicjacji formowania 
struktury helikalnej na skutek utworzonych wiązań wodorowych oraz oddziaływań 
elektrostatycznych pomiędzy cząsteczkami agarozy, które w dalszych etapach żelowania 
powodują łączenie się struktur helikalnych i tym samym tworzenie struktury żelowej. 
Ostatecznie, w stanie pseudorównowagi, sieć ta stabilizuje się, zachowując strukturę 
dzięki trwałym interakcjom molekularnym [Zarrintaj i wsp., 2018]. Jedną z unikalnych cech 
agarozy, szczególnie cenną w biodruku, jest jej zdolność do żelowania w temperaturze 
bliskiej fizjologicznej, co pozwala na tworzenie stabilnych struktur bez ryzyka uszkodzenia 
komórek. Dodatkowo, proces odwrotny, czyli topnienie, zachodzi dopiero w znacznie 
wyższej temperaturze, przekraczającej 85°C [Ghebremedhin i wsp., 2021]. Taka różnica  
w temperaturach żelowania i topnienia zapewnia materiałowi wyjątkową stabilność 
termiczną, co jest kluczowe w projektowaniu rusztowań komórkowych o wysokiej precyzji 
i trwałości. Zastosowanie tego rozwiązania pozwala wyeliminować konieczność 
stosowania dodatkowych związków sieciujących lub żelujących.  

Jednakże, aby zapewnić komórkom odpowiednie warunki do proliferacji  
i różnicowania konieczne jest zagwarantowanie im zarówno prawidłowego środowiska 
biologicznego jak i strukturalnego. Jednym z ograniczeń agarozy jest brak możliwości 
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formowania żeli przy pH 3,5 [Toyama i wps., 2011]. Przykładowo, układy oparte  
na chitozanie rozpuszczonym w kwasach organicznych, takich jak octowy, mlekowy czy 
hydroksyoctowy, znacząco ograniczają możliwość tworzenia stabilnych żeli w połączeniu 
z agarozą. W kwaśnym środowisku dochodzi bowiem do zakłócenia interakcji między 
polimerami, co uniemożliwia uzyskanie jednorodnej i trwałej struktury żelowej.  
W związku z tym, zastosowanie kwasów do rozpuszczania chitozanu stanowi barierę dla 
tworzenia kompozycji chitozanowo-agarozowych o optymalnych właściwościach 
mechanicznych i strukturalnych. Natomiast roztwór chitozanu o pH 6,8, przygotowany 
metodą saturacji dwutlenkiem węgla, tworzy z agarozą stabilne układy, które wykazują 
znaczny potencjał jako rusztowania komórkowe.  

Głównym utrudnieniem napotykanym w trakcie drukowania materiałami 
hydrożelowymi, charakteryzującymi się przejściem fazowym pod wpływem obniżenia 
temperatury, może być ich przedwczesne żelowanie, powodujące zatykanie dyszy  
i przewodów urządzenia. Problem ten jest często spotykany, gdy temperatura dyszy 
drukującej jest zbliżona do temperatury przejścia zol-żel i jednocześnie system ogrzewania 
biotuszu i utrzymania temperatury w martwej przestrzeni biodrukarki nie pozwala na 
utrzymanie odpowiednich warunków termicznych. W biodruku kluczowe jest utrzymanie 
stabilnych warunków termicznych, ponieważ nawet niewielki wzrost temperatury może 
obniżyć żywotność komórek, natomiast zbyt niska temperatura sprzyja przedwczesnemu 
żelowaniu kompozycji polimerowej, uniemożliwiając jej precyzyjne wytłoczenie.  
Wynika to z tego, że wahania temperatury, rzędu jednego stopnia wpływają  
na charakterystykę płynięcia biotuszu, co przekłada się na spadek jakości procesu 
drukowania. Problem z utrzymaniem ściśle określonej temperatury w biodrukarce i tym 
samym biotuszu, jest konsekwencją wad konstrukcyjnych biodrukarek, które wyposażone 
zostały w systemy ogrzewania, jednakże nie są one na tyle wydajne, aby zapobiec 
ewentualnym wahaniom temperatury [A5].  

Aby w pełni zrozumieć specyfikę procesu biodruku i właściwie wybrać 
odpowiednie parametry dla konkretnych układów i potrzeb, warto przyjrzeć się 
stosowanym technikom oraz ich unikalnym wymaganiom i ograniczeniom.  
Podział biodruku obejmuje zazwyczaj następujące techniki: biodruk atramentowy, 
stereolitograficzny, wspomagany laserem oraz ekstruzyjny, z czego ta ostatnia metoda, 
oparta na wyciskaniu materiału przez dyszę, jest najczęściej stosowana do hydrożeli. 
Każda z technik druku ma swoje wady i zalety oraz dedykowana jest do innych rozwiązań 
materiałowych, różniących się właściwościami reologicznymi i sposobem 
utwardzania/sieciowania [Deptuła i wsp., 2023]. Dla przykładu, głównym czynnikiem 
determinującym wybór pomiędzy drukiem atramentowym a ekstruzyjnym, jest lepkość 
biotuszu. Pierwsza metoda dedykowana jest do płynów o lepkości w zakresie 3-30 mPa·s−1 

[Li i wsp., 2020], z kolei biodruk ekstruzyjny do roztworów o lepkości do 6 × 107 mPa·s−1 

[Ramesh i wsp., 2020]. Obie powyższe metody oferują szeroki zakres możliwych  
do zastosowania sposobów utwardzania/sieciowania. Dodatkowo, ze względu na postępy 
jakie odniesiono w zakresie druku ekstruzyjnego, takie parametry jak rozdzielczość druku 
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oraz przeżywalność komórek przestały być już ich ograniczeniem [A5]. Kolejne dwie, 
bardziej zaawansowane techniki to biodruk stereolitograficzny skupiający się  
na zastosowaniu fotopolimerowych żywic z fotoinicjatorem, które ulegają utwardzeniu 
pod wpływem światła ultrafioletowego [Yang i wsp., 2020] oraz biodruk wspomagany 
laserem polegający na precyzyjnym osadzaniu żywych komórek poprzez wykorzystanie 
impulsów laserowych do przenoszenia materiału z nośnika donora na docelowe podłoże  
[Agarwal i wsp., 2023]. Pomimo wysokiej precyzji obu wspomnianych technik,  
ich zastosowanie ze względu na problem utrzymania wysokiej przeżywalności komórek 
jest utrudnione. Wymagania, które należy spełnić stosując stereolitografię  
lub biodruk wspomagany laserowo to konieczność stosowania niecytotoksycznych 
fotoinicjatorów, optymalizacja czasu naświetlania światłem UV lub lasera, które  
przy nieodpowiednich parametrach mogłyby wpływać negatywnie na komórki  
oraz konieczność stosowania dodatkowych warstw ochronnych [A5].  

Podsumowując, biodruk reprezentuje nowatorską i intensywnie rozwijającą się 
dziedzinę o znaczącym potencjale wdrożeniowym, zwłaszcza w kontekście medycyny 
regeneracyjnej oraz inżynierii tkankowej. Pomimo licznych osiągnięć, kluczowe elementy 
technologiczne wymagają dalszych usprawnień, aby umożliwić pełne wykorzystanie  
tej metody w skali przemysłowej. Rozwój technologii addytywnego wytwarzania  
i integracja polimerów naturalnych stawiają przed naukowcami wyzwania, których 
przezwyciężenie jest warunkiem koniecznym dla szerokiej adaptacji tej technologii. 
Kontynuacja prac badawczych będzie miała decydujący wpływ na przyszłość biodruku, 
prowadząc do stworzenia biomateriałów na masową skalę, co otworzy nowe możliwości 
w medycynie, czyli od modeli badawczych, przez nowe struktury tkankowe i organoidy,  
aż po całkowicie funkcjonalne narządy. 

2 TEZA, CELE I ZAKRES PRAC BADAWCZYCH 

Problem badawczy w przedstawionej rozprawie doktorskiej koncentruje się  
na opracowaniu i charakterystyce innowacyjnego układu hydrożelowego bazującego  
na polimerach naturalnych takich jak chitozan i agaroza. Wytypowane polimery mają 
stanowić bazę biotuszu, posiadającego zastosowanie w inżynierii tkankowej. Ten projekt 
badawczy wyróżnia się unikalnym połączeniem chitozanu z agarozą bez konieczności 
stosowania dodatkowych modyfikacji chemicznych polimerów oraz czynników 
sieciujących lub żelujących. Jest to nowe podejście zarówno w dziedzinie inżynierii 
tkankowej, jak i biodruku, gdyż w literaturze naukowej brakuje badań dotyczących 
hydrożeli opartych na agarozie i niemodyfikowanym chitozanie, które mogłyby stanowić 
bazę dla biotuszy komórkowych. Dzięki zastosowaniu innowacyjnej metody saturacji 
dwutlenkiem węgla możliwe jest przezwyciężenie tego ograniczenia i tym samym 
uzyskanie stabilnego hydrożelu chitozanowo-agarozowego, który żeluje pod wpływem 
zmiany temperatury. Innowacyjny charakter prowadzonych badań podkreśla dodatkowo 
fakt, że oprócz opracowywania bazy biotuszu, prace ukierunkowane zostały również  
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na dostosowaniu specyfikacji technicznych drukarki 3D, aby uzyskać pełną 
kompatybilność z nowym materiałem. 

Potwierdzeniem innowacyjności i potencjału aplikacyjnego badań realizowanych  
w ramach pracy doktorskiej jest zgłoszenie do ochrony patentowej rozwiązania 
dotyczącego składu, zastosowania oraz sposobu wytwarzania kompozycji chitozanowo-
agarozowej jako głównego składnika uniwersalnego biotuszu (P.443403 i EP.23460040). 
Zgłoszenie patentowe nie tylko chroni nowatorskie podejście do produkcji bazy 
biotuszowej, ale również podkreśla potencjał komercyjny i naukowy wynikający  
z możliwości jego zastosowania zarówno w medycynie i jak i w pracach badawczych.  

Celem naukowym niniejszej pracy był dobór polimerów stanowiących bazę 
biotuszu oraz opracowanie metodologii ich utwardzania podczas wytwarzania 
addytywnego. Ponadto, prace badawcze zostały ukierunkowane na określenie 
podstawowych właściwości fizykochemicznych i biologicznych wytypowanych polimerów 
oraz ich kompozycji, a także parametrów reologicznych kluczowych dla potwierdzenia 
drukowalności układu oraz jego bezpieczeństwa biologicznego. 

Celem aplikacyjnym o potencjale wdrożeniowym było wytworzenie rusztowania 
komórkowego możliwego do zastosowania w inżynierii tkankowej, które zapewni 
komórkom odpowiednie warunki do proliferacji i różnicowania. 

Oczekiwanym efektem końcowym przeprowadzonych prac badawczych  
było stworzenie innowacyjnego biotuszu z wykorzystaniem polimerów pochodzenia 
naturalnego i prostej metody utwardzania roztworu hydrożelowego opartej na przejściu  
zol-żel pod wpływem temperatury, bliskiej tej fizjologicznej. Jednym z założeń projektu  
było zastosowanie polimerów bez konieczności ich modyfikacji chemicznej oraz 
stosowania dodatku czynników sprzęgających. Uzyskane wyniki miały nie tylko 
potwierdzić potencjał aplikacyjny kompozycji chitozanowo-agarozowej, ale również 
możliwość jej dalszej optymalizacji, zwłaszcza w kontekście ukierunkowywania proliferacji 
i różnicowania komórek w funkcjonalne i różne tkanki poprzez dodanie czynników wzrostu 
i bioaktywnych peptydów.  

Przedstawiony projekt badawczy wpisuje się w nowoczesne standardy inżynierii 
tkankowej proponując nie tylko rozwiązanie istotnego problemu medycznego, ale również 
otwierając nowe perspektywy dla przyszłych badań naukowych i zastosowań w medycynie 
regeneracyjnej oraz w badaniach farmaceutycznych i biologicznych.  
Potwierdzenie aplikacyjnego potencjału prowadzonych badań oraz dalsze prace 
prowadzone nad optymalizacją opracowanego układu chitozanowo-agarozowego mogą 
przynieść pozytywne efekty dla rozwoju nauki, umacniając rolę biodruku jako kluczowej 
technologii inżynierii tkankowej. 
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Zakres prac przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej:  
• Przegląd literatury i wytypowanie polimerów stanowiących podstawę 

opracowywanej bazy biotuszu jak również określenie stosowanej metody 
sieciowania [A5]. 

• Opracowanie metody usuwania endotoksyn z chitozanu w przypadku zagrożenia  
ich zbyt wysokiego stężenia w surowcu [A1]. 

• Ocena właściwości fizykochemicznych i biologicznych chitozanu [A2]. 
• Ocena możliwości zastosowania chitozanu w układzie z agarozą jako środka 

żelującego oraz określenie wpływu dodatku agarozy na właściwości 
fizykochemiczne i biologiczne chitozanu oraz układu chitozan-agaroza [A3]. 

• Ocena możliwości zastosowania kompozycji chitozanowo-agarozowej w biodruku  
oraz jej aktywności biologicznej, obejmującej biozgodność, wpływ na proliferację  
i migrację komórek in vivo oraz regenerację tkanek in vitro [A4]. 

Zakres prac przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej został 
schematycznie przedstawiony na Rysunku 4. Podzielono go na cztery główne bloki 
badawcze. Realizacja zadań w ramach bloków drugiego i trzeciego odbywała się 
równolegle, co wynikało z konieczności zapewnienia, że opracowany biotusz łączy w sobie 
optymalne właściwości fizykochemiczne oraz biologiczne. 

 

 

Rysunek 4. Zarys struktury podziału prac badawczych w ramach rozprawy doktorskiej,  
z uwzględnieniem kluczowych etapów badawczych  
[opracowano za pomocą narzędzia Biorender.com]  
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3 REZULTATY BADAŃ  

3.1 [A1] Innowacyjna metoda usuwania endotoksyn z hydrożelu 
chitozanowego jako potencjalnego składnika biotuszu otrzymywanego 
przez nasycenie dwutlenkiem węgla. 

Nadrzędnym wymogiem stawianym surowcom wykorzystywanym w inżynierii 
tkankowej jest zapewnienie bezpieczeństwa biologicznego materiału.  
Zastosowanie surowców w sektorze medycznym wymaga bowiem spełnienia 
rygorystycznych międzynarodowych i krajowych regulacji farmaceutycznych  
[Sikora i wsp., 2021]. W literaturze naukowej często podkreśla się prostotę i dostępność 
surowców odpadowych, co może sugerować ich łatwe wdrożenie w praktyce 
przemysłowej. Jest to jednak nadmierne uproszczenie, pomijające złożone wymagania 
regulacyjne dotyczące bezpieczeństwa i jakości wyrobów medycznych.  
Surowce pochodzenia zwierzęcego, w tym morskiego, nie mogą być traktowane jako 
odpady w kontekście produkcji biomateriałów medycznych. Zgodnie z Rozporządzeniem 
(WE) nr 1069/2009 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 21 października 2009 r.,  
w wersji skonsolidowanej z dnia 14 grudnia 2019 r., produkty uboczne pochodzenia 
zwierzęcego są klasyfikowane w trzech kategoriach pod względem ryzyka dla zdrowia 
ludzi i zwierząt. W związku z tym, w kontekście medycznym kluczowe jest ich prawidłowe 
zakwalifikowanie. Tylko materiały należące do kategorii trzeciej mogą być używane  
w produkcji wyrobów medycznych, farmaceutycznych i kosmetycznych, pod warunkiem 
eliminacji ryzyka sanitarnego poprzez odpowiednie ich przetworzenie.  
Natomiast materiały kategorii pierwszej, stanowiące najwyższe ryzyko, są wykluczone  
z takiego zastosowania. Haładyj (2019) podkreśla, że istotne jest rozróżnienie pojęć 
odpadu i półproduktu. Otóż, odpady to substancje lub przedmioty, których posiadacz 
pozbywa się lub jest zobowiązany się pozbyć, zgodnie z Dyrektywą 2008/98/WE 
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 19 listopada 2008 r., której aktualna wersja 
skonsolidowana obowiązuje od 18 lutego 2024 r. Z kolei półprodukty to materiały,  
które po przetworzeniu mogą być użyte w dalszej produkcji, np. wyrobów medycznych.  
W związku z powyższym surowce pochodzenia zwierzęcego stosowane w medycynie 
powinny być traktowane jako półprodukty, które ponadto, muszą spełniać rygorystyczne 
wymagania dotyczące ich odpowiedniego przetworzenia i oczyszczenia. Procesy te muszą 
skutecznie eliminować potencjalne zagrożenia biologiczne, w tym wirusy, bakterie  
i priony, co wymaga zaawansowanych technologii i dokładnej walidacji.  
Właśnie dlatego Rozporządzenie Komisji (UE) nr 722/2012 z dnia 8 sierpnia 2012 r. 
nakłada dodatkowe wymogi dla wyrobów medycznych wykorzystujących tkanki 
pochodzenia zwierzęcego, podkreślając konieczność minimalizacji ryzyka przeniesienia 
patogenów. Ponadto, nie tylko wyroby medyczne, ale i surowce oraz materiały do nich 
użyte muszą być kontrolowane zgodnie z aktualnymi normami, takimi jak ISO 10993 
dotyczącą oceny biologicznej wyrobów medycznych. Normy te obejmują  
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m.in. ocenę biokompatybilności, toksyczności i ich pirogenności. Przeprowadzenie takich 
testów gwarantuje, że surowce spełniają rygorystyczne standardy bezpieczeństwa 
wymagane w medycynie. Ponadto, wyroby medyczne oraz materiały i surowce 
wykorzystywane do ich produkcji podlegają szeregowi innych, szczegółowych regulacji, 
mających na celu zapewnienie bezpieczeństwa pacjentów oraz spełnienie 
rygorystycznych norm rynkowych. Jednym z kluczowych dokumentów  
jest Rozporządzenie w sprawie wyrobów medycznych (UE) 2017/745 MDR (Medical 
Devices Regulation), które obowiązuje od maja 2021 roku i nakłada na producentów 
obowiązek spełnienia zaostrzonych wymogów dotyczących ich jakości i bezpieczeństwa. 
W szczególności MDR wymaga, aby materiały stosowane w produkcji, w tym pochodzenia 
zwierzęcego, były poddawane dokładnej analizie ryzyka oraz szczegółowej ocenie 
biokompatybilności, co komplikuje proces wprowadzania tych surowców  
do biomateriałów. Wymóg pełnej identyfikowalności wyrobów i ich składników obejmuje 
również surowce pochodzenia zwierzęcego, dla których MDR wymaga najwyższej jakości 
i potwierdzonego bezpieczeństwa. Kompleksowe podejście do spełnienia wymogów jest 
zatem kluczowe, szczególnie w przypadku biomateriałów, gdzie aspekty technologiczne  
i regulacyjne muszą być w pełni zharmonizowane, aby umożliwić wdrożenie takich 
surowców na poziomie przemysłowym.  

Jedną z kluczowych kwestii standardów medycznych jest konieczność zapewnienia 
w surowcu odpowiednio niskiego stężenia endotoksyn, określanego często w specyfikacji 
produktu jako „wolne od endotoksyn”. Chitozan na tle większości polimerów cechuje się 
unikalną właściwością jaką jest występowanie w formie polikationu. Wykazuje więc 
tendencję do interakcji z ujemnie naładowanymi grupami fosforanowymi  
w lipopolisacharydach, czyli endotoksynach [Lieder i wsp., 2013], które mogą 
przedostawać się do roztworu również podczas jego przygotowywania między innymi  
z wody lub ze środowiska. Lipopolisacharydy znajdują się w zewnętrznej membranie 
komórkowej bakterii Gram-ujemnych, stanowiąc jej integralną część. W związku z tym,  
że endotoksyny są cząsteczkami termostabilnymi są trudne do usunięcia. Co więcej,  
w przypadku ich nadmiernego stężenia w krwiobiegu powodują ciężkie zakażenia 
bakteriami Gram-ujemnymi, posocznicę, a nawet wstrząs septyczny. Śmiertelność 
pacjentów z zakażeniami endotoksynami waha się w granicach 20-50% [Heine i wsp., 
2001]. Zgodnie ze standardami medycznymi w zależności od zastosowania produktu 
dopuszczalne są dwa różne limity ich występowania w produkcie medycznym, czyli  
5,0 EU/kg masy ciała człowieka dla wszystkich wyrobów medycznych i farmaceutycznych 
z wyjątkiem tych podawanych dootrzewnowo, dla których limit wynosi odpowiednio  
0,2 EU/kg masy ciała [Dawson, 2017]. Jednostka biologicznej aktywności endotoksyn (EU), 
odnosi się do określonej masy standardowej endotoksyny, która w zależności od jej źródła 
może się różnić. Przykładowo, Amerykańska Agencja ds. Żywności i Leków zdefiniowała tę 
jednostkę jako aktywność biologiczna 0,2 ng referencyjnego standardu endotoksyny  
EC-2, co odpowiada 5 EU/ng. Z kolei obecny przelicznik dla standardu EC-6 wynosi około 
10 EU/ng. [Kimble i wsp., 2023] W związku z powyższym, za kryterium akceptacji 
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pozwalające ocenić możliwości zastosowania chitozanu w inżynierii tkankowej 
postawiono za cel opracowanie alternatywnej metody otrzymywania roztworu tego 
polimeru z dodatkowym etapem usuwania obecnych w surowcach użytych do jego 
przygotowania zanieczyszczeń, w tym endotoksyn. Dodatkowym celem 
przeprowadzonych badań było zbadanie, czy chitozany o różnych masach cząsteczkowych 
wykazują zróżnicowane powinowactwo do endotoksyn i jaka jest wydajność ich usuwania 
w zależności od zmienności tego parametru.  

Na podstawie dostępnych surowców chitozanowych wytypowano te, dla których 
zawartość endotoksyn w 1% roztworach chitozanu o niskiej (LMW), średniej (MMW)  
i wysokiej (HMW) masie cząsteczkowej rozpuszczonych w 0,1M kwasie hydroksyoctowym 
była największa. Dodatkowo na podstawie przeglądu literaturowego zdefiniowano 
kluczowe etapy pozwalające na redukcję stężenia endotoksyn. Przykładowo Lebre i wsp. 
(2019) uzyskali wolne od endotoksyn cząsteczki chitozanu stosując kilkuetapowe 
oczyszczanie surowca. W pierwszej kolejności, endotoksyny usuwano stosując  
1M roztwór KOH. Następnie chitozan rozpuszczono w 1% roztworze kwasu octowego. 
Oczyszczony surowiec strącono roztworem NaOH i poddano liofilizacji. Po każdym etapie 
przemywania roztworem zasady, chitozan przemywano kilkukrotnie wodą wolną  
od pirogenów. W innym badaniu wykazano, że zastosowanie do ekstrakcji endotoksyn 
chloroformu pozwala na usunięcie z roztworów niekowalencyjnie związanych lipidów, 
m.in. lipidu A, który jest składnikiem lipopolisacharydów i który stanowi toksyczny 
element endotoksyn [Morrison i Leive, 1975]. Na tej podstawie, opracowano  
dwie procedury redukcji stężenia endotoksyn, stanowiące zarazem modyfikację metody 
otrzymywania roztworów chitozanu z wykorzystaniem saturacji dwutlenkiem węgla 
[Gorczyca i wsp., 2014] i sprawdzono ich efektywność. Każda z metod zawierała te same 
etapy oczyszczania, jednakże ich kolejność różniła się. W pierwszym wariancie (Rys. 5A) 
chitozan rozpuszczony w 0,1M kwasie hydroksyoctowym, został przemyty chloroformem 
przed etapem jego strącenia w 0,5M wodorotlenku sodu. W wariancie drugim (Rys. 5B), 
chloroform został użyty po etapie strącenia chitozanu. Wszystkie osady,  
zostały wielokrotnie przemyte wodą destylowaną wolną od endotoksyn, zawieszone  
w niej, zhomogenizowane, a następnie wysterylizowane w autoklawie w temperaturze 
121°C w czasie 20 min. Kolejnym krokiem była saturacja zawiesiny dwutlenkiem węgla,  
w celu rozpuszczenia chitozanu.  
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Rysunek 5. Schemat oczyszczania hydrożelu chitozanu  
przy użyciu metod A) M1 i B) M2  

[opracowano z wykorzystaniem Biorender.com] 

W celu zbadania wpływu zastosowanych metod oczyszczania roztworów 
chitozanu i określenia w nich stężenia endotoksyn, do badań użyto test PyroGene rFC 
Enzymatic Cascade. Istotne jest, że w przeciwieństwie do standardowego i powszechnie 
stosowanego testu LAL, test rekombinowanego czynnika C (rFC) jest bardziej czuły, 
powtarzalny i swoisty w oznaczaniu endotoksyn [Reich i Deutschmann, 2020].  

Analiza wyników uzyskanych przy użyciu powyżej opisanego testu rFC wykazała, że 
zawartość endotoksyn zmniejszyła się o 87,9 do 97,6%, względem wartości początkowej 
mieszczącej się w zakresie od 18,1 do 25,2 EU/mL (Rys. 6A). Wzrost wydajności usuwania 
endotoksyn zaobserwowano wraz ze wzrostem masy cząsteczkowej chitozanu.  
Co więcej metoda, w której zanieczyszczenia były ekstrahowane z roztworu chitozanu była 
o 6-7% bardziej skuteczna, w porównaniu z metodą ekstrakcji zanieczyszczeń z osadu 
chitozanu po jego strąceniu. Obserwacja ta wynikała ze zwiększonej powierzchni wymiany 
masy, gdy ekstrakcja odbywała się na granicy faz ciecz-ciecz. Metodą dodatku wzorca 
potwierdzono także większe powinowactwo endotoksyn do chitozanu LMW, które malało 
ze wzrostem masy cząsteczkowej tego polimeru.  
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Rysunek 6. Porównanie A) zawartości endotoksyn w hydrożelach chitozanowych (CS)  
o różnych masach cząsteczkowych: niskiej (LMW), średniej (MMW) i wysokiej (HMW), 

oraz w standardowych roztworach endotoksyn (STANDARD) po kontakcie z CS o różnych 
masach cząsteczkowych, B) mas cząsteczkowych chitozanu, oraz C) lepkości hydrożeli 

chitozanowych przed i po oczyszczeniu metodą M1 lub M2. Wyniki przedstawiono jako 
średnią ± odchylenie standardowe (SD) na podstawie trzech powtórzeń (n = 3, p < 0,05). 

Wartości na wykresach B i C porównano względem prób kontrolnych (przed 
oczyszczeniem). Oznaczenia poziomów istotności statystycznej są następujące:  

ns (nieistotne statystycznie) p > 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01. 
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Opracowaną metodę oczyszczania chitozanu oceniono także pod kątem wpływu 
na parametry fizykochemiczne takie jak masa cząsteczkowa (Rys. 6B) i lepkość (Rys. 6C) 
chitozanu. Lepkość dynamiczną roztworów chitozanu o stężeniu 1% zmierzono za pomocą 
wiskozymetru Brookfield Digital Model DVIII Ultra z termostatowaną komorą pomiarową. 
Pomiary wykonano przy użyciu wrzeciona SC4-27 i SC4-25 w temperaturze 25°C  
i naprężeniu ścinającym 22,0 1/s. Średnią masę cząsteczkową oznaczono według metodyki 
zaproponowanej przez Yacob i wsp. (2013) z wykorzystaniem wiskozymetru kapilarnego 
Ubbelohde typ 531/10. Wykazano, że metoda ekstrakcji chloroformem endotoksyn  
z roztworu chitozanu nie tylko zwiększa efektywność usuwania tych zanieczyszczeń, ale 
również powoduje najmniejsze zmiany w lepkości roztworu chitozanu,  
zaledwie o 3,6-4,7%. Z kolei druga z metod oczyszczania, choć nie powodowała istotnych 
zmian w masie cząsteczkowej, to przyczyniała się do zmiany lepkości roztworów nawet  
o 29%. Tak znacząca zmiana w lepkości roztworu chitozanu, w przypadku przemywania 
jego osadu chloroformem, wynika najprawdopodobniej z dużych strat chitozanu na tym 
etapie, spowodowanych naruszeniem strąconego osadu. 

W celu określenia bezpieczeństwa biologicznego zaproponowanej metody 
usuwania endotoksyn przeprowadzono test MTT z wykorzystaniem linii L929 zgodnie  
z normą ISO 10993-5:2009(E). Test ten przeprowadzono dla 1% roztworów chitozanu 
MMW otrzymanych metodą rozpuszczenia w kwasie hydroksyoctowym, metodą saturacji 
dwutlenkiem węgla z i bez uwzględnia w procedurze etapu przemywania chloroformem. 
Wykazano, że ekstrakty hydrożelu chitozanu rozpuszczonego w kwasie hydroksyoctowym 
znacząco zahamowały wzrost komórek już przy najniższym jego rozcieńczeniu, tj. 1:1, czyli 
0,5% m/v chitozanu (około 20% przeżywalności w porównaniu do kontroli).  
Porównując ekstrakty z hydrożelu chitozanu nasyconego dwutlenkiem węgla przed i po 
etapie oczyszczania, zauważono znaczące różnice. Stwierdzono, że ekstrakt  
z oczyszczonego hydrożelu chitozanowego przy rozcieńczeniu 1:1 (0,5% m/v) spowodował 
redukcję przeżywalności komórek L929 o około 50% w stosunku do kontroli.  
W przypadku pozostałych rozcieńczeń, tj. 1:3 i 1:6 (0,33–0,17% m/v chitozanu), żaden  
z roztworów nie był cytotoksyczny, utrzymując przeżywalność komórek L929 na poziomie 
ponad 70%. Z kolei ekstrakty z hydrożelu chitozanu rozpuszczonego metodą saturacji 
dwutlenkiem węgla, nie poddane dodatkowemu etapowi oczyszczania chloroformem,  
nie wykazywały cytotoksyczności względem tej linii komórkowej przy żadnym  
z zastosowanych rozcieńczeń, od 1:1 do 1:6 (0,5-0,17% m/v chitozanu). 

W celu potwierdzenia potencjału opracowanej metody usuwania endotoksyn 
wykonano dodatkowo zdjęcia mikroskopowe (Rys. 7) na podstawie których 
wywnioskowano, że zwiększenie ilości usuwanego chloroformu na etapie ekstrakcji, 
wydłużenie czasu nasycania dwutlenkiem węgla albo ilość wody płuczącej osad, może 
przyczynić się do lepszego usunięcia pozostałości chloroformu, który może być główną 
przyczyną obniżenia żywotności komórek. Morfologia komórek po 24-godzinnym 
kontakcie z badanym materiałem przy rozcieńczeniu 1:3 (0,33 % m/v chitozanu) 
potwierdziła, że pomimo przeżywalności fibroblastów powyżej 70% w obecności ekstraktu 
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z roztworu chitozanu w kwasie hydroksyoctowym, komórki uległy skurczeniu i utraciły 
swoją charakterystyczną morfologię. W przypadku pozostałych metod, obejmujących 
chitozan rozpuszczony metodą saturacji dwutlenkiem węgla bez dodatkowego etapu 
oczyszczania oraz z uwzględnieniem etapu oczyszczania metodą M1, komórki L929 
zachowały typowy dla fibroblastów kształt.  

 

 
 

Rysunek 7. Reprezentatywne obrazy (n = 4) morfologii komórek L929 
traktowanych ekstraktami 1:3 rozpuszczonymi w pożywce komórkowej: chitozanu po 

oczyszczeniu pierwszą metodą (M1), chitozanu rozpuszczonego metodą saturacji 
dwutlenkiem węgla (CO2) i chitozanu rozpuszczonego w kwasie hydroksyoctowym (HA) 

przed oczyszczeniem. Skala wynosi 100 µm. 
 
Podsumowując, obniżona przeżywalność komórek po kontakcie z materiałem 

oczyszczonym metodą przemywania roztworu chitozanu chloroformem wynika  
z niedostatecznego usunięcia jego pozostałości, co może być skorygowane podczas 
jednego z trzech etapów przygotowywania roztworu chitozanu tj. ekstrakcji i usunięcia 
fazy nieorganicznej, etapu przemywania osadu wodą wolną od endotoksyn oraz podczas 
saturacji dwutlenkiem węgla. Dużą zaletą jest fakt, że opracowana metoda nie powoduje 
istotnych zmian we właściwościach fizykochemicznych chitozanu oraz nie powoduje 
zmian w morfologii komórek po ich 24-godzinnym kontakcie z ekstraktem przygotowanym 
z tego materiału przy rozcieńczeniu 1:3 (0,33% m/v chitozanu). Przedstawione wyniki 
badań dotyczą chitozanów, dla których ilość zawartych w nich endotoksyn na etapie 
wytypowania surowców była największa i tym samym możliwe było wykazanie 
skuteczności opracowanych metod ich usuwania. W związku z tym, że na rynku dostępne 
są surowce przygotowane zgodnie ze standardami pozwalającymi na zastosowanie 
chitozanu w inżynierii tkankowej i które zostały użyte w dalszych badaniach, niniejsza 
metoda stanowi jedynie alternatywę dla surowców nie spełniających standardy medyczne 
z punktu widzenia zanieczyszczenia endotoksynami. Ma to szczególne znaczenia  
w przypadku surowców pochodzenia naturalnego, dla których zmienność jest ich 
standardową cechą. 
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3.2 [A2] Wpływ masy cząsteczkowej i stopnia deacetylacji kserożeli 
chitozanowych na ich aktywność przeciwdrobnoustrojową  
i cytotoksyczność. Porównanie materiałów chitozanowych otrzymanych 
przy użyciu kwasu mlekowego i nasycania CO2. 

Kluczową kwestią przed rozpoczęciem badań jest określenie podstawowych 
parametrów używanych surowców, które będą wpływać na właściwości biologiczne  
jak i fizykochemiczne opracowywanych materiałów. W przypadku kompozycji 
chitozanowo-agarozowej, to właśnie chitozan, a dokładniej jego parametry takie jak masa 
cząsteczkowa i stopień deacetylacji (DD), mogą wpływać na biokompatybilność układu, 
jego właściwości przeciwdrobnoustrojowe, cytotoksyczność, a także na właściwości 
reologiczne, które będą z kolei decydować o drukowalności biotuszu. W związku z tym,  
że w specyfikacji dostarczonej przez producenta, są zawarte ogólne informacje na temat 
masy cząsteczkowej chitozanu jak i jego DD, w pierwszej kolejności dokonano jego 
szczegółowej charakterystyki. Stosując metodę miareczkowania potencjometrycznego 
wyznaczono DD chitozanów, czyli procentowy udział wolnych grup aminowych  
w odniesieniu do sumy obecnych w łańcuchu polimerowym grup aminowych wolnych  
i zdeacetylowanych. Zgodnie ze specyfikacją chemiczną, DD chitozanów LMW, MMW  
i HMW były ≥75% i wynosiły odpowiednio około 75,7 ± 5,7%, 81,7 ± 4,8%  
i 78,8 ± 1,5 % nie różniąc się w sposób statystycznie istotny. Z kolei dla chitozanów HMW 
otrzymywanych z pancerzy krewetek i krabów DD wynosiły 66,2 ± 3,1% i 83,2 ± 4,6%. 
Średnie masy cząsteczkowe chitozanów oznaczono metodą pośrednią na podstawie 
pomiarów lepkości dynamicznej, wykorzystując wiskozymetr Brookfield Digital Model 
DVIII Ultra z termostatowaną łaźnią. Wiskozymetr skalibrowano przy użyciu wzorcowych 
olejów mineralnych o lepkościach 10 mPas, 100 mPas i 12500 mPas dla wrzecion SC4-18, 
SC4-27 i SC4-25, dostosowanych do zakresu lepkości mierzonych roztworów.  
Lepkość zmierzono dla 1% roztworów chitozanu w 1% roztworze kwasu octowego  
w temperaturze 25°C, stosując odpowiednie wrzeciono. Na podstawie zależności między 
lepkością a masą cząsteczkową wyznaczono parametry chitozanów o nieznanych 
wartościach masy cząsteczkowej, które wyniosły odpowiednio 89, 280, 592 kDa dla LMW, 
MMW i HMW oraz 545 i 4000 kDa dla chitozanów HMW pozyskanych odpowiednio  
z pancerzy krewetek oraz krabów.  

W dalszym kroku, określono aktywność przeciwdrobnoustrojową pięciu 
testowanych chitozanów oraz ich cytotoksyczność względem linii komórkowej L929. 
Bezpieczeństwo biologiczne jest kluczowym kryterium pozwalającym na zastosowanie 
danego surowca w inżynierii tkankowej. Z kolei wykazanie dodatkowej właściwości jaką 
jest aktywność przeciwdrobnoustrojowa, stanowi wartość dodaną, która pozwala  
na samozabezpieczenie materiału przed namnażaniem niepożądanej mikroflory.  
W związku z tym, że w literaturze dostępnych jest wiele informacji oraz badań 
potwierdzających wpływ masy cząsteczkowej i DD chitozanu na jego właściwości 
przeciwdrobnoustrojowe [Chandrasekaran i wsp., 2020; Hosseinnejad i Jafari, 2016], 
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postawiono za cel sprawdzenie jak powyżej określone parametry będą wpływać  
na właściwości biologiczne materiałów chitozanowych otrzymanych zastosowaną  
w niniejszej rozprawie doktorskiej metodą jego rozpuszczenia w kwasie węglowym. 
Ponadto, właściwości biologiczne roztworów chitozanu otrzymanych powyższą metodą 
porównano z działaniem chitozanów rozpuszczonych w 0,1M kwasie mlekowym. 
Aktywność przeciwdrobnoustrojową oznaczono zmodyfikowaną metodą ilościową ASTM 
E2149 wobec bakterii z grupy Gram-dodatnich Staphylococcus aureus i Gram-ujemnych 
Escherichia coli. W tym celu kserożelowe próby chitozanów inkubowano przez 24-godziny 
z odpowiednio wcześniej przygotowanym inokulum, a następnie po wyekstrahowaniu 
komórek bakterii do roztworu PBS wykonano seryjne rozcieńczenia i posiewy metodą 
zalewową. Przeprowadzone doświadczenie wykazało, że metoda przygotowania roztworu 
chitozanu w sposób istotny wpływa na jego aktywność przeciwdrobnoustrojową (Rys. 8). 
Wszystkie próby chitozanu otrzymane poprzez jego rozpuszczenie w 0,1M kwasie 
mlekowym charakteryzowały się wysoką aktywnością przeciwdrobnoustrojową,  
nie różniąc się w sposób statystycznie istotny pomiędzy poszczególnymi masami 
cząsteczkowymi i DD. Co więcej, wykazano silny efekt bakteriobójczy, o którym świadczy 
redukcja komórek bakteryjnych wynosząca ponad 5 rzędów w skali logarytmicznej.  
Tak wysoka aktywność jest wynikiem obecności pozostałości kwasu mlekowego  
w materiałach po ich liofilizacji, który niezbędny jest do rozpuszczenia chitozanu  
w klasycznych i dobrze poznanych metodach jego przetwarzania. Sprawdzając kolejno pH 
zawiesin kserożeli chitozanowych wykazano, że wynosi ono około 3,5, potwierdzając tym 
samym obecność kwasu w materiałach, który przyczynił się do degradacji błon 
komórkowych i wycieku składników wewnątrzkomórkowych na zewnątrz komórki. 
Zróżnicowaną aktywność przeciwdrobnoustrojową wykazano z kolei dla chitozanów 
otrzymanych metodą saturacji dwutlenkiem węgla. Dla prób chitozanu MMW i HMW  
o DD 83%, otrzymanych z wykorzystaniem metody saturacji dwutlenkiem węgla, redukcja 
liczby bakterii E. coli wyniosła około 1 rzędu logarytmicznego. W przypadku pozostałych 
prób aktywność ta była porównywalna z uzyskaną dla chitozanu rozpuszczonego w kwasie 
mlekowym. Redukcja liczby kolonii bakterii S. aureus przez materiały chitozanowe, 
uzyskane techniką saturacji dwutlenkiem węgla, była znacznie niższa niż dla materiałów  
z pozostałością kwasu mlekowego; np. 4,5 i 3 rzędy logarytmiczne redukcji stwierdzono 
dla chitozanu LMW i HMW o DD 66. 
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Rysunek 8. Aktywność przeciwdrobnoustrojowa wobec Escherichia coli  

i Staphylococcus aureus dla chitozanów o różnej masie cząsteczkowej: niskiej (LMW), 
średniej (MMW) i wysokiej (HMW) oraz chitozanów HMW o różnym stopniu deacetylacji 

66, 79 i 83 rozpuszczonych w kwasie mlekowym (LA) oraz chitozanów rozpuszczonych 
metodą saturacji dwutlenkiem węgla (CS CO2). Wyniki przedstawiono jako średnią  

± odchylenie standardowe (SD) na podstawie trzech powtórzeń (n = 3, p<0,05).  
Istotność statystyczną różnic między poszczególnymi grupami oznaczono odpowiednio 

jako: ns (nieistotne statystycznie) p > 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 
 

Brak ścisłego związku pomiędzy masą cząsteczkową i DD a aktywnością 
przeciwdrobnoustrojową wynika nie tylko z różnic w budowie ścian bakterii  
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, ale także z różnych mechanizmów, opisywanych  
w literaturze dla chitozanów różniących się wspomnianymi powyżej parametrami. 
Chitozany o LMW, w przypadku bakterii Gram-ujemnych, zdolne są przenikać przez ich 
ścianę komórkową, a chitozany o większej masie cząsteczkowej wykazują tendencję  
do tworzenia błony polimerowej na powierzchni komórek [Feng i wsp., 2021; Zheng i Zhu, 
2003]. W przypadku DD, wraz z jego wzrostem, przy jednoczesnym spadku pH, poprawiają 
się właściwości przeciwdrobnoustrojowe. Jeśli pH roztworu chitozanu jest poniżej jego 
pKa, czyli 6,3, to sprotonowane grupy aminowe oddziałują z ujemnie naładowanymi 
błonami komórek bakteryjnych powodując ich destabilizację i śmierć  
[Helander i wsp., 2001]. W przypadku chitozanu otrzymanego z wykorzystaniem metody 
nasycania dwutlenkiem węgla, dodatni ładunek na jego grupach jest znikomy, przez co 
interakcje elektrostatyczne pomiędzy polimerem a błoną są znacznie słabsze. 
Prawdopodobny mechanizm aktywności przeciwdrobnoustrojowej chitozanów 
przetwarzanych z wykorzystaniem metody saturacji dwutlenkiem węgla, może być 
rezultatem zdolności do chelatowania jonów metali zlokalizowanych na powierzchni 
komórki. Mechanizm ten jest dodatkowo intensyfikowany, przy pH 6,5. Na tym etapie 
następuje deprotonowanie grup aminowych, poprzez oddawanie wolnej pary 
elektronowej zlokalizowanej na atomie azotu [Goy i wsp., 2006]. 
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Przeprowadzając dalsze badania nad wpływem MW i DD chitozanów  
na cytotoksyczność względem komórek L929 wykazano, że ekstrakty roztworów 
chitozanu otrzymanych metodą ich rozpuszczania w 0,1M kwasie mlekowym,  
przy rozcieńczeniu 1:1 (0,5% m/v chitozanu) wykazują silny efekt cytotoksyczny.  
Również morfologia komórek po 24-godzinnym kontakcie była nieprawidłowa, a ich liczba 
znacznie mniejsza w odniesieniu do kontroli, co wskazuje na zahamowanie ich proliferacji. 
W przypadku prób chitozanów otrzymanych metodą saturacji dwutlenkiem węgla przy 
rozcieńczeniu 1:1 (0,5% m/v chitozanu) również stwierdzono obniżoną przeżywalność 
komórek L929. Są to wyniki sprzeczne z danymi uzyskanymi podczas opracowywania 
metody redukcji stężenia endotoksyn z roztworów chitozanu. W tym badaniu wykazano, 
że przeżywalność komórek w obecności ekstraktów z roztworu chitozanu rozpuszczonego 
w kwasie węglowym przy rozcieńczeniu 1:1, co odpowiada 0,5% m/v chitozanu, wynosi 
powyżej 80% [A2]. Analizując dokładnie powyższe wyniki oraz etapy otrzymywania 
chitozanu metodą saturacji dwutlenkiem węgla jedynym powodem, który mógł mieć 
wpływ na wywołanie efektu cytotoksycznego była pozostałość soli sodowej kwasu 
hydroksyoctowego. Po etapie rozpuszczenia chitozanu w kwasie, polimer zostaje strącony 
wodorotlenkiem sodu, a następnie przemywany. Podczas usuwania endotoksyn 
zwiększono ilość wody płuczącej, celem wypłukania jak największej ilości chloroformu, 
stanowiącego potencjalne zanieczyszczenie. W związku z tym, że w zależności od masy 
cząsteczkowej, struktura osadu różni się, możliwe jest, że również w przypadku LMW  
i HMW istnieje konieczność zwiększenia ilości wody płuczącej, celem wypłukania 
uwięzionych zanieczyszczeń w formie resztek soli kwasu hydroksyoctowego.  
W związku z powyższym przeprowadzono ponowną analizę wpływu masy cząsteczkowej  
i DD na aktywność przeciwdrobnoustrojową chitozanu otrzymanego metodą saturacji 
dwutlenkiem węgla, w kolejnej publikacji stanowiącej część cyklu publikacyjnego [A3]. 

Podsumowując, nie stwierdzono ścisłego związku między aktywnością 
przeciwdrobnoustrojową chitozanu, a ich DD. Tylko w przypadku bakterii Gram-ujemnych 
zaobserwowano malejący trend aktywności przeciwdrobnoustrojowej wraz ze wzrostem 
DD. Interesujący przykład stanowi próba HMW o DD 66, która wykazuje dwa różne efekty 
tj. bakteriobójczy wobec E. coli i bakteriostatyczny wobec S. aureus. Wyniki te dowodzą, 
że stopień oczyszczenia chitozanu z pozostałości soli powstałych podczas jego strącania  
w procedurze ma ogromne znaczenie. Przeprowadzone badania dowodzą, że konieczne 
jest zastosowanie nieznacznej modyfikacji opracowywanej metody otrzymywania 
roztworów chitozanu poprzez ich rozpuszczenie w kwasie węglowym, polegającej  
na zwiększeniu ilości wody płuczącej osadu polimeru, tak aby móc uzyskać materiały  
o wysokim stopniu bezpieczeństwa biologicznego. 
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3.3 [A3] Potencjał nowej, termoczułej kompozycji 
przeciwdrobnoustrojowej na bazie agarozy i chitozanu nasyconego CO2 
dla technologii biodruku. 

Jednym z pierwszych, ale i zarazem głównych wyzwań podczas prac badawczych 
nad biodrukiem jest wytypowanie surowców stanowiących bazę biotuszu. Ich właściwości 
fizykochemiczne oraz biologiczne to główne czynniki warunkujące ich właściwości 
użytkowe, m. in charakterystykę płynięcia, czyli drukowalność, a w konsekwencji teksturę 
wydruków, czy też czas ich biodegradacji. Co więcej, dobór surowców będzie 
determinował konieczność zastosowania odpowiedniego mechanizmu sieciowania  
oraz ustalenia określonego zakresu parametrów procesu biodruku. 

Połączenie dwóch lub większej ilości składników nie zawsze prowadzi do uzyskania 
mieszaniny charakteryzującej się wyłącznie korzystnymi cechami połączonych surowców. 
Zasada ta także dotyczy materiałów polimerowych, łączonych w kompozycje podczas 
otrzymywania biotuszy. Jednym z negatywnych skutków łączenia hydrożeli agarozy  
i chitozanu jest pogorszenie zdolności żelowania w odniesieniu do czystego hydrożelu 
agarozowego na skutek zaburzenia interakcji pomiędzy cząsteczkami agarozy.  
Efektem tego jest dłuższy czas żelowania i/lub obniżenie temperatury żelowania. 
Kolejnym negatywnym aspektem jest możliwość uzyskania kompozycji pozbawionej 
właściwości przeciwdrobnoustrojowych, pomimo obecności w niej chitozanu.  
Właściwość ta nie jest kluczowa i wymagana dla tego typu układów, ale jest jednym  
z powodów, dla których chitozan został wytypowany z szeregu innych polimerów 
naturalnych jako główny składnik biotuszu. Właściwości przeciwdrobnoustrojowe 
biotuszu pozwalają na ograniczenie ryzyka jego kontaminacji podczas przygotowywania, 
drukowania oraz podczas inkubacji wydruku zasiedlonego komórkami. Znając zalety  
i wady stosowanych polimerów oraz możliwe zagrożenia i korzyści płynące  
z ich połączenia, konieczne było przeprowadzenie badań, które potwierdzą możliwość 
zastosowania kompozycji chitozanowo-agarozowej w biodruku oraz określenie 
optymalnego udziału obu polimerów w niej zawartych. Proces przygotowania kompozycji 
chitozanowo-agarozowej, jak również schemat metody otrzymywania chitozanu metodą 
saturacji dwutlenkiem węgla, został przedstawiony na Rysunku 9. 
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Rysunek 9. Schemat przygotowania kompozycji chitozanowo-agarozowej  

wraz z metodą otrzymywania chitozanu metodą saturacji dwutlenkiem węgla 
[opracowano z wykorzystaniem Biorender.com] 

 
W ramach prowadzonych badań scharakteryzowano kompozycje chitozanowo-

agarozowe różniące się udziałem obu polimerów oraz masami cząsteczkowymi użytych do 
ich wytworzenia chitozanów. Po przeprowadzeniu charakterystyki mas cząsteczkowych 
oraz DD chitozanów [A2] i stwierdzeniu, że pozostałość soli kwasu hydroksyoctowego 
może wpływać na aktywność przeciwdrobnoustrojową chitozanu, zdecydowano  
o ponownym zbadaniu tej aktywności, ale już tylko dla chitozanu rozpuszczonego  
w kwasie węglowym. Wykazując, że DD nie ma istotnego wpływu na właściwości 
biologiczne chitozanu, zdecydowano się pominąć ocenę wpływu tego parametru na 
właściwości kompozycji polimerowej w dalszych badaniach. Jednakże, pomiary 
uwzględniające zmienność masy cząsteczkowej zostały przeprowadzone, mając  
na uwadze, że masa cząsteczkowa stanowi kluczowy parametr wpływający na właściwości 
reologiczne roztworów chitozanu, a tym samym na właściwości kompozycji polimerowych 
z agarozą. Ponadto, komercyjna dostępność chitozanów spełniających standardy 
medyczne oraz dodatkowo różniących się DD dla LMW i MMW jest znacznie ograniczona. 
W związku z tym, dalsze badania zostały przeprowadzone tylko na chitozanach  
o określonym DD. 

W pierwszej kolejności przeprowadzono ponowną analizę wpływu DD i masy 
cząsteczkowej na aktywność przeciwdrobnoustrojową (Rys. 10A) roztworów chitozanu 
otrzymanych metodą saturacji dwutlenkiem węgla oraz na ich cytotoksyczność,  
z tą zmianą, że osad przemywano do momentu uzyskania stabilnego pH przesączu wody 
płuczącej. Ostateczne wyniki wykazały, że intensyfikacja procesu wypłukiwania prowadzi 
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do istotnego spadku aktywności przeciwdrobnoustrojowej chitozanu, co można przypisać 
redukcji pozostałości soli w osadzie przed jego ponownym rozpuszczeniem. W przypadku 
chitozanów MMW aktywność ta nie zmieniła się w sposób istotny statystycznie. 
Znacznemu obniżeniu redukcji liczby bakterii, do poziomu zbliżonego dla chitozanu MMW 
uległy z kolei próby LMW. Również aktywność przeciwdrobnoustrojowa chitozanów 
HMW, za wyjątkiem HMW o DD 66 względem bakterii Gram-ujemnych, dla którego 
redukcja w skali log wynosiła około 4 uległa znacznemu obniżeniu.  
Podsumowując, wszystkie materiały chitozanowe otrzymane metodą saturacji 
dwutlenkiem węgla z wyjątkiem HMW DD66 wykazały aktywność 
przeciwdrobnoustrojową, ale nie większą niż 2 rzędy log tj. 1,61-1,72 i znacząco niższą,  
niż dla prób chitozanów rozpuszczonych w 1% kwasie mlekowym [A2]. W przypadku 
bakterii Gram-dodatnich aktywność ta była mniejsza i dla chitozanów LMW, MMW i HMW 
poniżej 75% DD nie przekroczyła 1 rzędu log. Z kolei dla dwóch pozostałych chitozanów 
HMW o DD 79 i 83 log rząd redukcji wyniósł między 1 a 2 dla dwóch badanych szczepów 
bakterii. Wyższa skuteczność przeciwdrobnoustrojowa chitozanu o HMW i DD 66 może 
być związana z jego zwiększoną hydrofobowością wynikającą z wyższej zawartości grup 
acetylowych. Grupy te przyczyniają się do lepszej interakcji chitozanu z hydrofobowymi 
obszarami błony komórkowej bakterii Gram-ujemnych, która jest bogata  
w lipopolisacharydy. Interakcje hydrofobowe pomiędzy chitozanem HMW DD 66 a błoną 
bakterii Gram-ujemnych mogą prowadzić do zaburzenia integralności błony, zwiększenia 
jej przepuszczalności, a w konsekwencji do śmierci komórek bakteryjnych [Yang & Yang, 
2008]. 

 

Rysunek 10. Aktywność przeciwdrobnoustrojowa wobec Escherichia coli  
i Staphylococcus aureus dla A) chitozanów o różnej masie cząsteczkowej: niskiej (LMW), 
średniej (MMW) i wysokiej (HMW) oraz chitozanów HMW o różnym stopniu deacetylacji 

66, 79 i 83 rozpuszczonych metodą saturacji dwutlenkiem węgla; B) kompozycji 
chitozanowo-agarozowych. Wyniki przedstawiono jako średnią ± odchylenie 

standardowe (SD) na podstawie trzech powtórzeń (n = 3, p < 0,05).  
Istotność statystyczną różnic między poszczególnymi grupami oznaczono odpowiednio 

jako: ns (nieistotne statystycznie) p > 0,05, *p < 0,05, ****p < 0,0001. 
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Dodatkowo, ponownie zbadano wpływ ekstraktów badanych materiałów na ich 
cytotoksyczny wpływ względem komórek L929, celem potwierdzenia wyciągniętej na 
podstawie poprzednich badań hipotezy (Rys. 11). Żaden z badanych materiałów, bez 
względu na masę cząsteczkową i DD, nie wykazał efektu cytotoksycznego, a przeżywalność 
komórek wyniosła powyżej 80% względem kontroli. Brak cytotoksycznego efektu 
potwierdziły również zdjęcia mikroskopowe wykonane po 24-godzinnym kontakcie 
komórek z ekstraktami badanych polimerów. Morfologia komórek była zachowana, a ich 
liczba porównywalna, co wskazuje na brak zahamowanej proliferacji. Dodatkowo, w tym 
samym badaniu określono również bezpieczeństwo biologiczne agarozy. Na podstawie 
przeprowadzonego testu MTT nie wykazano efektu cytotoksycznego ani nieprawidłowości 
w morfologii komórek L929 po ich kontakcie z badanym materiałem.  

 

 

Rysunek 11. Reprezentatywne obrazy (n = 4) morfologii komórek L929 
traktowanych rozpuszczonymi w pożywce komórkowej przy rozcieńczeniu 1:1 

ekstraktami: agarozy, chitozanów o różnej masie cząsteczkowej: niskiej (LMW), średniej 
(MMW), wysokiej (HMW), oraz chitozanów HMW o różnym stopniu deacetylacji: 66, 79 i 

 83, rozpuszczonych metodą saturacji dwutlenkiem węgla. Zdjęcia wykonano po  
24-godzinnym kontakcie komórek z ekstraktami w rozcieńczeniu 1:1.  

Skala wynosi 50 μm, powiększenie 200×. 

Jednym z analizowanych zagrożeń było pogorszenie właściwości biologicznych 
chitozanu wynikające z faktu, że do wytworzenia kompozycji polimerowej wykorzystana 
została agaroza nie będąca nośnikiem funkcji biologicznych. W celu zbadania wpływu 



 

 44  

udziału agarozy na wybrane właściwości biologiczne przeprowadzono ocenę aktywności 
przeciwdrobnoustrojowej materiałów (Rys. 10B). W tym celu zastosowano procedurę 
ASTM E2149 z modyfikacjami. Zgodnie z danymi literaturowi wykazano, że agaroza nie 
wykazuje właściwości przeciwdrobnoustrojowych [Jiang i wsp., 2023]. Co więcej,  
wraz ze wzrostem jej udziału w kompozycji chitozanowo-agarozowej aktywność ta maleje. 
Obserwowana zależność wynika z malejącego stężenia chitozanu, który posiada 
aktywność przeciwdrobnoustrojową i co zostało wykazane w przeprowadzonych 
badaniach. Zgodnie z wcześniejszymi testami [A2] aktywność przeciwdrobnoustrojowa 
chitozanu MMW względem bakterii Gram-ujemnych jest większa niż dla bakterii  
Gram-dodatnich. W przypadku układów zawierających 40 i 60% agarozy, wyniki redukcji 
liczby bakterii w skali log nie różnią się w sposób istotny statystycznie wskazując na efekt 
bakteriostyatyczny, wynoszący około 95% dla E. coli i 45% dla S. aureus.  

W dalszej kolejności, aby zrozumieć interakcje jakie zachodzą pomiędzy 
chitozanem a agarozą przeprowadzono identyfikację poszczególnych grup chemicznych  
w polimerach jak również w ich kompozycji polimerowej metodą spektroskopii  
w podczerwieni z transformacją Fouriera (FTIR). Na podstawie charakterystyki pasm przy 
określonych liczbach falowych zbadano charakter oddziaływań między chitozanem  
a agarozą w ich kompozycji, zawierającej ten sam ułamek masowy obu polimerów. 
Zarówno w widmach chitozanu, agarozy, jaki i ich kompozycji wykryto pasma 
charakterystyczne dla obu polimerów, które różniły się intensywnościami. Różnice te były 
wynikiem wymieszania obu polimerów. W widmach kompozycji polimerowej  
nie zaobserwowano jakościowych zmian w pasmach, stąd wniosek, że kompozycje 
chitozanowo-agarozowa jest wyłącznie dwuskładnikową, fizyczną mieszaniną.  
Układ chitozanowo-agarozowy, pomimo możliwości tworzenia polielektrolitycznego 
kompleksu wynikającego z obecności polikationowego polimeru, czyli chitozanu  
i polianionowego agarozy, stanowi fizyczną mieszaninę polimerów o bardzo słabych 
oddziaływaniach międzycząsteczkowych. W przypadku tworzenia się wiązań wodorowych 
lub oddziaływań polielektrostatycznych między chitozanem a agarozą, zaobserwowano by 
zmiany w pasmach odpowiadających za rozciąganie O-H, N-H, C=O oraz C-O-C.  
Zmiany te obejmowałyby przesunięcie pasm w kierunku niższych częstotliwości, zmiany 
ich intensywności oraz poszerzenia pasm.  

Znając interakcje zachodzące pomiędzy polimerami w badanym układzie,  
w kolejnym kroku określono wpływ masy cząsteczkowej chitozanów oraz ich udziału  
w kompozycji na proces żelowania w odniesieniu do charakterystyki żelowania agarozy, 
jako jednego ze wskaźników drukowalności docelowego biotuszu. Pomiary wykonano 
przy użyciu wiskozymetru Brookfield Digital Model DVIII Ultra z termostatowaną komorą 
pomiarową, badając zarówno czas jak i temperaturę przejścia fazowego zol-żel (SGPT) 
oraz wykonując pomiar krzywych płynięcia (FC). Mierząc zmiany lepkości dynamicznej 
roztworów w zakresie temperatur od 40 do 20°C, przy szybkości chłodzenia 1°C min-1, 
szybkości ścinania 5 1/s, z wykorzystaniem wrzeciona SC4-25 wyznaczono SGPT dla 1% 
roztworu agarozy, jak i dla kompozycji chitozanowo-agarozowych. Na podstawie 
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uzyskanych wyników stwierdzono, że dodatek chitozanu do agarozy zmienia zarówno 
temperaturę jak i czas żelowania w porównaniu z czystą agarozą. Ponadto, wykazano,  
że masa cząsteczkowa jak i udział chitozanu znacząco wpływa na SGPT. W przypadku 1% 
roztworu agarozy, proces żelowania rozpoczyna się w temperaturze 36,5°C i zachodzi 
natychmiast, o czym świadczy niski kąt nachylenia krzywej. Gwałtowny wzrost lepkości  
w danej temperaturze, jest następstwem żelowania roztworu tego polimeru (Rys. 12 A). 

 

Rysunek 12. Właściwości reologiczne kompozycji chitozanowo-agarozowej 
(CS/AG) dla CS o różnych masach cząsteczkowych: niskiej (LMW), średniej (MMW)  
i wysokiej (HMW). A) Charakterystyka reologiczna przejścia fazowego zol-żel oraz  

B) krzywe płynięcia kompozycji CS/AG (n = 3, p<0,05).  
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Porównując krzywą uzyskaną dla 1% roztworu agarozy, z krzywą kompozycji 
polimerowych na bazie agarozy i chitozanu LMW zaobserwowano zbliżoną temperaturę 
żelowania, z tą różnicą, że zakres temperatur ich przejścia fazowego był znacznie szerszy  
i wynosił od 3 do 5°C. Porównując lepkości prób przed całkowitym zżelowaniem,  
to wraz ze wzrostem udziału LMW chitozanu w kompozycji parametr ten malał.  
Całkowicie inną zależność wykazywał chitozan HMW. W przypadku jego kompozycji  
z agarozą stwierdzono, że uzyskanie biotuszu o odpowiednich parametrach reologicznych 
niezbędnych do zastosowania w biodruku jest niemożliwe. Te kompozycje polimerowe 
cechuje brak ostrego przejścia fazowego, za wyjątkiem mieszaniny zawierającej 80% 
agarozy, która wręcz odwrotnie, zżelowała natychmiast po zmieszaniu obu polimerów. 
Brak obserwacji natychmiastowego lub bardzo szybkiego przejścia fazowego pod 
wpływem obniżania temperatury sugeruje bardzo niską drukowalność.  
Kolejna obserwacja świadcząca o słabej drukowalności to nieznaczny wzrost lepkości pod 
wpływem obniżenia temperatury. W związku z powyższym, już na tym etapie kompozycje 
zawierające HMW chitozan zostały wykluczone z dalszych badań. Chitozan MMW,  
w przeciwieństwie do LMW i HMW, jako jedyny w kompozycji z agarozą cechował się SGPT 
wskazującą na potencjalne zastosowanie w biodruku. Zwiększenie udziału MMW 
chitozanu w kompozycji nie wpłynęło na wartość lepkości dynamicznej przed jego 
żelowaniem, a jedynie na zmniejszenie zakresu temperatur, w którym ono zachodziło.  
W porównaniu do 1% roztworu agarozy, żelującego natychmiast po obniżeniu 
temperatury o 0,5°C w zakresie temperatur 36,0-36,5°C, zakres temperatur żelowania 
kompozycji polimerowych na bazie chitozanu MMW wynosił od 26,5-33,1°C do  
30,5-36,5°C. Tym samym, w celu osiągnięcia pełnego zżelowania tych kompozycji 
polimerowych, konieczne było obniżenie temperatury o dodatkowe 3,4-4,0°C. W związku 
z tym, że mechanizm żelowania agarozy zakłada dwa główne etapy, takie jak tworzenie 
się podwójnych helis w temperaturze około 45°C, a następnie dalsze twardnienie na 
skutek ich agregacji w temperaturze około 30°C zakłada się, że poszczególne masy 
cząsteczkowe chitozanów mogą mieć znaczący wpływ na proces żelowania agarozy.  
Po pierwsze, obserwowane zmniejszenie lepkości zolu chitozanowo-agarozowego przed 
całkowitym żelowaniem kompozycji polimerowej wraz ze wzrostem udziału LMW 
chitozanu sugeruje, że jego obecność może zakłócać formowanie helis agarozowych,  
przez co proces ten jest wydłużony w czasie. Z kolei, obecność w kompozycji chitozanu 
HMW może dodatkowo zakłócać formowanie helis poprzez tworzenie przeszkód 
sterycznych. W konsekwencji takie działanie może przyczynić się do tego, że przejście  
zol-żel nie jest obserwowane. W przypadku dodania MMW chitozanu do agarozy 
następuje jedynie nieznaczne wydłużenie czasu żelowania kompozycji oraz obniżenie 
temperatury żelowania. Może to wynikać z faktu, że MMW chitozan wpływa  
na organizację cząsteczek agarozowych w bardziej uporządkowane helisy, opóźniając tym 
samych ich późniejszą agregację. Powyższe przypuszczenia zdają się być zgodne  
z wnioskami wysuniętymi przez Russ i wsp. (2013), którzy wykazali, że żelowanie agarozy 
zarówno w obecności alginanu jak i ksantanu następuje w niższych temperaturach. 
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Wynika to, z obniżenia efektywnego stężenia agarozy, stanowiącej główny czynnik 
odpowiedzialny za tworzenie struktury żelowej oraz interakcji między polimerami. 
Jednakże w przypadku ksantanu, którego łańcuch polimerowy charakteryzuje się wysoką 
sztywnością wynikającą z ograniczonej elastyczności molekularnej, tworzy się złożona  
i heterogeniczna sieć polimerowa. Zjawisko to wynika z unieruchomienia segmentów 
łańcucha przy wyższych temperaturach, jeszcze przed rozpoczęciem procesu żelowania 
agarozy. To sprawia, że działa on jako fizyczna przeszkoda ograniczając ruchliwość 
łańcuchów agarozy i utrudniając ich agregację w helisy uzyskując tym samym mniejszą 
liczbę stref połączeń. Alginian będący elastycznym polimerem, działa z kolei jako 
wypełniacz, zwiększając elastyczność powstałego żelu i integrując się z siecią agarozy, 
stabilizując jej strukturę. Chociaż badania te dotyczyły innych polimerów,  
można stwierdzić, że chitozan LMW wykazuje zbliżone działanie do alginianu, HMW  
do ksantanu, a MMW najprawdopodobniej stabilizuje strukturę żelu bez znaczącego 
obniżenia temperatury żelowania. Pomimo tego, że są to tylko przypuszczenia  
o możliwych mechanizmach wpływu chitozanów różniących się masą cząsteczkową  
na proces żelowania agarozy tj. temperatury i czasu, to uzyskane wyniki wskazują  
na potencjalne zastosowanie chitozanów LMW i MMW w biodruku.  

Kolejnym istotnym parametrem reologicznym w ocenie drukowalności biotuszu, 
jest określenie jego krzywej lepkości, czyli zależności lepkości dynamicznej w funkcji 
szybkości ścinania. Wyznaczenie tej zależności w biodruku pozwala na określenie rodzaju 
płynu, wartości lepkości biotuszu w czasie, a także jego stabilności przetłaczania  
w zmiennych warunkach działania naprężenia ścinającego [Habib i Khoda, 2022].  
Pomiary krzywych lepkości (FC) wykonano dla kompozycji chitozanowo-agarozowych  
na bazie chitozanów LMW i MMW z wykorzystaniem wrzeciona SC4-25, z szybkością 
ścinania w zakresie od 0,1 s-1 do 25,0 s-1 w temperaturze 37°C (Rys. 12B).  
Stwierdzono, że lepkość kompozycji chitozanowo-agarozowych maleje wraz ze wzrostem 
szybkości ścinania, co potwierdza, że są to płyny pseudoplastyczne.  
Jednakże, w przypadku układów na bazie LMW chitozanu, spadek lepkości pod wpływem 
naprężenia ścinającego był mniejszy niż dla wariantu MMW. Dodatkowo, zależność  
ta malała wraz ze wzrostem zawartości agarozy w kompozycji polimerowej.  
Krzywe lepkości charakteryzowały się stałą wartością lepkości po przekroczeniu wartości 
szybkości ścinania równej 3 1/s. Taka informacja wskazuje na możliwość stabilnego 
przetłaczania kompozycji polimerowej w szerokim zakresie szybkości ścinania.  

W ocenie drukowalności układów chitozanowo-agarozowych uwzględniono także 
inne parametry, takie jak: średnica dyszy tłoczącej oraz temperatura elementu grzejnego 
strzykawki z biotuszem, przeprowadzając empiryczny test symulacji ekstruzji (EFT) 
imitującego wytłaczanie biotuszu w trakcie drukowania (Rys. 13). W tym celu 
zaadaptowano uniwersalną maszynę do testowania Instron 5543 z oprogramowaniem 
"Merlin" V 4.42. Między stolikiem a głowicą urządzenia zamocowano strzykawkę owiniętą 
matą grzewczą, której zadaniem było utrzymanie stałej temperatury kompozycji 
polimerowej w strzykawce, wynoszącej 37°C. W pierwszej kolejności przeprowadzono 
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testy ekstruzji dla 1% roztworu agarozy z użyciem wybranych średnic dysz wylotowych,  
tj. 0,84, 0,58, 041 mm (Rys. 13A). Po napełnieniu strzykawki 30 mL badaną kompozycją, 
inkubowano ją w jej wnętrzu przez 10 min. Następnie tłok strzykawki był przesuwany  
w dół ze stałą prędkością przemieszczenia równą 0,25 mm/s,  
do całkowitego jej opróżnienia, w czasie około 3,5 min.  

 

Rysunek 13. Wynik testu siły wyciskania dla A) 1% roztworu agarozy przy 
średnicy dyszy tłoczącej 0,41, 0,54 oraz 0,84 mm i B) kompozycji chitozanowo-

agarozowych CS/AG w temperaturze 37 °C przy średnicy dyszy tłoczącej 0,84 mm (n = 3, 
p<0,05) 

W pierwszej kolejności, stosując wybrane średnice dysz, możliwe było 
stwierdzenie, jaka siła potrzebna jest do zainicjowania przepływu, czyli do rozrzedzenia 
układu co jest typowe dla płynów pseudoplastycznych. Dla dysz o średnicy 0,84,  
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0,580 i 0,41 mm siła ta wynosiła odpowiednio 200 kPa, 250 kPa i 100 kPa.  
Po osiągnięciu wartości maksymalnej, siła ekstruzji gwałtownie malała, a następnie 
ulegała stabilizacji. Taka obserwacja wskazuje na osiągnięcie równowagi dynamicznej  
w przepływie, gdzie lepkość materiału przystosowuje się do warunków przepływu przez 
dyszę. W związku z tym, że najbardziej stabilny przepływ zaobserwowano dla średnicy  
0,84 mm, która była największą badaną średnicą, gdzie krzywa nie wykazywała żadnych 
odchyleń podczas testu, ta średnica dyszy została wytypowana do dalszych badań jako 
optymalna. Gdy podczas testu obserwowane były fluktuacje, to dodatnie piki na wykresie 
wskazywały najprawdopodobniej na obecność lokalnie tworzących się agregatów żelu 
kompozycji polimerowej, natomiast ujemne na obecność pęcherzyków powietrza, które 
mogły zostać zassane do strzykawki podczas jej napełniania. W przypadku kompozycji 
chitozanowo-agarozowych (Rys. 13B) obecność fluktuacji spowodowana była także 
uwalnianiem się z nich dwutlenku węgla wykorzystywanego do rozpuszczania chitozanu  
i jego niestabilności w czasie. Na skutek uwalniania się dwutlenku węgla tworzą się 
agregaty polimerowe w pobliżu przejścia fazowego. Efekt ten jednak jest na tyle powolny, 
że nie stanowi ograniczenia w zastosowaniu kompozycji polimerowej jako potencjalnego 
biotuszu. W przypadku układów chitozanowo-agarozowych siła ekstruzji zmniejszała się 
wraz ze wzrostem udziału agarozy w kompozycji, co wskazuje na niższą lepkość roztworu 
agarozy w temperaturze pomiaru, a tym samym obniżanie przez agarozę siły potrzebnej 
do ekstruzji materiału w trakcie drukowania. 

Porównując układ LMW i MMW chitozanowo-agarozowy, większe fluktuacje siły 
ekstruzji obserwuje się w przypadku tego pierwszego, co może wskazywać na mniej 
jednolity przepływ materiału przez dyszę. Natomiast w przypadku kompozycji  
z chitozanem MMW proces wytłaczania jest bardziej stabilny, co stanowi kolejny 
argument za potencjalnym wykorzystaniem go w układzie z agarozą, zapewniając lepszą 
drukowalność biotuszu. Przeprowadzone testy potwierdziły możliwość uzyskania 
kompozycji LMW i MMW chitozanowo-agarozowych charakteryzujących się 
odpowiednimi dla biodruku właściwościami reologicznymi.  Na dodatek, niewielka 
szybkość ścinania, wynosząca 3 1/s, która wprawia hydrożelową mieszaninę w stabilny 
przepływ, wskazuje nie tylko na łatwość jego ekstruzji ze strzykawki, ale także  
na stworzenie warunków zapewniających przeżywalność komórek na poziomie 
uznawanym za akceptowalny, czyli powyżej 70% [Mohammadrezaei i wsp., 2024].  
Ze względu na najbardziej przewidywalny i najszybszy profil żelowania zdecydowano się 
na przeprowadzeniu dalszych badań nad układami MMW chitozanowo-agarozowymi, 
różniącymi się proporcją obu polimerów.  Badane były układy o zawartości 100%, 80%, 
60%, 40%, 20% chitozanu oraz 100% agarozy.  

W kolejnym kroku określono także wpływ kompozycji chitozanowo-agarozowych 
na bezpieczeństwo biologiczne komórek eukariotycznych, które będą osadzane  
w biotuszu. W testach wykorzystano skórne linie komórkowe, czyli fibroblasty 46Br.1N 
oraz keratynocyty HaCaT (Rys. 14). W pierwszej kolejności wykonano oznaczenie wpływu 
ekstraktów badanych materiałów, czyli agarozy, chitozanu oraz ich kompozycji 
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zawierających oba polimery w stosunku masowym 1:1 na cytotoksyczność (Rys. 14A)  
i proliferację (Rys. 14B) względem komórek skóry. W celu określenia wpływu materiałów 
na proliferację zbadano aktywność metaboliczną komórek poprzez test oznaczenia 
zdolności żywych komórek do redukcji soli tetrazolowej XTT do formazanu pod wpływem 
obecnego w mitochondriach enzymu dehydrogenzay. Z kolei cytotoksyczność została 
określona poprzez wykonanie testu LDH i pomiarze ilości uwolnionej dehydrogenazy 
mleczanowej, na skutek uszkodzenia błony komórkowej. Tak jak w przypadku komórek 
L929, nie wykazano, aby jakikolwiek z badanych materiałów wykazał efekt cytotoksyczny. 
Spadek przeżywalności, wynoszący jednak poniżej 10% względem kontroli pozytywnej, 
został zarejestrowany dla ekstraktów agarozowych i chitozanowych, dla których stężenie 
materiału w trakcie ekstrakcji wynosiło 100mg/mL, czyli dla ekstraktu 100%. W przypadku 
komórek fibroblastów 46BR.1N, zaobserwowano ich zwiększoną proliferację względem 
kontroli pozytywnej, w porównaniu z komórkami keratynocytów. Największy wzrost liczby 
komórek względem kontroli, powyżej 30% odnotowano dla ekstraktów chitozanowych  
i agarozowych przy stężeniu 10mg/mL i 25mg/mL. Z kolei wszystkie ekstrakty 
chitozanowo-agarozowe cechowała zdolność wzrostu liczby komórek o 20%, a przy 
stężeniu 25mg/mL o 25% większą.  
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Rysunek 14. Wpływ kserożeli chitozanowych (CS), agarozowych (AG) oraz ich kompozycji 
(CS/AG) na komórki ludzkiej skóry: keratynocyty HaCaT i fibroblasty 46BR.1 N, po 48 
godzinach inkubacji. A) Oddziaływanie kserożeli na proliferację komórek i B) analiza 

cytotoksyczności kserożeli. Wyniki przedstawiono jako średnią ± odchylenie 
standardowe (SD) na podstawie trzech powtórzeń (n = 3). Istotność statystyczną różnic 

w porównaniu do kontroli oznaczono odpowiednio jako: *p < 0,05. 

Badając wpływ chitozanu, agarozy oraz ich kompozycji na bezpieczeństwo 
biologiczne względem wymienionych wyżej linii komórkowych przeprowadzono test 
oceny przeżywalności komórek po ich umieszczeniu w badanym materiale, wytłoczeniu  
i inkubacji w medium hodowlanym przez 48 godz. Wykazano, że zarówno fibroblasty 
46Br.1N jak i keratynocyty HaCaT charakteryzuje wysoka przeżywalność. W przypadku 1% 
hydrożelu agarozowego, przeżywalność obu linii komórkowej wynosiła ponad 80%, a dla 
kompozycji chitozanowo-agarozowej zawierającego oba polimeru w stosunku masowym 
1:1 ponad 90%. Tak wysokie wskaźniki przeżywalności po 48 godz. inkubacji potwierdzają 
pozytywną interakcję między badanymi komórkami a bazą docelowego biotuszu oraz brak 
negatywnego wpływu temperatury wytłaczania na przeżywalność komórek.  
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W związku z tym, kolejnym krokiem w przyszłych badaniach nad oceną możliwości 
wykorzystania kompozycji polimerowej w hodowli komórkowej będzie określenie 
przeżywalności komórkowej w dłuższym przedziale czasu, w celu określenia możliwości 
badanych komórek do dalszej proliferacji.  

3.4 [A4] Od biotuszu do tkanki: Badanie kompozycji chitozanowo-
agarozowej w kontekście drukowalności i aktywności biologicznej. 

Analiza właściwości reologicznych badanych kompozycji polimerowych jest 
kluczowa podczas ich charakterystyki, ponieważ ma ona bezpośredni wpływ nie tylko  
na zachowanie biotuszu podczas wytłaczania, ale i na przeżywalność komórek.  
Symulację warunków ekstruzji kompozycji chitozanowo-agarozowej z głowicy drukarki  
w temperaturze 37°C przeprowadzono z wykorzystaniem trzyetapowego testu 
tiksotropowego w wersji oscylacyjno-rotacyjno-oscylacyjnej. Dzięki temu możliwa była 
ocena, w jaki sposób kompozycja oraz poszczególne polimery reagują na obciążenie 
dynamiczne i jak szybko odbudowują swoją strukturę. Na podstawie uzyskanych 
zależności zmian lepkości zespolonej, która uwzględnia zarówno właściwości lepkościowe 
jak i sprężyste materiału, oraz lepkości dynamicznej, opisującej jedynie opór materiału 
wobec jednokierunkowegp płynięcia, stwierdzono, że procesy degradacji i regeneracji 
struktury badanych układów zachodzą i odgrywają kluczową rolę w ocenie  
ich przydatności do biodruku (Rys. 15). Kompozycje polimerowe z 20% i 40% zawartością 
chitozanu wykazały największy potencjał, ponieważ po fazie rotacyjnej szybko 
odbudowywały swoją trójwymiarową strukturę, co czyni je szczególnie obiecującymi 
materiałami do biodruku, gdzie zdolność do regeneracji struktury jest kluczową 
właściwością dla stabilności wydrukowanych konstrukcji. 

 

Rysunek 15. Porównanie lepkości zespolonej oraz dynamicznej podczas testu 
oscylacyjno-rotacyjno-oscylacyjnego (ORO) (n=3, p<0,05) 
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Określając dalsze możliwości aplikacyjne kompozycji chitozanowo-agarozowej, 
poza weryfikacją podstawowych kryteriów akceptacji, takich jak brak efektu 
cytotoksycznego oraz drukowalności, konieczna była weryfikacja przepuszczalności 
modelowych związków imitujących składniki odżywcze i metabolity wtórne komórek.  
Jest to uzasadnione, ponieważ komórki osadzone w hydrożelu znajdują się nie tylko  
na jego powierzchni, ale także wewnątrz każdego wydrukowanego filamentu.  
Dlatego efektywna dyfuzja składników odżywczych i bioaktywnych molekuł do wnętrza 
rusztowania i hydrożelu jest kluczowa dla ich prawidłowego funkcjonowania. Do tego,  
w kontekście przyszłej funkcjonalizacji biotuszu poprzez dodanie czynników wzrostu  
czy peptydów, istotne jest, aby te związki mogły swobodnie przenikać przez strukturę 
hydrożelu. Na podstawie średnicy dyfuzji barwników w czasie stwierdzono, że zarówno 
proporcja chitozanu do agarozy, jak i masa cząsteczkowa dyfundujących substancji 
znacząco wpływają na to zjawisko. Dyfuzja zachodziła szybciej w przypadku membran 
agarozowych niż chitozanowych, co wynika z mniejszej gęstości usieciowania i większej 
porowatości tych pierwszych. W przypadku kompozycji chitozanowo-agarozowych 
zaobserwowano, że wzrost udziału chitozanu w membranie ogranicza szybkość dyfuzji, 
a wzrost masy cząsteczkowej dyfundującej substancji dodatkowo zwiększał ten efekt. 
Zjawisko to można przypisać silniejszym wiązaniom międzycząsteczkowym chitozanu,  
co z kolei wpływa na jego niższą przepuszczalność. Porównując wpływ masy cząsteczkowej 
barwnika na dyfuzję przez membranę agarozową, stwierdzono, że średnica obszaru 
dyfuzji była 1,6 razy mniejsza dla nigrozyny o masie cząsteczkowej 616,49 g/mol niż dla 
rezazuryny o masie cząsteczkowej 251,17 g/mol. Kolejnym krokiem była ocena szybkości 
dyfuzji modelowego składnika pokarmowego dla komórek, czyli glukozy.  
Badając wszystkie opracowane warianty membran, nie stwierdzono, aby dyfuzja przez nie 
glukozy o masie cząsteczkowej 180,17 g/mol znacząco się różniła.  
Zdolność do efektywnego transportu glukozy potwierdza możliwość zastosowania 
opracowanej kompozycji chitozanowo-agarozowej w inżynierii tkankowej, zwłaszcza  
w obszarach wymagających precyzyjnego dostarczania składników odżywczych.  
Na podstawie przeprowadzonych badań można również wywnioskować, że zmieniając 
udziały poszczególnych polimerów w biotuszu, można regulować porowatość i gęstość 
usieciowania membran, pozwalając na modyfikację szybkości dyfuzji, bez wpływu  
na przenikanie glukozy. Takie właściwości membran otwierają możliwości  
ich zastosowania w wielu dziedzinach, od biotechnologii po medycynę regeneracyjną, 
gdzie kontrola dyfuzji substancji przez membrany jest kluczowa.  

W kontekście potencjalnych zastosowań w medycynie regeneracyjnej, oprócz 
optymalizacji parametrów dyfuzji przez dostosowanie porowatości i gęstości usieciowania 
membran, istotne jest także zrozumienie wpływu opracowanych materiałów na 
zachowanie komórek w ich otoczeniu. Jednym z kluczowych aspektów tego oddziaływania 
jest zdolność biotuszu do stymulacji migracji komórek, co jest fundamentalne dla 
procesów regeneracyjnych i prawidłowego gojenia tkanek. W związku z tym, 
przeprowadzono testy migracji komórek, wykorzystując test Ibidi wound healing,  
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aby ocenić wpływ ekstraktów badanych materiałów na zdolność komórek do migracji  
(Rys. 16). Test ten polega na stworzeniu kontrolowanej przerwy „rany” w monowarstwie 
komórek, co umożliwia analizę tempa zamykania tej przerwy przez migrujące komórki. 
Wykazano znaczną migrację komórek HaCaT pod wpływem ekstraktów chitozanowych  
i chitozanowo-agarozowych. Takiej właściwości nie potwierdzono dla ekstraktów  
z materiałów agarozowych. W przypadku komórek 46BR.1N, istotne statystycznie różnice 
w porównaniu do kontroli zaobserwowano tylko dla jednej próby kompozycji 
chitozanowo-agarozowej, co wskazuje na umiarkowany efekt pro-migracyjny.  
Brak stymulacji przez FBS sugeruje, że te komórki mają specyficzne wymagania 
środowiskowe.  

 
Rysunek 16. Wpływ MMW chitozanu (CS), agarozy (AG) i ich kompozycji  

na migrację A) fibroblastów 46BR.1N i B) keratynocytów HaCaT. Wyniki przedstawiono 
jako średnią ± odchylenie standardowe (SD) na podstawie co najmniej trzech powtórzeń 
(n = 3). Istotność statystyczną różnic w porównaniu do kontroli (DMEM HG) oznaczono 

odpowiednio jako: ns (nieistotne statystycznie) p > 0,05, *p < 0,05, **** p < 0,0001. 

Zgodnie z wytycznymi dotyczącymi oceny wyrobów medycznych, przeprowadzone 
badania obejmowały ocenę wpływu ekstraktów z badanych materiałów na proliferację, 
cytotoksyczność oraz migrację komórek. Aby przeprowadzić kompleksową ocenę 
oddziaływania kompozycji polimerowej, przeanalizowano również jej wpływ na komórki 
bezpośrednio umieszczone w hydrożelowym materiale. W związku z tym oceniono 
przeżywalność komórek linii 46BR.1N oraz HaCaT podczas 14-dniowej inkubacji w 1% 
hydrożelu agarozowym oraz w kompozycji 0,5% chitozanu i 0,5% agarozy, po ich 
wytłoczeniu za pomocą strzykawki na płytki wielodołkowe w formie rusztowania (Rys. 17). 
Wysoki wskaźnik przeżywalności komórek w układzie chitozan-agaroza, wynoszący około 
100% drugiego dnia, od 70 do 78% siódmego dnia i od 117 do 129% czternastego dnia dla 
kolejno 46BR.1N i HaCaT potwierdził brak efektu cytotoksycznego oraz wzmożoną 
proliferację komórek w czasie. W przypadku komórek umieszczonych w agarozowym 
hydrożelu również nie stwierdzono efektu cytotoksycznego. Jednakże, po czternastu 
dniach, liczebność żywych komórek utrzymała się na podobnym poziomie, a komórki 
cechowała tendencja do gromadzenia się poza obszarem rusztowania. Wyniki te są 
zgodne z danymi literaturowymi, które sugerują, że agaroza ma słabe właściwości 
biologiczne wspierające proliferację komórek [Kim and Lee, 2016].  
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Rysunek 17. Żywotność fibroblastów 46BR.1N i keratynocytów HaCaT 
osadzonych w kompozycji chitozanowo-agarozowej (CS/AG) i w samej agarozie (AG).  
A) Rysunek przedstawia fluorescencyjne obrazy mikroskopowe pokazujące barwienie 

żywych i martwych komórek w rusztowaniach w dniach 2, 7 i 14-dniu hodowli.  
Żywe komórki są zabarwione na zielono kalceiną, podczas gdy martwe komórki są 
zabarwione na czerwono jodkiem propidyny; pasek skali 250 µm. B) Wykres zmian 

wskaźników przeżywalności obu linii komórkowych w czasie. Wyniki przedstawiono jako 
średnią ± odchylenie standardowe (SD) na podstawie trzech powtórzeń (n = 3, p < 0,05). 

Wartości na wykresie B porównano między sobą. Oznaczenia poziomów istotności 
statystycznej są następujące: *p < 0,05, **p < 0,01. 
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Na podstawie powyższych wyników dotyczących przeżywalności komórek 
fibroblastów i keratynocytów w kompozycji chitozanowo-agarozowej i agarozie, uzyskano 
cenne informacje na temat długoterminowego wpływu biotuszu na ich żywotność.  
Aby jednak ocenić pełne bezpieczeństwo biologiczne opracowanej kompozycji 
polimerowej i potwierdzić jej przydatność do zastosowań biomedycznych, wykonano 
dodatkowe, szczegółowe badania zgodne z wytycznymi dotyczącymi oceny wyrobów 
medycznych. W ramach tych działań przeprowadzono testy MTT, tym razem  
z wykorzystaniem linii komórkowych dedykowanych do tego biotuszu, tj. fibroblastów 
46BR.1N oraz keratynocytów HaCaT. Wysoka żywotność komórek (85-112% dla linii 
46.BR.1N i 90-137% dla linii HaCaT) po ich 24-godzinnym kontakcie z ekstraktami 
badanych materiałów (2,5% m/v) ponownie potwierdziła brak efektu cytotoksycznego  
i bezpieczeństwo biologiczne dla wybranych komórek. 

Po uzyskaniu pozytywnych wyników dotyczących biozgodności, w tym 
bezpieczeństwa biologicznego badanej kompozycji chitozanowo-agarozowej, kolejnym 
etapem było przejście do bardziej zaawansowanych metod badawczych, takich jak test 
błony kosmówkowo-omoczniowej CAM (chorioallantoic membrane assay)  
z wykorzystaniem zarodka jaja kurzego. Test CAM, rekomendowany przez FDA (Food and 
Drug Administration), umożliwia m.in. ocenę wpływu biomateriałów na procesy 
regeneracyjne, w tym rozwój angiogenezy w warunkach in vivo. Proces angiogenezy,  
czyli tworzenie nowych naczyń krwionośnych z już istniejących, jest kluczowy  
dla dostarczenia tlenu, składników odżywczych oraz czynników wzrostu do regenerującej 
się tkanki. Prawidłowa, szybko zachodząca angiogeneza nie tylko wspiera proces gojenia, 
lecz także zapobiega martwicy, która może nastąpić podczas regeneracji tkanki  
[Guo et al., 2022]. Co istotne, w krajach europejskich, zgodnie z dyrektywą UE 2010/63, 
oraz w USA, metoda CAM nie jest klasyfikowana jako eksperyment na zwierzętach, 
ponieważ zarodek kurzy rozwija się poza organizmem macierzystym, a test musi zostać 
zakończony do osiemnastego dnia inkubacji, zanim zarodek osiągnie pełną zdolność 
odczuwania bodźców bólowych (nocycepcji). Test CAM wpisuje się w zasady 3R (replace, 
reduce, refine), które zmierzają do ograniczenia eksperymentów na zwierzętach. Jest to 
kluczowy element etyki w przemyśle biomedycznym i farmaceutycznym, a także priorytet 
dla organów regulacyjnych takich jak EMA i Komisja Europejska, które promują metody 
minimalizujące cierpienie zwierząt i zwiększające wartość badań przedklinicznych [Fischer 
i wsp., 2022]. W związku z powyższym, badając ilość nowo powstałych rozgałęzień naczyń 
krwionośnych, ich długość, grubość oraz całkowitą powierzchnię stwierdzono,  
że tylko w przypadku układów na bazie chitozanu oraz chitozanu i agarozy następuje 
promowanie niewielkiego wzrostu powyższych parametrów naczyniowych w porównaniu 
z kontrolą, czyli obojętnym materiałem jakim jest zanurzona w 0,9% roztworze soli 
fizjologicznej bibuła Whatmana (Rys. 18). Hydrożelowe membrany na bazie chitozanu 
wykazały najbardziej spójne działanie proangiogenne, pod względem długości naczyń  
i liczby rozgałęzień, w przeciwieństwie do membrany agarozowej.  
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Rysunek 18. Test angiogenezy CAM ex-ovo. A) Reprezentatywny obraz zarodka 
jaja kurzego hodowanego ex-ovo z różnymi testowanymi materiałami w 9. dniu rozwoju 
embrionalnego. Materiały są oznaczone w następujący sposób: 1 - agaroza + chitozan,  

2 - chitozan, 3 - agaroza, 4 - bibuła filtracyjna Whatman. Pasek skali = 5 mm.  
B) Reprezentatywne obrazy mikroskopowe pokazujące angiogenezę indukowaną 

materiałem po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji. Pasek skali = 1 mm. Analiza zmian w sieci 
naczyniowej, w tym liczba punktów rozgałęzień naczyń (C), całkowita długość naczyń (D), 

średnia grubość naczyń (E) i całkowita powierzchnia naczyń (F), przedstawione jako 
zmiany krotności w stosunku do 24-godzinnej inkubacji Wyniki przedstawiono jako 

średnią ± odchylenie standardowe (SD) z co najmniej dwóch niezależnych 
eksperymentów. 
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Po zakończeniu badań w modelu CAM, które umożliwiły szybką ocenę pro-
regeneracyjnych właściwości badanych kompozycji polimerowych, kolejny etap prac 
obejmował zastosowanie modelu zwierzęcego, stanowiącego bardziej złożone 
środowisko biologiczne. W badaniach tych przeanalizowano wpływ opracowanego 
rusztowania na proces gojenia się ran, wykorzystując zwierzęcy model rany u myszy.  
Tego typu badania stanowią pierwszy krok umożliwiający przeprowadzenie badań 
klinicznych, które decydują o przydatności rusztowania w zastosowaniach medycznych. 

 

Rysunek 19. Wpływ badanych hydrożeli na gojenie się ran skóry u myszy.  
A) przykładowe zdjęcie krążków hydrożelowych nałożonych na rany skóry grzbietowej; 
B) średni procent zamknięcia rany; słupki błędów reprezentują SD, n = 12 - liczba ran 

reprezentujących 6 myszy w każdej grupie; istotność statystyczną w stosunku do kontroli 
woda z CO2 określono za pomocą dwustronnego testu Manna-Whitneya i oznaczono 

gwiazdką „*” dla CS/AG i hasztagiem „#” dla samego CS;  
C) reprezentatywne obrazy ran w dniu (d) 0, 7 i 14; D) reprezentatywne wycinki skóry 
pobrano w 14 dniu po urazie i wybarwiono trichromem Massona w celu wizualizacji 

architektury tkanki: czerwony - mięśnie i keratyna; niebieski - kolagen; różowy - 
cytoplazma; brązowy - jądra. 
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W ramach badań nad wpływem hydrożelowych rusztowań w formie walca zastosowano 
różne układy: kompozycję zawierającą 0,5% chitozanu i 0,5% agarozy, 1% agarozy, 1% 
roztworu chitozanu nasyconego dwutlenkiem węgla oraz kontrolny, czyli nasyconą 
dwutlenkiem węgla wodę destylowaną. Wyniki wykazały, że metoda aplikacji materiału 
na ranę ma istotny wpływ na proces gojenia (Rys. 19). Naniesienie płynnej warstwy 
hydrożelu chitozanu, spowodowało jej szybkie wyschnięcie.  
Kompozycja chitozanowo-agarozowa, pozwoliła z kolei na dłuższe utrzymanie wilgotnego 
środowiska, chroniąc ranę przed wyschnięciem. Udział agarozy w materiale przyczynia się  
do tworzenia stabilnego i trwałego rusztowania, które naśladuje naturalne środowisko 
tkankowe, sprzyjające procesowi gojenia się ran. Po 7 dniach leczenia ran badanymi 
kompozycjami chitozanowo-agarozowymi zaobserwowano zmniejszenie się jej 
powierzchni do 33%, co stanowiło 40-50% szybsze gojenie się ran niż w pozostałych 
badanych grupach. Dodatkowo na podstawie badań histologicznych zauważono 
integrację chitozanu ze strukturą skóry podczas regeneracji oraz znaczny wzrost liczby 
keratynocytów. Podsumowując, wyniki te wskazują na wyraźną przewagę kompozycji 
chitozanowo-agarozowej nad jej poszczególnymi składnikami z osobna oraz wodą 
nasyconą CO2 w kontekście wspomagania procesu gojenia ran. Potwierdzono pozytywny 
wpływ kompozycji chitozanowo-agarozowegona kilka wybranych ważnych dla procesów 
regeneracyjnych parametrów biologicznych, otwierając nowe możliwości  
jej zastosowania w inżynierii tkankowej. 
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4 PODSUMOWANIE 

Przeprowadzone badania, integrujące wiedzę z zakresu chemii, inżynierii 
materiałowej oraz biologii medycznej, pozwoliły na opracowanie biotuszu o unikalnych 
właściwościach aplikacyjnych, stanowiącego wkład w rozwój technologii biodruku  
oraz inżynierii tkankowej. Opracowana kompozycja hydrożelowa, bazująca na chitozanie 
otrzymanym metodą saturacji dwutlenkiem węgla, w połączeniu z agarozą, posiada 
optymalne właściwości fizykochemiczne i biologiczne, spełniając kluczowe kryteria 
drukowalności oraz biozgodności. Te właściwości czynią ten materiał szczególnie 
przydatnym w regeneracji tkanki skórnej, co stanowi bezpośrednią odpowiedź  
na postawione cele badawcze i potwierdza jego szeroki potencjał aplikacyjny w medycynie 
regeneracyjnej oraz technologiach inżynierii tkankowej. 

Rozwiązanie problemu badawczego osiągnięto poprzez opracowanie kompozycji 
chitozanowo-agarozowej o zdolności do natychmiastowego żelowania w warunkach 
temperatury fizjologicznej, eliminując tym samym konieczność stosowania dodatkowych 
modyfikacji chemicznych oraz czynników sieciujących. Dzięki temu uzyskano materiał  
o wysokim poziomie bezpieczeństwa biologicznego oraz prostocie zastosowania  
w warunkach przemysłowych. Unikalny charakter opracowanego biotuszu został 
zabezpieczony zgłoszeniami patentowymi (P.443403 i EP.23460040). 

Do głównych dokonań badawczych niniejszej rozprawy należą: 

• Optymalizacja procesu usuwania endotoksyn z roztworów chitozanowych  
bez wpływu na masę cząsteczkową i stopień deacetylacji tego polimeru,  
co jest kluczowe dla zachowania jego parametrów fizykochemicznych.  

• Wykazanie, że masa cząsteczkowa i DD chitozanu nie miały istotnego wpływu na 
jego właściwości przeciwdrobnoustrojowe ani cytotoksyczność, pozwoliło to 
skupić się na ocenie wpływu masy cząsteczkowej na drukowalność oraz 
właściwości żelujące kompozycji z agarozą. 

• Opracowanie innowacyjnej metody wytwarzania termoczułej kompozycji 
chitozanowo-agarozowej, która może być stosowana jako baza biotuszu.  
Materiał ten, żelujący pod wpływem temperatury fizjologicznej, umożliwia szybkie 
i skuteczne wytwarzanie rusztowań komórkowych bez użycia dodatkowych 
czynników sieciujących. 

• Spełnienie podstawowych kryteriów akceptacji, takich jak drukowalność  
i biozgodność. Właściwości reologiczne kompozycji polimerowej obejmują 
zdolność do odbudowy struktury po zadziałaniu sił mechanicznych, jest to 
niezbędne dla zachowania integralności geometrycznej w procesie druku 
warstwowego. Dodatkowo, biozgodność kompozycji została zweryfikowana na 
liniach komórkowych L929, 46BR.1N oraz HaCaT, co potwierdza jej potencjalne 
zastosowanie w inżynierii tkankowej i biomedycynie. 
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• Ocena wpływu kompozycji chitozanowo-agarozowej wykazała, że materiał 
wspiera migrację, proliferację i przeżywalność komórek, co stanowi solidną 
podstawę do potencjalnych zastosowań w inżynierii tkankowej. Wyniki sugerują, 
że opracowana kompozycja może efektywnie wspierać procesy regeneracyjne  
w uszkodzonych tkankach, sprzyjając tworzeniu funkcjonalnych struktur 
niezbędnych do skutecznej regeneracji. 

• Brak negatywnego wpływu na angiogenezę i wspieranie procesu gojenia ran,  
co stanowi podstawę do potencjalnych zastosowań w inżynierii tkankowej. 
Stwierdzono, że kompozycja może wspierać procesy regeneracyjne  
w uszkodzonych tkankach. 

Podsumowując, opracowana kompozycja chitozanowo-agarozowa stanowi istotny 
postęp w dziedzinie biodruku i inżynierii tkankowej. Eliminując konieczność stosowania 
dodatkowych czynników sieciujących, znacząco upraszcza proces produkcji i zwiększa 
bezpieczeństwo aplikacyjne. Materiał ten zachowuje kluczowe właściwości, takie jak 
drukowalność, biozgodność oraz właściwości przeciwdrobnoustrojowe, które są 
odpowiedzią na specyficzne wymagania sektora medycznego, szczególnie w kontekście 
zastosowań klinicznych i biomedycznych.  

Kolejne etapy badań będą koncentrować się nie tylko na biologicznych 
właściwościach materiału, ale także na kompleksowym opracowaniu i optymalizacji 
całego procesu biodruku, z uwzględnieniem jego różnych wariantów. Planowane jest 
również skupienie się na druku robotycznym, co pozwoli na uzyskanie jeszcze bardziej 
precyzyjnych struktur trójwymiarowych, o zoptymalizowanych parametrach, kluczowych 
dla efektywnej regeneracji tkankowej. Dodatkowo, istotną rolę odegrają technologie 
sztucznej inteligencji, które będą wykorzystane do szczegółowej analizy parametrów 
reologicznych i strukturalnych kompozycji, jak również do modelowania, przewidywania 
zachowania materiału w trakcie procesu biodruku, a także w badaniach biologicznych, 
takich jak ocena efektów proangiogennych w modelu CAM. Optymalizacja procesu 
biodruku będzie obejmowała badania nad kluczowymi parametrami technologicznymi, 
uwzględniającymi aspekty takie jak przepływ materiału, gradient ciśnienia oraz warunki 
termiczne wpływające na proces żelowania, szczególnie w kontekście porowatości, 
drukowalności oraz metod osadzania materiału. Wykorzystanie algorytmów uczenia 
maszynowego umożliwi symulacje procesu biodruku oraz precyzyjne dostosowanie 
właściwości biotuszu do specyficznych wymagań medycznych. Wprowadzenie peptydów 
proangiogennych w celu zwiększenia bioaktywności kompozycji będzie kolejnym istotnym 
krokiem w rozwoju kompozycji polimerowych, zwłaszcza w kontekście wspierania 
procesów angiogenezy, które są kluczowe dla regeneracji tkankowej.  

Przyszłe badania będą skoncentrowane na dalszej optymalizacji opracowanej 
kompozycji polimerowej, która już spełnia wysokie wymagania inżynierii tkankowej, lecz 
wciąż kryje w sobie ogromny potencjał rozwoju. Celem jest dostosowanie jej do 
specyficznych zastosowań. Pozwoli to na poszerzenie jej funkcjonalności i efektywności  
w zróżnicowanych obszarach medycyny regeneracyjnej, farmacji i biologii.  
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6 TREŚĆ ARTYKUŁÓW Z OPISEM WKŁADU PRACY DOKTORANTA  

6.1 [A1] A Novel Method of Endotoxins Removal from Chitosan Hydrogel 
as a Potential Bioink Component Obtained by CO2 Saturation. 

6.1.1 Wkład pracy doktoranta 
Tytuł: A Novel Method of Endotoxins Removal from Chitosan Hydrogel as a Potential 
Bioink Component Obtained by CO2 Saturation 
Autorzy: Adrianna Banach-Kopeć, Szymon Mania, Joanna Pilch,  
Ewa Augustin, Iwona Gabriel, Robert Tylingo 
Czasopismo: INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES 
Rok wydania: 2022 
Impact factor: 5,6 (2022) 
Liczba punktów wg MNiSW: 140 
DOI: 10.3390/ijms23105505 
Procentowy wkład pracy doktoranta: 28% 

 
Byłam jedną z kluczowych osób odpowiedzialnych za opracowanie koncepcji 

badań, które stanowią podstawę niniejszej pracy. Wspólnie z pozostałymi autorami 
zaprojektowałam oraz przeprowadziłam eksperymenty. Moim zadaniem było 
opracowanie metody usuwania endotoksyn, oznaczenia ich stężenia, przeprowadzenie 
badań czystości mikrobiologicznej, jak również przygotowanie prób do dalszych testów  
z wykorzystaniem tej metody. Brałam aktywny udział w badaniach nad lepkością oraz 
oznaczaniu masy cząsteczkowej analizowanych prób. Wspólnie z głównymi autorami 
pełniłam funkcję zarządzającą projektem, nadzorując jego realizację i koordynując prace 
zespołu. Byłam odpowiedzialna za opracowanie wstępnych wersji manuskryptu oraz 
brałam aktywny udział w jego edycji. Ponadto koordynowałam przygotowanie odpowiedzi 
na recenzje, a także finalizację ostatecznej wersji manuskryptu do publikacji. 
 



 

 69  

6.1.2 Treść artykułu 

 



 

 70  

 



 

 71  

 



 

 72  



 

 73  



 

 74  



 

 75  

 



 

 76  

 



 

 77  



 

 78  

 



 

 79  

 



 

 80  

 



 

 81  

 
 

  



 

 82  

6.2 [A2] An influence of molecular weight, deacetylation degree  
of chitosan xerogels on their antimicrobial activity and cytotoxicity. 
Comparison of chitosan materials obtained using lactic acid and CO2 

saturation. 

6.2.1 Wkład pracy doktoranta 
Tytuł: An influence of molecular weight, deacetylation degree of chitosan xerogels on 
their antimicrobial activity and cytotoxicity. Comparison of chitosan materials obtained 
using lactic acid and CO2 saturation 
Autorzy: Szymon Mania, Adrianna Banach-Kopeć, Karol Staszczyk, Jolanta Kulesza,  
Ewa Augustin, Robert Tylingo 
Czasopismo: CARBOHYDRATE RESEARCH 
Rok wydania: 2024 
Impact factor: 3,1 
Liczba punktów wg MNiSW: 100 
DOI: 10.1016/j.carres.2023.108973 
Procentowy wkład pracy doktoranta: 30% 

 
W ramach współautorstwa tej publikacji byłam zaangażowana w kluczowe etapy realizacji 

badań naukowych. Wspólnie z pozostałymi autorami uczestniczyłam w opracowywaniu 
metodologii oraz zarządzaniu danymi, co obejmowało ich zbieranie, organizację  
oraz przygotowanie do analizy. W ramach badań eksperymentalnych brałam udział w ocenie 
aktywności przeciwdrobnoustrojowej oraz przygotowaniu prób do dalszych testów.  
Wspierałam zarządzanie zasobami projektu, w tym organizację niezbędnych materiałów i narzędzi 
badawczych. Brałam udział w walidacji wyników, a także współtworzyłam wstępną wersję 
manuskryptu, aktywnie uczestnicząc w jego dalszej edycji. 
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An influence of molecular weight, deacetylation degree of chitosan xerogels 
on their antimicrobial activity and cytotoxicity. Comparison of chitosan 
materials obtained using lactic acid and CO2 saturation 
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A B S T R A C T   

This paper presents a comparison of the antimicrobial activity and cytotoxicity against L929 cells of chitosan 
xerogels prepared by dissolving the polymer in a solution of lactic acid (LA) or carbonic acid (CO2) and then 
freeze-drying. There was no simple relationship between the antimicrobial activity and cytotoxicity of the 
samples obtained using both techniques (LA and CO2). Chitosan materials obtained by the LA method in a 1:1 
dilution were characterized by the highest cytotoxicity against L929 cells (~20%). For the same diluted samples 
prepared using the CO2 saturation method, the viability of L929 cells was approximately 2.5 times greater. Some 
of the tested chitosan materials obtained by the innovative method were characterized by significantly lower 
antimicrobial activity, for example, reduction of E. coli bacteria for MMW-LA and MMW-CO2 samples by 6.00 and 
0.75 logarithmic order, respectively. This clearly indicates that in many applications, the presence of the acid 
necessary to dissolve chitosan is responsible for the antimicrobial activity of the polymer solution and its 
products.   

1. Introduction 

Chitosan is a natural polysaccharide with a positive charge, and is a 
derivative of chitin. It consists of the monomers N-acetyl-D-glucosamine 
and D-glucosamine linked by β-1,4-glycosidic bonds [1]. Chitosan occurs 
sporadic in the biosphere, therefore this polymer is obtained from chitin, 
which is one of the main components of the exoskeletons of arthropods 
such as shrimp, crabs, lobsters and arachnids [2]. The most common 
method for obtaining chitosan is the deacetylation of chitin, which is a 
two-stage nucleophilic substitution reaction that takes place in an 
alkaline solution. Depending on the origin of chitin and parameters of 
the deacetylation process, chitosan can be obtained with different mo-
lecular weights (MW) and degrees of deacetylation (DD). These pa-
rameters affect the physicochemical and biological properties of 
biopolymer-based materials based on this biopolymer [1–4]. 

The properties of chitosan, such as biocompatibility, 

biodegradability, non-toxicity, antimicrobial activity, hemostatic prop-
erties, and ability to accelerate wound healing, make it an object of 
research and application in designing dressing materials [5], scaffolds 
[6], and carriers for the controlled release of drugs and other biologi-
cally active pathways [7]. Chitosan can also be used as a component of 
food packaging or as a food additive, inhibiting the development of 
microorganisms and thus prolonging the freshness of the product u [8]. 

One of the most significant features of the potential action of chito-
san is the antimicrobial activity of the polymer, which is the result of 
many different factors, including DD and MW [9]. Zheng and Zhu [9] 
and Tavaria et al. [10] reported an increase in the antimicrobial activity 
of chitosan against Staph. aureus bacteria with increasing MW [9,10]. 
Despite the relatively well-determined effect of the MW of chitosan on 
its antimicrobial activity against Gram-positive bacteria, many incon-
sistent results of its activity against Gram-negative bacteria can be found 
[11]. Some studies on E. coli and Salmonella have indicated an increase 
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6.3 [A3] Thermosensitive composite based on agarose and chitosan 
saturated with carbon dioxide. Preliminary study of requirements  
for production of new CSAG bioink.  

6.3.1 Wkład pracy doktoranta 
Tytuł: Thermosensitive composite based on agarose and chitosan saturated with carbon 
dioxide. Preliminary study of requirements for production of new CSAG bioink.  
Autorzy: Adrianna Banach-Kopeć, Szymon Mania, Robert Tylingo, Agata Wawrzynowicz, 
Monika Pawłowska, Katarzyna Czerwiec, Milena Deptuła, Michał Pikuła 
Czasopismo: CARBOHYDRATE POLYMERS 
Rok wydania: 2024 
Impact factor: 11,2 (2022) 
Liczba punktów wg MNiSW: 140 
DOI: 10.1016/j.carbpol.2024.122120 
Procentowy wkład pracy doktoranta: 27% 

 
Moje zaangażowanie w przygotowanie tego artykułu polegało na pełnieniu roli 

jednego z głównych twórców koncepcji i planu badawczego, które były fundamentem 
projektu, oraz na organizacji zasobów niezbędnych do jego realizacji.  
Aktywnie uczestniczyłam w przeprowadzaniu badań eksperymentalnych, w tym  
w przygotowywaniu prób do dalszej analizy. Samodzielnie przeprowadziłam badania 
oceny właściwości reologicznych badanych kompozycji oraz ich aktywności 
przeciwdrobnoustrojowej. Brałam udział w badaniach nad oceną sił wytłaczania 
kompozycji chitozanowo-agarozowych oraz w eksperymentach oceny żywotności 
komórek w wytłoczonych kompozycjach polimerowych, jak również w procesie ich 
drukowania. Przygotowałam próby do testów biologicznych oceniających biozgodność 
kompozycji polimerowych. Moje obowiązki obejmowały także zarządzanie danymi (ich 
zbieranie, organizację oraz przygotowanie do analizy) oraz formalną analizę większości 
wyników. Odpowiadałam za przygotowanie większości wykresów oraz walidację 
wyników. Byłam również zaangażowana w przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu, 
jego edycję oraz przygotowanie odpowiedzi dla recenzentów. 
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6.4 [A4] From Bioink to Tissue: Exploring Chitosan-Agarose Composition 
in the Context of Printability and Cellular Behaviour. 

6.4.1 Wkład pracy doktoranta  
Tytuł: From Bioink to Tissue: Exploring Chitosan-Agarose Composite in the Context  
of Printability and Cellular Behaviour 
Autorzy: Szymon Mania, Adrianna Banach-Kopeć, Natalia Maciejewska, Katarzyna 
Czerwiec, Paulina Słonimska, Milena Deptuła, Michał Pikuła, Jakub Baczyński-Keller, Paweł 
Sachadyn, Robert Tylingo 
Czasopismo: Molecules  
Rok wydania: 2024 
Impact factor: 4,2  
Liczba punktów wg MNiSW: 140 
DOI: 10.3390/molecules29194648 
Procentowy wkład pracy doktoranta: 25%  

 
Mój udział w przygotowaniu tego artykułu obejmował pełnienie roli jednej  

z głównych osób odpowiedzialnych za opracowanie koncepcji i planu badawczego, które 
stanowiły fundament projektu, a także organizację zasobów niezbędnych do jego 
realizacji. Ponadto aktywnie uczestniczyłam w przeprowadzaniu badań 
eksperymentalnych, w tym w przygotowywaniu próbek do dalszej analizy.  
Samodzielnie przeprowadziłam badania oceny stopnia dyfuzji i przepuszczalności  
oraz współpracowałam przy badaniach oceny właściwości reologicznych, ocenie 
przeżywalności komórek w kompozycjach polimerowych, a także w ocenie stopnia 
angiogenezy. Przygotowałam również wszystkie próby do testów biologicznych 
oceniających biozgodność badanych układów, w tym testów przeprowadzonych z użyciem 
zwierząt. Moje obowiązki obejmowały także zarządzanie danymi (ich zbieranie, 
organizację oraz przygotowanie do analizy) oraz formalną analizę większości wyników. 
Dokonałam analizy większości uzyskanych wyników przeprowadzonych badań. 
Odpowiadałam za przygotowanie większości wykresów oraz walidację wyników.  
Byłam główną osobą odpowiedzialną za przygotowanie pierwszej wersji manuskryptu 
oraz jego dalszą edycję. Pełniłam rolę autora korespondencyjnego oraz byłam główną 
osobą zajmującą się przygotowaniem odpowiedzi na recenzje.  
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6.5 [A5] Marine polymers in tissue bioprinting: Current achievements 
and challenges.  

6.5.1 Wkład pracy doktoranta  
Tytuł: Marine polymers in tissue bioprinting: Current achievements and challenges. 
Autorzy: Adrianna Banach-Kopeć, Szymon Mania, Robert Tylingo 
Czasopismo: REVIEWS ON ADVANCED MATERIALS SCIENCE 
Rok wydania: 2024 
Impact factor: 3,6  
Liczba punktów wg MNiSW: 100 
DOI: 10.1515/rams-2023-0180 
Procentowy wkład pracy doktoranta: 60% 
 

Mój wkład w przygotowanie niniejszego artykułu polegał na przeprowadzeniu 
szczegółowego przeglądu literatury dotyczącego wykorzystania polimerów morskich  
w biodruku, ze szczególnym uwzględnieniem obecnych osiągnięć i wyzwań w tej 
dziedzinie. Przegląd literatury przeprowadziłam w oparciu o następujące bazy danych 
takie jak PubMed, ScienceDirect oraz Wiley i Taylor & Francis, kładąc nacisk na najnowsze 
prace opublikowane w ciągu ostatnich 20 lat. Zebrane informacje pozwoliły na stworzenie 
kompleksowego przeglądu literaturowego, w którym omówiłam kluczowe zastosowania, 
problemy i potencjał aplikacyjny w tej dziedzinie. Dodatkowo, pełniłam rolę autora 
korespondencyjnego oraz przygotowywałam odpowiedzi na uwagi recenzentów. 
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7 OŚWIADCZENIA 

7.1 A Novel Method of Endotoxins Removal from Chitosan Hydrogel  
as a Potential Bioink Component Obtained by CO2 Saturation. 
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7.2 An influence of molecular weight, deacetylation degree of chitosan 
xerogels on their antimicrobial activity and cytotoxicity.  
Comparison of chitosan materials obtained using lactic acid and CO2 

saturation. 
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7.3 Thermosensitive composite based on agarose and chitosan saturated 
with carbon dioxide. Preliminary study of requirements for production 
of new CSAG bioink.  
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7.4 From Bioink to Tissue: Exploring Chitosan-Agarose  
Composition in the Context of Printability and Cellular Behaviour. 

 
 



 

 186  

 
 



 

 187  

 



 

 188  

 



 

 189  



 

 190  

 



 

 191  

 
 



 

 192  



 

 193  

 
 
  



 

 194  

 

7.5 Marine polymers in tissue bioprinting: Current achievements and 
challenges.  
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